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Abstract

MORAIS, S. R. L. EFEITO DA SUPLEMENTACAO COM L-ARGININA SOBRE A
PRODUCAO DE MEDIADORES INFLAMATORIOS E FATORES
REGENERATIVOS PELO TECIDO MUSCULAR ESQUELETICO DECORRENTE
DE UMA SESSAO DE EXERCICIO RESISTIDO DE ALTA INTENSIDADE. 2011.
135 f. Dissertacdo (Mestrado) — Universidade Estadual Paulista “Juiio de Mesquita
Filho”, Faculdade de Odontologia, Departamento de Ciéncias Basicas, Laboratorio
de Farmacologia — Programa Multicéntrico de Poés-Graduagcdo em Ciéncias
Fisiol6gicas. Aracatuba — 2011.

RESUMO

Os mecanismos envolvidos na adaptacdo do tecido muscular a pratica de exercicios
aerébios, ja estd bem elucidada em diversos estudos. Essa adaptacdo ocorre por
meio de um processo de reparo desencadeado por dano muscular (processo
inflamatorio). O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da suplementacao
com L-arginina sobre os mecanismos envolvidos na liberacdo de mediadores
inflamatérios e fatores regenerativos do tecido muscular esquelético apdés uma
simples sesséo de exercicio resistido (ER) de alta intensidade, e avaliar o possivel
papel protetor da L-arginina sobre os efeitos desencadeados pelo ER no tecido
muscular esquelético. Ratos machos Wistar foram divididos em 5 grupos: (grupo
controle (C), pos-exercicio(0), 8, 24 e 48 horas pds-exercicio), suplementados com
L-arginina (1 g/kg) uma hora antes do inicio do exercicio, ou aminoguanidina (50
mg/kg) 30 minutos antes do inicio do treino, ambos por gavagem. Os animais foram
submetidos a pratica do TR durante 4 dias por meio de uma escada com 80° de
inclinagdo, e com aparato de sobrepeso, correspondentes a 80% do peso corporal
de cada animal, acoplado aos animais somente no quarto dia de treinamento. O
sangue periférico e o tecido muscular esquelético (extensor digitorum longus) foram
coletados para a analise de Mieloperoxidase (MPO), fator de necrose tumoral (TNF-
a), citocina-induzida quimiotética para neutréfilos (CINC-2), fator transformador de
crescimento (TGF-B), Colageno tipo 1, Fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF), creatina quinase (CK), alanina aminotransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST) e a Proteina C Reativa (CRP) por RT-PCR e ELISA. A
suplementacdo com L-arginina promoveu grande reducédo na migracao de neutrofilos
no tecido muscular esquelético, na producdo de TNF-a, CINC-2 e CRP, e
potencializou a producédo e expressao dos fatores regenerativos musculares (TGF-j3,
Coladgeno tipo 1 e VEGF). O pré-tratamento com aminoguanidina reverteu o
processo. A suplementacdo com L-arginina (percursor do oxido nitrico) promoveu
papel protetor sobre o tecido muscular esquelético e aumentou a expressdo de
fatores regenerativos apés uma sessdo de alta intensidade de ER. NOs sugerimos
gue esses efeitos estejam relacionados a via do oxido nitrico (NO).

Palavras-chave: Exercicio resistido. Musculo esquelético. Processos inflamatorios.
Fatores regenerativos. L-arginina.



Abstract
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PRODUCTION OF INFLAMMATORY MEDIATORS AND REGENERATIVE
FACTORS OF SKELETAL MUSCLE TISSUE ARISING FROM A COURSE OF
ORIENTED PRATICE OF RESISTANCE TRAINING. 2011. 135 p. Dissertacao
(Mestrado) - Universidade Estadual Paulista, Faculdade de Odontologia,
Departamento de Ciéncias Basicas, Laboratorio de Farmacologia — Programa
Multicéntrico de Pés-Graduacédo em Ciéncias Fisioldgicas. Aracatuba — 2011.

ABSTRACT

The mechanisms involved of muscular adaptation to aerobic exercise have
previously been described in several studies. This adaptation occurred through a
repair process following tissue damage (inflammatory process). The aim of this study
was to analyze the effect of the L-arginine supplementation upon the mechanisms
involved on release of inflammatory mediators and regenerative factors of skeletal
muscle tissue post a single bout of high intensity of resistance exercise (RE), and
evaluate the possible protective role of L-arginine supplementation in the effects of
RE in skeletal muscle tissue. Male Wistar rats were divided into 5 groups: (control
group (C), post-exercise (0), 8, 24 and 48 hours post-exercise), with L-arginine (1
g/kg) one hour before training began or aminoguanidine (50 mg/kg), 30 minutes
before starting training, both by gavage. The animals were subjected to RE practice
for four days, through a staircase with 80° tilt, with the overload apparatus
corresponding to 80% relative to the body weight on the fourth day. Peripheral blood
plasma samples, skeletal muscle (extensor digitorum longus) were collected for
analysis of myeloperoxidase (MPO), tumor necrosis factor (TNF-a), cytokine-induced
neutrophil chemoattranct-2 (CINC-2), transforming growth factor g (TGF-B), Collagen
type 1, vascular endothelial growth factor (VEGF), creatine kinase (CK), alanine
aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST) and C-Reactive protein
(CRP) by RT-PCR and ELISA. L-arginine promoted a great reduction in neutrophil
migration, TNF-a, CINC-2 and CRP, and up-regulated the regenerative factors of
skeletal muscle (TGF-B, collagen type 1 and VEGF). Aminoguanidine pre-treatment
reversed the process. L-arginine (nitric oxide precursor) supplementation played a
protective role in the skeletal muscle tissue and increased the expression of
regenerative factors after a high intensity RE session. We suggest that
this protection is related to the nitric oxide (NO) pathway.

Keywords: Resistance exercise. Skeletal Muscle. Inflammatory process.
Regenerative factors. L-arginine.
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1 Introducéo e Sintese Bibliogréafica

Constantemente, atletas sdo expostos a desafios fisiologicos intensos
durante os periodos de treinamentos e competicdo. Esses periodos possuem
intervalos muito curtos entre si, comprometendo o processo de recuperacao
fisiologica, em especial, o periodo de regeneracéo e reparo do tecido muscular
esquelético. Devido a este motivo, diversas pesquisas estdo sendo
desenvolvidas em busca de ferramentas com objetivo de amenizar o impacto
fisiologico de exercicios de alta intensidade e acelerar o processo de
recuperacgdo poés-treinamento. O exercicio resistido (ER) é amplamente utilizado
em praticamente todas as areas esportivas como base de preparacéo fisica, com
objetivos de melhora no desempenho e na protecdo contra possiveis lesoes,

sendo uma ferramenta indispensavel no atual meio esportivo.

1.1 Exercicio Resistido: Caracteristicas e Beneficios

A caracteristica principal do ER (treinamento com pesos, treinamento
resistido ou treinamento de forca) € a realizacdo de movimentos dinamicos
(concéntrico e excéntrico) ou estaticos (isométricos), contra uma determinada
carga (mecanica, peso corporal) (RATAMESS et al., 2009)

As agbes musculares do ER caracterizam-se em 2 tipos de agdes
musculares diferenciadas, que sdo as acdes isométricas (excéntricas) e
dindmicas (concéntricas e excéntricas). A fase isométrica refere-se a
sustentacdo de uma determinada carga, ou mesmo o proprio peso corporal, sem
gue ocorram movimentos excéntricos ou concéntricos, ja a fase concéntrica
refere-se a fase de encurtamento das fibras musculares, fase em que a forca
exercida pelo encurtamento muscular vence a resisténcia imposta por uma
determinada carga. As acdes excéntricas ocorrem durante a fase negativa do
movimento, onde ocorre a resisténcia contra uma determinada carga onde
o0 musculo se alonga devido aforca de contracdo ser menor que a forca de
resisténcia (HARMAN, 2000), sendo a fase contratil que mais promove injdria
tecidual.

A repeticdo de tais acdes musculares caracteriza o estado de
contratilidade muscular, periodo no qual o tecido muscular esquelético (fibras

musculares) esta em constante acdo, através do encurtamento e alongamento
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das miofibrilas, resultando em geracao de forca mecanica para a realizacdo de
uma determinada tarefa. Tais contragbes promovem o surgimento de
microfissuras nas fibras musculares esqueléticas (miofibrilas), dando inicio a
liberacdo de mediadores inflamatérios (Miocinas), constituintes do sistema
imunologico.

O exercicio resistido traz inumeros beneficios em relacdo a saude e a
aptidao fisica (MAIOR, 2002). Diversos 6rgéos de pesquisa na area de atividade
fisica como o American College of Sports Medicine (ACSM) e o Departamento
Americano de Saude e Servicos Humanos (DHHS), recomendam a inclusédo de
treinamento de forca como parte de um programa de atividade fisica (ACSM,
1998/2002; MAIOR, 2002), onde tal pratica relacionada a aptidao fisica, reduz de
forma significativa o risco de doencas cardiovasculares, diabetes nao-insulino
dependentes, retarda a osteoporose, promove a reducdo da massa gorda,
preserva a capacidade funcional e promove o bem-estar psicolégico
(GOLDBERG, 1989; GOLDBERG et al., 1984; FLUCKEY et al., 1994; GUTIN;
KASPER, 1992; LAYNE; NELSON, 1999; EVANS, 1999; KATCH; DRUM, 1986;
EWART, 1989; MAIOR, 2002).

Através da continua préatica do ER, hd a promocédo do ganho de forca
(POWERS; HOWLEY, 2005), que ocorre através de adaptacbes neurais
(coordenacéo intra e intermusculares) principalmente durante a fase inicial do
treinamento, e adaptacdes estruturais como efeito crénico do mesmo (hipertrofia,
resisténcia), sendo um dos principais fatores benéficos relacionados ao ER. A
forca muscular define-se como a tensdo gerada por um musculo, ou um grupo
muscular, contra uma resisténcia, sendo esta valéncia fisica necessaria para a
realizacdo desde atividades cotidianas a atividades fisicas especializadas
(FLECK, 1997; MAIOR, 2002). A forca muscular se distingue em 3 tipos: Forca
muscular maxima ou forca pura; Forca de poténcia e Forca de resisténcia.

De acordo com Platonov e Bulatova (1998), a forca maxima pode ser
definida como o platé de forca muscular maxima que o individuo possa alcancar
em consequéncia de uma tensdo muscular contra uma resisténcia, podendo ou
nao existir movimento articular. A forca de poténcia se caracteriza como a mais
rapida velocidade imposta pelo sistema neuromuscular em um determinado
periodo de tempo, através da capacidade dos sistemas nervoso e muscular

suportarem a resisténcia promovida pela contracdo muscular maxima
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(SCHIMIDTBLEICHER, 1992; GOMES; TEIXEIRA, 1998; MAIOR, 2002). Ja a
forca de resisténcia € definida pela capacidade do sistema neuromuscular de
produzir o maior somatorio de impulsos possiveis, sob condigbes metabdlicas
aerdbia e anaerobia (GOMES; TEIXEIRA, 1998; NEUMAN, 1990; MAIOR, 2002).

Recentemente, diversos estudos tém abordado os efeitos do exercicio
fisico sobre o sistema imunologico (BESEDOVSKY et al., 1985; BESEDOVSKY
et al., 1992), principalmente o exercicio aerdbio, porém, ha poucas evidéncias

sobre os efeitos do treinamento resistido sobre o sistema imunoldégico.

1.2 Atividade fisica e sistema imunoldgico

Estabeleceu-se através de varios estudos, uma possivel interagdo entre a
contracdo do musculo esquelético e mudancas no sistema imune, tanto em
estudos in vitro como in vivo. Esta afirmacéo € baseada nas descobertas de que
exercicios de alta intensidade promovem aumento do numero de citocinas e
induz liberacdo de radicais livres promovendo danos oxidativos, em diferentes
orgaos, além do musculo esquelético, o figado, pulmdo e coracdo (NIELSEN;
PEDERSEN, 2007; NIELSEN; PEDERSEN, 2008; FRANKIEWICZ-JOZKO;
SIERADZAN-GABELSKA, 1996; ASHTON et al., 1998; RADACK et al., 1998)

O sistema imunoldégico € determinante no combate de microrganismos
invasores, na remocao de células mortas e detritos celulares, no estabelecimento
da memoria imunologica, reparo tecidual (SCHULENBURG; EWBANK, 2004) e
homeostasia do organismo, sugerindo assim uma inter-relacédo do sistema imune
com outros sistemas, como o nervoso e o endécrino (LEANDRO et al., 2007). As
células que constituem o sistema imune originam-se a partir de células
hematopoiéticas pluripotentes, localizadas na medula Gssea, e as diferenciacdes
posteriores ocorrem ndo somente na medula, mas também em diferentes locais
do organismo (LEANDRO et al., 2007). Uma das linhagens dessas células se
refere as populacbes leucocitarias, os granulécitos polimorfonucleares
(neutrdfilos, eosindfilos e basdfilos), os mondcitos/macrofagos e os linfocitos
(linfécitos T, B e células natural Killer (NK) (LEANDRO et al.,, 2007). Os
monocitos sdo células presentes no sangue periférico que continuamente se
diferenciam em macréfagos ap6s migrarem para os tecidos (SCHULENBURG;
EWBANK, 2004). Dentre as células constituintes do sistema imune, 0s
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neutrofilos, macréfagos e as citocinas, estdo relacionados e possuem grande
importancia nas lesdes teciduais (HAMES; GLOVER, 2006; VIZI, 1998;
GLEESON, 2000). Em resposta a exercicios de alta intensidade, ocorre
neutrofilia, linfopenia e monocitose (PEDERSEN; HOFFMAN-GOETZ, 2000)
sendo estes possiveis indicadores da presenca de infec¢des bacterianas ou de
uma inflamacdo em resposta a uma lesdo tecidual (SCHULENBURG; EWBANK,
2004). A distribuicdo dessas células parece ser mediada pela adrenalina, e em
menor grau pela noradrenalina (BLALOCK, 1994; GARCIA, 2003;
BESEDOVSKY, 2002; BESEDOVSKY, 1992). A pratica de exercicios aerdbios
de alta intensidade pode induzir inibicho de muitos aspectos da defesa do
organismo (imunossupressao), incluindo as atividades das células NK, e a
resposta proliferativa dos linfécitos e a producao de anticorpos pelos plasmécitos
(PEDERSEN et al., 1988; PEDERSEN; HOFFMAN-GOETZ, 2000; PERES et al.,
2005; JONSDOTTIR, 2000), comprometendo as defesas do organismo contra
agentes infecciosos e oncogénicos, assim como nos processos alérgicos e na
autoimunidade. Ha também aumentos na concentracdo plasmatica de varias
substancias que influenciam a funcdo leucocitaria, incluindo citocinas pro-
inflamatdrias, como o TNF-a, MIP-1a e IL1- B, citocinas anti-inflamatérias como a
IL-6, IL-10 e receptor antagonista de IL-1(IL-1ra) e proteinas da fase aguda,
como a Creatina Quinase (CK) e a proteina C-reativa (PCR) (GLEESON, 2000).
Em relacdo a tipos de exercicios fisicos (treinamento resistido e exercicios
aerdbios), o TR promove muito mais inflamagédo e/ou dano muscular do que
exercicios aerobios (UCHIYAMA et al.,, 2006) devido a sobrecarga realizada
durante a prética do TR.

A enzima creatina quinase (CK) tem seus niveis aumentados quando
ocorre o0 dano tecidual, como por exemplo, o dano do sarcémero que envolve as
fibras musculares esqueléticas, sendo utilizado como marcador de dano tecidual
e indicador de desgaste fisico (BRANCACCIO et al., 2006). Os niveis de CK se
modificam de acordo com o tipo e com a intensidade do exercicio, e sua
atividade permite obter informacbes sobre o estado do tecido muscular
esquelético, servindo como um indicativo de fadiga muscular (ANGELLI et al.,
2004). Observa-se um maior aumento de CK em exercicios de treinamento
resistido de alta intensidade ou exercicios prolongados em relagdo ao mesmo

tipo de exercicio, porém, com intensidades menores (baixa a moderada)
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(BARQUILHA et al.,, 2009; UCHIDA et al.,, 2009; NOSAKA; NEWTON et al.,
2002; TOFT et al., 2000; NIEMAN, 2001).

A proteina C-reativa (PCR) € sintetizada pelo tecido hepatico,
principalmente durante a fase aguda de processos inflamatoérios e infecciosos,
sendo utilizado como um marcador inflamatorio, demonstrando importante
relacdo com o sistema complementar, sendo um marcador da funcéo do sistema
imune (CHEYNE et al.,, 2010). A sua monitoracdo permite a avaliacdo da
inflamacdo crénica sistémica (HAIDARI et al.,, 2001; PEPYS et al.,, 1983). A
existéncia de processos inflamatérios esta relacionado ao surgimento e a
progressdo de doencas cardiovasculares e diabetes do tipo 2, e a pratica de
exercicios aerdbios de maneira continua é citada como uma intervencao
terapéutica em pacientes com inflamacdo crénica, diminuindo os niveis
sistémicos dos marcadores inflamatorios, como por exemplo, a CRP (WOODS et
al., 2009), no entanto, observa-se o inverso a préatica de exercicios agudos
(CANNON et al., 1989).

O efeito imunossupressor provocado pela atividade fisica sobre o sistema
imune ocorre em determinadas situacbes como cargas e duracdes de
treinamento exagerados inadequados as condi¢fes fisicas do praticante, sendo
gue sua pratica correta promove inumeras melhorias em diversos aspectos
funcionais e fisiologicos. Diversos estudos relatam que o exercicio fisico
promove grande impacto sobre o sistema imunologico, levando ao aumento no
namero de citocinas, sendo um possivel link entre a atividade contratil do
musculo esquelético e o sistema imunolégico. Uma simples sessdo de ER é
capaz de promover varias mudancas sobre a homeostase, em especial, em
relagdo ao tecido muscular esquelético.

Diversos estudos sugerem que a pratica de exercicios fisicos de
intensidade moderada melhoram as fungcdes do sistema imune, enquanto que a
pratica de exercicios fisicos de alta intensidade parece enfraquecé-lo, tornando-o
susceptivel a doencas leves (GLEESON, 2007). Desde que a pratica de
exercicios fisicos seja realizada de forma orientada e continua, de acordo com
as condicOes fisicas do individuo, observa-se melhorias sobre as funcbes do
sistema imune, sendo dependentes do volume e intensidade do exercicio, onde
0S mecanismos que promovem a modulagdo do sistema imunoldgico ja estao
bem compreendidos (CALLE; FERNANDEZ, 2010). No entanto, o efeito do ER
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sobre as células do sistema imune ndo esta completamente compreendido,
sabe-se que o0 volume e a intensidade do treinamento podem desencadear
efeitos benéficos ou deletérios sobre a homeostase imunologica (KOCH, 2009).

Diversas pesquisas demonstram que exercicios de alta intensidade
podem ser caracterizados como fatores estressantes ao sistema imunolégico,
promovendo o aumento de células inflamatérias circulantes (neutrofilos
monacitos e linfécitos), onde o exercicio atua como um modulador imunolégico,
agindo tanto no processo de injuria como no reparo do tecido muscular
esquelético. O processo de reparo € constituido, por exemplo, do fator
transformador de crescimento (TGF-B), da producdo de colageno, do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) e do aumento da sintese protéica,
porém, a relacdo entre os efeitos da pratica do treinamento resistido de alta
intensidade e sua influéncia sobre os mediadores inflamatérios (miocinas) e os
fatores atuantes na regeneracédo do tecido muscular ndo estdo completamente
compreendidos (IZQUIERDO et al., 2009; NIEMAN, 2001; ANGELI et al., 2004;
LAGRANHA et. al, 2004; NIESS et. al., 1998). Sabe-se que a expressao de TGF-
B esta intimamente relacionada com a injuria tecidual, onde durante o dano
tecidual o TGF-3 encontra-se aumentado (SMITH et al., 2007; MCLENNAN et al.,
1997). Porém, ha controvérsias na literatura sobre o efeito do TGF-f3, visto que
estudos mostram um efeito dual, podendo tanto ser positivo ou deletério sobre o
reparo tecidual (BHATAGNAR et al, 2010; CANNON;PIERRE 1998;
MASSAGUE, 1990; SMITH et al., 2007; LIU et al., 2001). Outro fator de grande
importancia no processo do reparo tecidual é o colageno, o qual tem sua sintese
aumentada por exercicios de alta intensidade por meio de alteracdes de enzimas
relacionadas a sintese de colageno, dessa forma, auxiliando no processo de
regeneracao e reparo do tecido muscular esquelético (HEINEMEIER et al.,
2007). Durante a fase de regeneracéao e reparo tecidual, é observado o aumento
ndo somente dos fatores citados anteriormente, mas também o aumento da
angiogénese, promovido por meio de duas vias, a angiopoietina e o VEGF
(PAPETTI; HERMAN, 2002; GAVIN et al., 2007). Estes fatores angiogénicos
promovem o0 aumento no namero de capilares ao redor da fibras musculares, e
esse aumento provavelmente estd relacionado a pratica de exercicios de alta
intensidade (SALTIN et al., 1968; ANDERSEN; HENRIKSSON, 1977; GAVIN et
al., 2007).
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Portanto, observa-se um grande e vasto campo imuno-fisiolégico a ser
desvendado e compreendido em relacdo a pratica de atividades fisicas sobre o

sistema imune, em especial, sobre os efeitos desencadeados pela pratica do TR.

1.3 Exercicio Resistido e Processos Inflamatoérios

A modificacdo na musculatura por trabalho mecanico ou injuria inicia uma
rapida e sequencial invasdo de células inflamatorias musculares que podem
persistir desde alguns dias até mesmo semanas, enquanto a musculatura é
reparada, ocorrendo regeneracao e crescimento da musculatura que se encontra
em processo inflamatério (TIDBALL, 2005).

A inflamacdo € uma ampla base variavel de processos patolégicos e
fisiologicos (TIDBALL, 2005) que sédo desencadeados por agressbes ao
organismo, iniciando a liberacdo de diversas células inflamatorias, mediadores
quimicos que promovem a dilatacdo e o aumento de permeabilidade dos vasos
sanguineos, permitindo um maior afluxo sanguineo para a area agredida, bem
como a exsudacédo de liquidos, proteinas e leucocitos para o espaco intersticial
(COSTA, 2005). Os leucocitos circulantes envolvidos nas respostas inflamatorias
sdo os neutrdfilos, mondcitos, basofilos, eosindfilos, linfocitos e plaquetas. Estes
migram do sangue para o tecido em direcdo ao agente invasor auxiliando as
células residentes localizadas no tecido conjuntivo, entre eles os mastécitos,
fibroblastos, macrofagos residentes e células eventuais que podem auxiliar ou
potencializar o processo (COSTA, 2005).

Entre os mediadores inflamatdrios temos as citocinas e quimiocinas que
sdo proteinas envolvidas nas respostas contra o agente invasor, onde sua
liberacdo é transitoria e estreitamente regulada. As citocinas se agrupam em
classes de acordo com suas funcbes ou com a natureza de células alvo,
podendo estar envolvida na ativacao, migracao, crescimento e diferenciacdo dos
linfocitos (Interleucinas (IL-2 e IL-4)), Fator de crescimento Tumoral (TNF-a), IL-
1, Interférons (IFN) e a IL-6 (COSTA, 2005).

Nos ultimos anos, a identificagdo da musculatura esquelética como um
orgao produtor de citocinas levou a descoberta de que as citocinas derivadas de
contracdes musculares podem apresentar ndo somente modificacdes no sistema

imune, mas que essas citocinas derivadas da musculatura desenvolvem papéis
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na mediacdo de mudancas metabdlicas associadas ao exercicio, desenvolvendo
adaptacdo ao exercicio (NIELSEN; PEDERSEN, 2008). Recentemente, Nielsen
e Febrario (2008), sugeriram que as citocinas e outros peptideos sdo produzidos,
expressos e liberados por fibras musculares e dessa forma, podem exercer seus
efeitos de maneira paracrina ou endodcrina, sendo, portanto, denominadas
mioquinas. A interleucina 6 (IL-6) foi a primeira mioquina a ser descoberta. No
entanto, o musculo esquelético pode expressar e produzir citocinas de diferentes
familias, como exemplo, IL-6, IL-8 e IL-15 (citocinas pré-inflamatérias), onde a
contracdo muscular exerce papel fundamental na regulacdo da expressao
dessas citocinas. A producao de citocinas também pode ser modulada por uma
variedade de estimulos como exercicios extenuosos (ER), horménios do stress,
crises de energia e estresse oxidativo. No entanto, até o presente momento,
nenhum estudo foi conduzido no sentido de investigar o papel da citocina TNF-q,
uma citocina proé-inflamatéria, e sua regulacdo com a quimiocina CINC-2, ambas
guimiotaticas para neutrofilos no tecido muscular esquelético.

Diversos estudos demonstram que o TNF-a possui grande efeito pro-
inflamatoério resultante da sua capacidade de aumentar a expressdo das
moléculas de adesado endotelial e, subsequentemente, promover a aderéncia de
neutrofilos ao endotélio vascular (WITKO-SARSAT, 2000). Existem diversos
fatores que vem influenciando o estudo sobre o TNF-a e sua relacdo com
atividades fisicas. Ostrowski (1999) observou em seu estudo, caracterizado por
movimentos isoténicos (concéntrico e excéntrico), um aumento na producao
dessa citocina. No entanto, diversos estudos com metodologias diferentes, néo
deixam claro o papel do TNF-a sobre 0s processos inflamatérios teciduais
induzidos pela atividade fisica. Dessa forma, ressalta-se a necessidade de um
estudo sobre a relacdo do TNF-a com a atividade fisica e seu papel nas
inflamac6es do musculo esquelético.

As quimiocinas sao grupos especificos e particulares de citocinas,
possuindo a capacidade de estimular o movimento leucocitario (quimiocinese) e
o movimento dirigido (quimiotaxia), sendo particularmente importantes na
inflamacédo (COSTA, 2005), classificando-se em quatro classes: CC, CXC, C e
CXs. Essa classificacdo € dependente dos residuos de cisteina localizadas na
porcdo N terminal, e sua atuacdo ocorrem em ceélulas alvo através de receptores

especificos ligados a proteina G. A CINC-2 é uma quimiocina da classe CXC e &
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responsavel pela infiltracdo e ativacdo de PMN (Neutréfilos polimorfonucleares).
Essa quimiocina tem um papel importante na resposta do hospedeiro contra
microrganismos patdgenos invasores, sendo produzidas por PMN ativados,
favorecendo ao acumulo e ativacdo dessas células. Dados experimentais
demonstram que durante a realizacdo de exercicios fisicos concéntricos
verificou-se a expressdo da IL-8 e o seu receptor CXCR2 em bidpsia da
musculatura esquelética (COSTA, 2005).

O termo estresse oxidativo (EO) é utilizado em circunstancias nas quais o
“desafio” por radicais livres resulta em dano tecidual ou na producédo de
compostos téxicos ou danosos aos tecidos (SIES, 1986). Pode-se dizer que um
organismo encontra-se sob EO quando ocorre um desequilibrio entre os
sistemas pro-oxidantes conhecidas como espécies reativas de oxigénio (EROS)
e antioxidantes, de maneira que o0s primeiros sejam predominantes
(SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004). O sistema de defesa antioxidante é divido em
enzimatico e nao enzimatico (UCHIYAMA, 2006), sendo que enzimas
antioxidantes como a superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPX)
e catalase (CAT), desenvolvem um papel fundamental contra o estresse
oxidativo na musculatura (JI; FU, 1992; JI et al., 1992; OHISHI et al., 1998;
POWERS et al., 1994; POWERS et al. 1999).

Um dos efeitos do ER é o estresse oxidativo, causado pela diminuicdo do
fluxo sanguineo, decorrente de contragcdes musculares repetitivas, e um rapido
influxo sanguineo imediatamente apds a série de exercicio, resultando em um
estado de isquemia e reperfusdo da musculatura acionada (NIELSEN;
PEDERSEN, 2008). Sugere-se que 0 estresse oxidativo na musculatura
esquelética causada pela pratica de exercicio fisico (TR), resulte em uma
producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio, como o superéxido (02"),
peroxido de hidrogénio (H,0,) e o radical hidroxil (OH") (WITKO-SARSAT, 2000;
OHISHI et al., 1998; POWERS et al., 1994; Jl et al., 1992).

Lin et al. (2003) verificaram que 0 aumento na ocorréncia de apoptose em
timocitos esta associada a elevacdo na producdo de EROs em ratos submetidos
a duas sessdes de TR intenso. Entretanto, a relacdo entre exercicios resistidos
(ER) e processos oxidativos ndo esta claro, sendo que o estado de isquemia e
reperfusdo provocado pelo estresse mecéanico, através do ER, leva ao
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surgimento de EROs, que possivelmente induz dano as fibras musculares
(UCHIYAMA, 2006).

A isquemia e a reperfusdo promovida pelo estresse mecanico atraves de
repeticdes concéntricas e excéntricas do ER inicia um processo denominado
estresse por cisalhamento nas células endoteliais, sendo um potente estimulo
para a producao de oOxido nitrico. Existem muitos fatores que podem afetar a
excitacao e a contracdo e acoplamento da musculatura exercitada e sua fadiga,
como o declinio na concentracéo intracelular de K*, e aumento na concentrac¢&o
intracelular de Na®, acimulo de H* e P;, e reduc&o do potencial de fosforilacdo de
ATP (HUANG et al., 2008), onde espécies reativas de nitrogénio e de oxigénio
sdo aumentadas durante a fadiga muscular (FAGANELLO, 2003). O 6xido nitrico
(NO), ou monoxido de nitrogénio, € um gas soluvel, produzido por células
endoteliais, macréfagos, neutrdéfilos, eosinéfilos e por neurénios especificos do
cérebro. O NO é um radical livre, gasoso, inorganico, incolor que possui sete
elétrons do atomo de nitrogénio e oito do oxigénio (BECKMAN; KOPPENOL,
1996). O NO constitui uma das menores e mais simples moléculas
biossintetisadas e est4 presente em quase todos os sistemas do organismo
(SCHACHNIK, 2008; MORRIS; BILLIAR, 1994). Durante a década de 1980, o
NO foi considerado apenas um poluente ambiental indesejavel e carcindbgeno
potencial encontrado na neblina, na fumaca dos cigarros e na descarga dos
automoveis (JAMES, 1995).

O NO deriva-se da L- arginina, um aminoacido ndo essencial, o qual é
citado em diversos estudos por promover um possivel efeito protetor contra
situagOes de estresse oxidativo e inflamagdo em alguns o6rgdos (pulmonar,
cardiaco) e de melhoras no estado fisiologico pds-estresse fisico. A producdo do
NO ocorre através da acdo da enzima Oxido nitrico sintetase induzida (NOSI)
sobre a molécula de arginina, resultando na producéo de citrulina e NO, atuando
sobre as células alvo através da indugdo do monofosfato de guanosina, o qual,
por sua vez, desencadeia diversos processos intracelulares, produzindo, por
exemplo, o relaxamento das células do musculo liso vascular, apresentando um
potente efeito vasodilatador, atuando na funcdo vascular (COSTA, 2005). O NO
também reduz a agregacdo e a aderéncia plaquetaria, inibe diversas
caracteristicas da inflamacé&o induzida por mastécitos e serve como regulador de

recrutamento de leucdcitos. Furchgott e Zawadzki (1980) verificaram que a acao
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de alguns vasodilatadores, como a acetilcolina, dependia da integridade do
endotélio e envolvia a liberacdo de um fator essencial para o relaxamento
vascular, que foi chamado de EDRF (Endothelial-Derivated Relaxing Factor).

Rapoport e Murad (1983) propuseram que 0 mecanismo pelo qual o
EDRF causava o relaxamento vascular era mediado pela guanosina monofosfato
ciclica (GMPc). Aproximadamente sete anos apo0s a descoberta do EDRF,
estudos detalhados da sua acgdo bioldgica nos vasos (IGNARRO, 1987;
MONCADA et al., 1988; PALMER et al., 1987) e nas plaquetas (RADOMSKI et
al., 1987) demonstraram que esse composto era idéntico ao NO (SCHACHNIK,
2008).

Huang et al (2008) realizou um estudo com ratos, onde 0S mesmos
receberam suplementacdo de L-arginina e foram submetidos a exercicio aerébio
de alta intensidade. Os resultados demonstraram que a suplementa¢cdo com L-
arginina diminui o estresse oxidativo promovido pelo exercicio e aumentou a
capacidade de reparo em relacdo ao sistema pulmonar e cardiaco. Indicadores
de dano muscular e hepatico (alanina aminotransferase (ALT) e aspartato
aminotransferase (AST)), encontraram-se diminuidos nos animais submetidos a
suplementacdo com L-arginina, sendo essas enzimas citosolicas presentes no
plasma sanguineo, como indicadoras caracteristicas da resposta extenuante da
musculatura apos os exercicios fisicos.

A ALT e a AST sao enzimas associadas ao tecido hepatico liberadas em
grandes quantidades na corrente sanguinea quando ocorre o dano tecidual
hepatico. Essas enzimas sao utilizadas como preditores de citotoxicidade, de
resisténcia a insulina (Diabete Mellitus tipo 2) e doencas cardiovasculares
utilizadas como marcadores precisos e sensitivos para identificagdo de dano
hepatico (RUTTER et al., 2004; WANNAMETHEE et al., 2005). A enzima ALT
estd intimamente relacionada ao tecido hepatico, ja a AST, esta relacionada
tanto ao tecido hepatico como ao tecido muscular esquelético, onde as mesmas
estdo relacionadas ao metabolismo de proteinas. Estudos prévios tém
demonstrado que exercicios exaustivos aumentam a atividade das enzimas ALT
e AST, resultando em dano hepatico (BOWERS et al., 1978; LEVINGER et al.,
2009). Huang et al. (2008), ap6s submeter animais a treinamento aerobio de alta

intensidade cronicamente, observou que a suplementagdo com L-arginina foi
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capaz de diminuir a atividade das enzimas ALT e AST, porém, a literatura nao
reporta estudos avaliando o efeito da suplementacdo com L-arginina durante a
fase aguda da inflamacgéo induzida por treinamento resistido.

Nos ultimos anos, tem havido um grande interesse no papel da ativacdo
ou patologias ou processos inflamatoérios, incluindo exercicios extenuantes que
induzem dano em diferentes tecidos (GOMEZ-CABRERA et al., 2005;
MOROZOQV et al., 2006). A Mieloperoxidase (MPO) é liberada pela ativagdo de
neutréfilos e essa atividade € utilizada como um marcador para infiltracdo de
neutréfilos nos tecidos. Estudos indicaram que tanto a xantina oxidase (XO)
(uma metaloflavoporteina, que se encontra significativamente aumentada na
circulacdo e nos tecidos durante exercicios exaustivos) como a MPO sdo as
duas principais fontes extracelulares de EROs liberadas durante exercicios
extenuantes e sdo responsaveis pelo estresse oxidativo induzido por exercicios
exaustivos em varios tecidos incluindo o cardiaco, musculoesquelético, figado,
pulméo e rins. (GOMEZ-CABRERA et al., 2005; MOROZOQV et al., 2006)

O musculo esquelético possui uma alta capacidade de recuperacéo e que
se inicia imediatamente apds a lesdo, contudo a regeneracdo muscular humana
é limitada e, se a lesado for extensa, a regeneragdo podera nao ocorrer, fazendo
com gque o musculo seja substituido por tecido conectivo. Existem dois
mecanismos pelos quais uma nova fibra muscular pode ser formada: (1)
dividindo-se em duas por cisdo longitudinal ou (2) pela ativagcdo de células
satélites, sendo as ultimas, células mononucleadas, fusiformes e estao presentes
entre a lamina basal e a membrana plasmatica da fibra muscular (MOROZOV et
al., 2006).

Os efeitos do ER sobre as fibras musculares e demais tecidos citados
anteriormente, demonstram ser de grande complexidade e ndo totalmente claros
sobre seus processos fisiolégicos. Diversos estudos demonstram-se
contraditorios, principalmente sobre o possivel efeito do NO (protetor ou nédo
protetor) sobre o organismo. Tidball (2005) em seu estudo relata que o NO
derivado da musculatura parece ser um importante regulador do dano e da
inflamacdo muscular pela invasdo de células inflamatodrias, servindo como
protetor ao dano muscular por inflamacdo através da inibicdo da expresséo e
adesdo molecular que sdo necessarias para a interagdo leucocitaria com o

endotélio vascular.
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2 — Proposicéao

Dessa maneira, 0 objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da
suplementacdo com L-arginina sobre os mecanismos envolvidos na liberacdo
dos mediadores inflamatérios e dos fatores regenerativos do tecido muscular
esquelético, desencadeados pela pratica de exercicio resistido. Para responder a

essas questdes, foram avaliados:

e Ainfiltragéo de neutroéfilos no tecido muscular esquelético;

e A producédo dos mediadores inflamatorios TNF-a e CINC-2;

e A producéo das enzimas Creatina quinase (CK) e Proteina C reativa (CRP);
e A producéo de TGF-;

e A expressdo de TGF-B, Colageno tipo 1 e do fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF);

e A producgéo de Alanina Aminotransferase (ALT) e Aspartato Aminotranferase
(AST).
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3 Materiais e Métodos

3.1 Animais

Todos os métodos utilizados foram aprovados pelo Comité de Etica em
Pesquisa Animal da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” —
Aracatuba — SP (CEAA-FOA/UNESP) (2009-002045). Foram utilizados 110 ratos
machos Wistar (180 a 200g / 40 dias), os quais foram mantidos no biotério do
Departamento de Ciéncias Basicas durante os ensaios experimentais, sendo
alojados em salas com temperatura controlada (22°C/24°C), com acesso a agua

e racéo ad libitum e sistema de claro/escuro de 12 horas.

3.2 Protocolo de suplementag&o com L-arginina

O grupo de animais recebeu suplementacao de L-arginina (Sigma Aldrich
A5006-500q), percursor do 6xido nitrico, via gavagem (1g/kg, pH=7,4) dissolvido
em tampao TRIS (pH=8,8) (TRABELIS;LAVOIE, 1996), uma hora antes do inicio
do treinamento proposto. O grupo treinado (sem suplementacdo), recebeu
solucdo de TRIS (1mL/animal), apenas nos dias de treinamento, com o0 objetivo

de submeter os animais a mesma situacao de estresse.

3.3 Protocolo para o pré-tratamento com aminoguanidina

Os animais foram pré-tratados com aminoguanidina (Sigma Aldrich
A7009-100 g), inibidor seletivo da enzima NOSi, via gavagem (50 mg/kg)
dissolvida em NaCl 0,9% (pH=7,4) (ABDEL-ZAHER et al., 2007), 1 mL/animal, 30
minutos antes do treinamento proposto. O grupo treinado (sem pré-tratamento)
recebeu NaCl 0,9% (1mL/animal), apenas nos dias de treinamento, com o

objetivo de submeter os animais a mesma situagcao de estresse.

3.4 Programa de exercicio resistido de alta intensidade

Os animais (sedentarios) realizaram o exercicio proposto por meio de uma
escada com as seguintes dimensodes: (1.1 3 x 0.18 m, 2 cm (espago entre
degraus)), 80° de inclinagdo. No topo um local (casa), com medida de 20 x 20 x

20 cm, onde os animais paravam para 0 descanso durante as subidas
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(HORNBERGER; FARRAR, 2004). Nos trés primeiros dias, 0s animais
realizaram consecutivamente 8, 10 e 12 séries de exercicios, com 30 segundos
cronometrados de descanso entre as séries, sem acréscimo de carga. No quarto
dia, foi acoplada a cauda de cada animal, um aparato com carga (esferas de
ferro) relativa a 80% do peso corporal de cada animal, onde o0 mesmo realizou
repeticdes com o mesmo tempo de intervalo dos trés primeiros dias até a falha
concéntrica (fadiga muscular). Os animais foram divididos em grupos: Grupo
Controle (C), Grupo pés-exercicio (0), Grupo 8 horas pos-exercicio (8), Grupo 24
horas pos-exercicio (24) e Grupo 48 horas pdés-exercicio (48). Em relacdo a
suplementacdo de L-arginina e o pré-tratamento com aminoguanidina, 10
animais de cada grupo receberam a suplementacdo ou pré-tratamento (L-
arginina ou aminoguanidina) e outros 10 animais recebendo apenas o veiculo

transportador (NaCl 0,9%), e todos foram submetidos ao treinamento proposto.

TREINADO TREINADO

Animais por grupo + +
TREINADO

(n=10) L-ARGININA AMINOGUANIDINA

(1 g/kg) (50 mg/kg)

Controle - - -
(sedentério)

Pds-exercicio (0)

8 horas pos-
exercicio (8)

24 horas pos-
exercicio (24)

+ + +
+ + +

+

48 horas pos-

exercicio (48) + + +

Tabela 1 — Tabela referente a divisdo dos grupos, suplementagcdo com L-arginina e o pré-

tratamento com aminoguanidina.
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Figura 1 — Visao frontal da escada utilizada para a pratica do exercicio resistido.
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Figura 2 — Visao lateral da escada utilizada para a pratica do exercicio resistido.
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Figura 3 — Foto do animal realizando o exercicio resistido com sobrecarga (80% massa corporal)

acoplada a calda.
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Figura 4 — Foto do local onde os animais realizavam o descanso entre as séries de exercicio

resistido.

3.5 Coleta do sangue periférico e do tecido muscular esquelético

Apés o quarto dia do exercicio proposto, os animais foram anestesiados
com cloridato de Ketamina (80 mg/mL) e cloridato de xilazina (10 mg/mL)
administrados subcutaneamente. O sangue periférico foi obtido por puncéo da
aorta abdominal e em seguida, armazenado em um tubo de 10 mL heparinizado,
logo apos (0) hora; e também 8, 24 e 48 horas apdés a Ultima sessdo do
treinamento proposto. As amostras de sangue foram centrifugadas a 3000 rpm
durante 15 minutos a 4°C. O plasma foi coletado e armazenado a -80°C para
analises posteriores. O tecido muscular esquelético (extensor digitorum longus
(EDL)) foi removido e dividido ao meio, logo apos (0) e 8, 24 e 48 horas apoés a
Ultima sessd@o do treinamento proposto. Uma parte foi armazenada em tubos
contendo 1 mL de TRIzol Reagent (Invitrogen, CA,USA), e a outra parte do
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tecido foi colocadas em tubos tipo ependorf. Todos os tubos foram rapidamente

congelados em nitrogénio e armazenados a -80°C para posteriores analises.

3.6 Determinacdo da infiltracdo de neutréfilos no tecido

muscular esquelético

O recrutamento de neutrofilos para o tecido muscular esquelético foi
avaliado a partir da dosagem da enzima mieloperoxidase do tecido muscular
EDL. Este tecido foi pesado e em seguida armazenado no tampao 1 (NaCl 0,1M
(5,84 g/l) + Na,EDTA 0,015M (5,58 g/l) em NaPO, 0,02M (pH 4,7)) num total de
2mL/ 1g de amostra. Em seguida as amostras foram homogeneizadas trés vezes
com auxilio de um Polytron, e em seguida centrifugadas durante 15 minutos a
13.000 rpm a 4°C, e apoés a centrifugacdo o sobrenadante foi descartado. Em
seguida, foi adicionado o mesmo volume inicial do tampdo 1 ao pellet, e a
solucéo foi agitada. Em seguida foi adicionado 800 uyL of NaCl 0,2% durante 30
segundos, e posterior a esse periodo, adicionou-se 800 uL NaCl 1,6% + Glucose
5% as amostras. As amostras foram centrifugadas durante 15 min a 13.000 rpm
a 4°C e novamente o sobrenadante foi descartado. O mesmo volume adicionado
de tampéo 1, foi adicionado de tampéo 2 (H-TAB 0,5% em NaPO,4 0.05M com pH
de 5,4), e em seguida as amostras foram homogenizadas com o auxilio de vortex
e congeladas em nitrogénio liquido e descongeladas duas vezes. Novamente, as
amostras foram centrifugadas durante 15 minutos 10.000 rpm a 4°C. Apo0s esta
etapa o sobrenadante foi coletado e armazenado para a avaliagdo da enzima
mieloperoxidase. Em uma placa de 96 pocos, 5 ul das amostras foram incubados
com 45 ul de NaPO,4 (com volume final de 50 pl), 25 ul de TMB por 5 minutos a
37°C e 100 pl de H,0, por 5 minutos a 37°C. Ap6s este periodo, 50 pl de H,SO,
foram adicionados em cada poco para parar a reacao. A leitura foi realizada em
absorbancia (OD 450 nm) utilizando um espectrofotométro. Os resultados foram
expressos neutrofilos totais por amostra por grama de tecido, sendo a curva

padrdo realizada com 30.000 neutrofilos no primeiro ponto.
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3.7 Analise da expressdo de RNAmM do tecido muscular
esquelético: isolamento do RNA, transcriptase reversa e Reacao

em cadeia da polimerase

O RNA total foi obtido do tecido muscular esquelético EDL, com o uso do
reagente Trizol (Invitrogen, Califérnia, USA) de acordo com as instru¢des do
fabricante. O tecido congelado em Trizol foi macerado com o auxilio de um
Polytron. Em seguida foi adicionado 200 pL de cloroférmio em cada tubo de
amostra, e em seguida centrifugadas a 13.000 rpm durante 15 minutos a 4°C.
ApoOs a centrifugacdo, a solucdo aquosa foi transferida para novos tubos e 500
WL de &lcool isopropilico foi adicionado a cada tubo da amostra e armazenado a -
20°C até o dia seguinte. No dia seguinte, as amostras foram retiradas do freezer
e centrifugadas a 13.000 rpm durante 15 minutos a 4°C. Em seguida o
sobrenadante foi removido e 500 pyL de etanol 75% foi adicionado a cada
amostra. As amostras foram centrifugadas novamente a 13.000 rpm durante 10
minutos a 4°C. Em seguida todo o sobrenadante foi descartado e os tubos foram
vertidos para baixo até o pellet estar completamente seco. ApOs esta etapa, o
pellet foi ressuspendido em 20 uL de agua de DEPC a 0,1% por amostra, e em
seguida armazenados a -80°C. A concentracdo do RNA foi determinada em
espectrofotometro com a leitura sendo realizada utilizando absorbancia de
260/280 nm (OD260 equivalente a cada unidade). A concentracdo do RNA total
do tecido muscular esquelético foi calculada com base do RNA total e através do
peso da amostra analisada. As amostras de RNA foram armazenadas a -80°C e
usadas subsequentemente em procedimentos de transcriptase reversa. Para a
realizagdo da transcriptase reversa, 1 uyg de RNA total foi utilizado em uma
reacao contendo 1 uL de oligo-DT (0,5 pg/uL, Invitrogen), 4 uL de dNTP (2,5 pM,
Invitrogen), 2 pyL of DTT (0,1m/500 ul, Invitrogen), 4 uL de 5x first-standard buffer
(250 mM, Invitrogen) e 1 pL de reverse transcriptase (Super Script 11, 200 U/uL,
Invitrogen). A reacao de transcriptase reversa foi realizada de acordo com o perfil
de amplificacdo seguinte: pré-desnaturacdo a 70°C durante 10 minutos,
amplificacdo (desnaturacdo a 4 °C durante 5 minutos; anelamento a 42 °C
durante 60 minutos; e extensdo a 90°C durante 5 minutos). Apds a
termociclagem as amostras foram armazenadas a 4°C para posteriores analises.

Para a realizacdo da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), 1 yL de cDNA foi
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usado em uma reacao contendo 4 uL de agua de DEPC, 2 uL de dNTP (2,5 uM,
Invitrogen), 2,5 yL de 10x PCR Rxn Buffer (-MgCl,, Invitrogen), 1,5 yL de MgCl,
(50 nM, Invitrogen), 1 pL de primer 10 nM, 12,8 pyL de agua ultrapura (Invitrogen)
e 0,1 pL de Taq DNA polymerase (5 U/uL, Invitrogen). O conjunto de primers
(ratos) utilizados foram: B-actina (sense: 5 — GAA GCT GTG CTA TGT TGC
CCT AGA - 3, antisense: 5 — GTA CTC CTG CTT GCT GAT CCA CAT - 3,
445 bp), TGF-B1 (sense: 5 — GGT TAT GAC TTC AGC TTC CTG CCT - 3,
antisense: 5’ - ATG TAG GCT ACG CTG TTC TTG — 3’ CAG, 387 bp), Colageno
tipo 1 (sense: 5 — GGT TAT GAC TTC AGC TTC CTG CCT - 3, antisense: 5" —
ATG TAG GCT ACG CTG TTC TTG CAG, 548 bp), e VEGF (sense: 5 — ACC
CTG GCT TTA CTG CTG TAC CTC — 3, antisense: 5' — TCA CCG CCT TGG
CTT GTC ACA, 614 bp). Para a realizacdo da reacdo da cadeia de polimerase,
foi utilizado 1 yL de cDNA, de acordo com o seguinte perfil de amplificacao: pré-
desnaturacao a 94 °C durante 40 segundos, amplificacdo (desnaturacéo a 94 °C
durante 40 segundos; anelamento a 60 °C durante 40 segundos; extenséo a 72
°C durante 1 minuto) durante 30 ciclos, com extensao final a 72 °C durante 10
minutos para todos os primers utilizados. Para deteccdo dos produtos
amplificados, uma aliquota de 13 pyL de cada amostra foi analisada por
eletroforese em gel de agarose (196 mL de agua ultrapura (livre de DNAse e
RNAse), 3,6 gramas de agarose e 4 mL de tampéo TAE 50 X), corado com
brometo de etidio (10 mg/mL, Invitrogen). A eletroforese foi realizada a 90 volts,
por 150 minutos, em uma cuba de eletroforese horizontal, e o cDNA foi
visualizado luz ultravioleta em um transiluminador (GE Healthcare - ImageQuant
100). O peso molecular dos produtos da RT-PCR foi determinado pela
comparacao com marcador de peso molecular conhecido (DNA ladder, 100-1500
bp, Invitrogen). A fotodocumentacdo dos géis de agarose foi realizada com a
utilizacdo de uma maquina fotografica acoplada ao transiluminador (Olympus
SP-500 UZz).

Os resultados foram expressos em relacdo a expressao de B-actina. As
determinacdes da relacdo entre TGF-B/B-actina, Colageno tipo 1/B-actina e
VEGF/B-actina foram realizadas pelas médias das analises densitométricas

obtidas através do programa Scion Image.
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3.8 Determinacao da producéo de TNF-a, CINC-2 e TGF-B do
tecido muscular esquelético

O tecido muscular esquelético (EDL) foi coletado, lavado com soro
fisiolégico (NaCl 0,9%, pH= 7,4) e rapidamente congelado em nitrogénio liquido,
e em seguida armazenado a -80°C, para posterior avaliagdo da producao do
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), citocina-induzida quimiotatica para
neutrofilos (CINC-2) e o fator transformador de crescimento beta (TGF-B). No dia
anterior ao experimento as amostras foram homogenizadas com auxilio de um
Polytron em solucdo de 1 mL de PBS juntamente com comprimido contendo
inibidores de proteases. As amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm durante
10 minutos a 4°C, em seguida o sobrenadante foi coletado e armazenado a -
80°C. Uma placa de 96 pocos para cada proteina analisada (TNF-a (4 ug),
CINC-2 (4 ug) e TGF-B (kit R&D Systems — TGF-B1 control) foi revestida com
anticorpo monoclonal (anticorpo de captura) (50 pL por poc¢o), em seguida
armazenada a 4°C (geladeira) durante 18 horas. No dia seguinte, a placa foi
lavada com solucdo de lavagem. Em seguida foram adicionados 100 pL de
PBS+BSA 1% em cada poco, e as placas foram mantidas em incubacédo por 2
horas em temperatura ambiente. Apds, as placas foram lavadas novamente e
adicionado 50 pL proteina recombinante diluida em PBS+BSA 1% no primeiro
poco nas seguintes concentragdes: (TNF-a (4000 pg), CINC-2 (4000 pg) e TGF-
B (2000 pg/mL, kit R&D Systems — TGF-B1 standard), do segundo poco até o
décimo primeiro as concentracdes foram diluidas a metade e mantidas
incubando por 2 horas a temperatura ambiente. Apds 2 horas, as placas foram
lavadas e adicionado 50 uyL de anticorpo biotinilado diluido em PBS+BSA 1%
(TNF-a (0,3 pg), CINC-2 (0,2 pg) e TGF-B (kit R&D Systems — TGF-
conjugated)) e as placas mantidas em incubacado durante 1 hora. Apés, as placas
foram lavadas e adicionado 50 pL do reagente TMB (Sigma, CA, USA) em cada
poco e incubadas durante 30 minutos em ambiente livre de luz a temperatura
ambiente. Ap6s os 30 minutos, 100 uL de H,SO, foi adicionado a cada poco para
a paralisacdo da reacao enzimatica. A quantificacdo dos resultados foi feita pela
leitura da densidade Optica das amostras usando um espectrofotbmetro com
absorbancia de 450 nm. A concentracdo do TNF-a, CINC-2 e TGF-$ foi
calculada a partir de uma curva padrao em pg/mL.
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3.9 Determinagcdo da atividade enziméatica de Aspartato

Aminotransferase (ALT) e da Alanina Aminotransferase (AST)

A determinacéo da atividade total das enzimas ALT e AST foi determinada
utilizando kits comerciais (ALT/TGP (Liquiform, Labtest); AST/GOT (Liquiform,
Labtest), por espectrofotometria (Biosystem — BTS330 photometer). As analises
enzimaticas de ALT e AST foram obtidas do plasma do sangue periférico, da
seguinte maneira: o conteudo do reagente 2 foi transferido para o frasco do
reagente 1 e homogeneizado suavemente. Em um tubo rotulado calibrador, foi
pipetado 1,0 mL de reagente de trabalho (mistura entre o reagente 2 com o
reagente 1). Em seguida, o espectrofotometro foi zerado com agua deionizada,
foram realizadas 2 leituras do calibrador e a absorbancia ajustada para 340 nm.
Apos esta etapa, 0,1 mL de cada amostra foi adicionada ao reagente de
trabalho, homogenizadas e incubadas em banho-maria a 37°C+0,2°C durante 5
minutos. Em seguida, foi adicionado 0,2 mL do reagente 2, homogeneizado e
transferido imediatamente para a cubeta. Apds 1 minuto, a leitura inicial (A;) foi
realizada, e ap0s 2 minutos a absorbancia foi registrada (A,). Para o calculo da

concentracdo enzimatica, utilizou-se a seguinte equacao:

AA/minuto teste = (A1-Ay)/2
AA/minuto calibrador = (A1-A)/2

Fator = Atividade do calibrador

AA/minuto calibrador

AST/ALT (U/L) = AA/minuto teste/Fator
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3.10 Determinacéo da atividade enzimética de Creatina Quinase
(CK)

A determinacado da atividade total da enzima CK foi realizada utilizando-se de
kit comercial CK-NAC (Liquiform, Labtest) por espectrofotometria (Biosystem —
BTS330 photometer). A atividade enzimatica de CK foi obtida do plasma do
sangue periférico, da seguinte maneira: o reagente de trabalho foi obtido através
da transferéncia do conteudo do frasco do reagente 2 para o frasco do reagente
1, sendo homogeneizado suavemente em seguida. O calibrador foi obtido
através da adicao de agua tipo Il (indicada no rotulo) ao frasco do calibrador, o
qual permaneceu em descanso durante 10 minutos, e logo apds foi
homogeneizado suavemente por inversdo. Em seguida, em tubos contendo 1,0
mL do reagente de trabalho, foi adicionado 20 yuL de amostra em cada tubo, e
em seguida incubadas em banho-maria a 37°C por 2 minutos. O
espectrofotdbmetro foi zerado com agua deionizada, calibrado com o auxilio do
calibrador, o qual foi submetido a duas leituras. Em seguida as leituras das
amostras foram realizadas através do registro da absorbancia inicial (A;), e apos
2 minutos, o registro da absorbancia final (A;). Para o calculo da atividade

enzimatica de CK, foi utilizada a seguinte equacao:
CCal: concentracao do calibrador
AA/minuto teste = (A, — A1)/2

AA/minuto calibrador = (A, — A1)/2

Atividade da CK (U/L) = AA/minuto teste x CCal

AA/minuto calibrador
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3.11 Determinacao da producédo de Proteina C Reativa (PCR)

A producéo de PCR foi avaliada por meio do plasma do sangue periférico
utilizando-se kit comercial (ACTIVE® Proteina C-Reativa-ELISA DSL-10-42100),
por espectrofotometria. Primeiramente, em uma placa de 96 pocos foram
pipetados 10 yL dos padrbes, controles e amostras respectivamente em cada
poco. Em seguida, foi adicionados 200 pyL de tampao de ensaio, e logo apods, a
placa foi colocada em um agitador de placas durante 30 minutos. Apds este
periodo, a placa foi lavada por 5 vezes com o auxilio de uma lavadora de placas.
Apés a lavagem, 100 pL de solucdo conjugada diluida com enzima-anticorpo
Anti-CRP foi adicionada em cada poco. A placa foi novamente submetida a
agitacdo durante 15 minutos. Em seguida, a placa foi lavada 5 vezes e apés a
lavagem foi adicionado a cada poco 100 pyL de cromégeno de TMB (ambiente
escuro) e a placa agitada durante 10 minutos (agitador de placas). Em seguida
foi adicionado a cada poco 100 uL de solucdo de interrupg¢édo. Logo em seguida,
a quantificacéo dos resultados foi feita por meio da comparacéo das densidades
Opticas das amostras e suas respectivas diluicdes, usando um leitor de placas
com absorbéncia de 450 nm. A concentragdo de CRP foi calculada a partir de

uma curva padréo expressa em ng/mL

3.12 Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o0 programa
estatistico GraphPad Prism (versdo 5.0). Os dados foram expressos em
médiatEPM, e as comparac¢fes intergrupos realizados atraves do teste one-way
ANOVA, com corregdo de Bonferroni. Valores de P menores que 0.05 foram

considerados estatisticamente significantes.
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3.13 Solucgdes
1 - Tampé&o de diluigc&o L-arginina:

1.1 - Tampao TRIS

- 6,1 gramas de TRIS

- 500 ml de H,0O destilada

- pH=8.0

2 - Tampéao de diluicdo Aminoguanidina:

2.1 - NaCl 0,9%:

- 0,9 gramas de cloreto de sédio
- 100 ml de &4gua de milliq
-pH=7.4

3 - Mieloperoxidase

3.1 - Solucédo 1: NaH,PO,4(12,48 g/L)

3.2 - Solugédo 2: Na;HPO,4 (11,35 g/L)

3.3 - Solucédo A: NaP0O,0,08 M

3.4 - Solucdo B (NaPO,4 0,05M): 125 mL da solucdo A + 75 mL de agua de milliQ
3.5 - Solucédo C (NaPO,4 0,02M): 80 mL NaPO,40,05M + 120 mL agua de milliQ

3.6 - Tampao 1:

NaCl 0,1M (5,84 g/L) + NaEDTA 0,015M (5,58g/L) de NaPO,4 0,02M (Solucéo C)
(pH=4,7)
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3.7 - Tampao 2:
1g H-TAB (0,5%)/200 mL NaPO40,05M (pH=5,4)

3.8 - Solucéo 3: NaCl 0,2%
- 0,02g NaCl + gsp 10 mL agua de milliQ

3.9 - Solucéo 4:
- 0,16g NaCl + gsp 10 mL agua de milliQ

3.10 - Solucéo 5:
- 0,59 Glicose + gsp 10 mL agua de milliQ

4 - Ensaio imunoenzimatico (ELISA)

4.1 - PBS tamponado, pH 7,4 (Solucao [10x])

- Preparar 1000 ml (1litro) com agua MilliQ.
- (Armazenar a 4°C por tempo indeterminado)

Quantidade suficiente para 1 litro :

NaCL 0,14M 8,18 g/L 80g
KCI 2, 7mM 0,20 g/L 29
1,5
KH>PO,4 (0,20 g/L) 29
mM
1,15 g/L de
Na,HPO, anidro;
8,1 1,44 g/L de
Na,HPO, 11,59
mM Na,HPO, . 2H,0 ;
2,90 g/L de
NaZHPO4 . 12H20
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4.2 - PBS coating (PBS tamponado [1x]) pH 7.4

- Preparar 500ml com agua de Milliq.
- Adicionar 450ml de Agua de Milliq em 50ml de solugdo PBS tamponado [10x]

- (Armazenar a 4°C por até 2 semanas)

4.3 - PBS + Tween 20 0,1% (Wash buffer) pH 7,2

- Preparar 1 litro com agua de Millig (volume da solucdo dependente do niumero
de placas, para a lavagem de uma placa em todos os procedimentos do Elisa é

utilizado um litro da solucéo Wash buffer);

- Adicionar 900 ml de Agua de Millig em 100 ml de solu¢cdo PBS tamponado
[10x];

- Em seguida adicionar 1000ul Tween 20 para 1 litro de solucdo e homogeneizar
até obter a diluicdo total (Obs.: pode-se preparar a solucdo sem a adicdo do
Tween um dia antes do experimento, mas o Tween deve ser adicionado apenas
no momento da utilizagcdo do wash buffer);

- Ideal n&o armazenar por um periodo superior a 2 dias.

4.4 — PBS coating + BSA 1% [SIGMA — 5503]

O volume desta solucéo sera de acordo com o niumero de pocos a serem
utilizados durante o experimento.
Ex: para um volume final de 40 ml de PBS coating adiciona-se 0,4g de BSA

[Sigma].

4.5 — Streptoavidina

Diluicao de 1:2000 em PBS+BSA 1%.
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4.6 -TMB

TMB Single Solution - Ready to use - 500 mL (Invitrogen, CA, USA)

4.7- Acido Sulfdrico
30 mL H,SO, diluido em 1 litro de agua destilada
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4 Resultados

4.1 Migracédo de neutréfilos para o tecido muscular esquelético de animais
submetidos a uma simples sessdo de exercicio resistido de alta
intensidade

A primeira andlise a ser realizada em nosso estudo foi avaliar a migragéo de
neutréfilos para o tecido muscular esquelético. Para tanto determinamos a
concentracdo da enzima mieloperoxidase na musculatura esquelética (EDL) dos
animais submetidos ao programa orientado de treinamento resistido. Os grupos
foram divididos em periodos: 0, 8, 24 e 48 horas pds-exercicio. Nossos dados
demonstraram que o pico da inflamacgédo ocorreu no periodo de 24 horas pos-
exercicio no grupo TR, em comparacao aos grupos 0, 8 e 48 horas pés-exercicio
(Figura 1A). Em relagédo aos grupos que receberam a suplementacdo com L-
arginina, o recrutamento de neutréfilos ndo sofreu modificacdo estatisticamente
significante, exceto no periodo de 24 horas poés-exercicio (TR+L-arg), onde
observamos uma grande reducdo na migracdo de neutréfilos, quando
comparado ao grupo treinado e nado suplementado (TR) no mesmo periodo
(Figura 1A). Em relacdo ao pré-tratamento com aminoguanidina, observamos
uma reversdao do efeito promovido pela suplementacdo com L-arginina
observado no periodo de 24 horas pds-exercicio, promovendo dessa forma um
aumento no recrutamento de neutrdéfilos para o tecido muscular esquelético. No
tempo de 48 horas pods-exercicio ndo observamos migracdo de neutrofilos no
grupo treinado e nem no suplementado com L-arginina, no entanto, animais pré-
tratados com aminoguanidina apresentaram um aumento no recrutamento de

neutroéfilos (Figura 1B).
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Graficol — Recrutamento de neutréfilos para o tecido muscular esquelético (EDL) apds sesséo
de treinamento resistido de alta intensidade. Painel A: Os animais foram divididos em 5 grupos:
Grupo Controle (C); treinado (TR) e treinado e suplementado (TR+L-arg) com L-arginina (1 g/kg),
e avaliados 0, 8, 24 e 48 horas p6s-exercicio. *p<0,001 TR vs. C; **p<0,001 TR+L-arg vs. TR
(24h). Painel B: Os animais foram divididos em 4 grupos: Grupo Controle (C-sedentario);
treinado (TR); treinado e suplementado com L-arginina (TR+L-arg) e treinado e pré-tratado com
aminoguanidina (50 mg/kg) (TR+Amino), avaliados 24 e 48 horas pos-exercicio. *p<0,001 TR
(24 e 48h) vs. C, **p<0,001 TR+L-arg vs. TR (24h), **p<0,001 TR+amino (24 e 48h) vs. TR+L-
arg. Os resultados foram expressos por médiatEPM em 3 experimentos independentes, com
resultados similares obtidos em cada momento (ANOVA com corre¢do de Bonferroni através de

teste de Multipla Comparacao).
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4.2 Producao de TNF-a e CINC-2 no tecido muscular esquelético de animais
submetidos a uma simples sessdo de exercicio resistido de alta
intensidade

No sentido de investigarmos a produgdo de mediadores inflamatoérios que
induzem migracao de neutrofilos para o tecido muscular esquelético apés uma
sessdao de alta intensidade de TR, nos avaliamos a producéo de fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) e a citocina-induzida quimiotatica para neutrofilos (CINC-2).
Observamos que o pico de producdo de TNF-a ocorreu no mesmo periodo de
pico da infiltracdo de neutréfilos (Figura 1A), ou seja, 24 horas pés-exercicio no
grupo TR (treinado e ndo suplementado) em relagdo aos demais grupos. Apés a
suplementacdo com L-arginina, observamos uma significativa reducdo na
producdo de TNF-a 24 horas pés-exercicio quando comparado ao grupo TR. No
periodo de 48 horas pés-exercicio, novamente, a suplementacdo com L-arginina
foi capaz de diminuir a producdo de TNF-a em relacdo ao grupo TR.
Diferentemente da producdo de TNF-a, o pico da producédo de CINC-2 ocorreu
no periodo de 8 horas pds-exercicio no grupo TR, diminuindo aos niveis controle
24 e 48 pos-exercicio (Figura 2B). Observamos uma pequena tendéncia de
diminuicéo da producdo de CINC-2 nos periodos 0 e 48 horas pds-exercicio, nos
grupos que receberam a suplementacdo de L-arginina, porém, ndo significante
(Figura 2B).
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Grafico 2 — Producéo de TNF-a e CINC-2 no tecido muscular esquelético (EDL) apés sesséo de
treinamento resistido de alta intensidade. Painel A: Producdo de TNF-a pelo tecido muscular
esquelético 0, 8, 24 e 48 horas pos-exercicio, com ou sem suplementagdo de L-arginina (1 g/kg)
(TR+L-arg) e treinado (TR). *p<0,001 TR (24h) vs. TR (0,8 e 48h) e *p<0,05 (8 e 24h) vs. TR (0Oh)
vS. grupos TR (8,24 e 48 h); **p<0,001 (24 h) e **p<0,05 (48 h) TR+L-arg vs. grupos TR. Painel
B: Producao de CINC-2 pelo tecido muscular esquelético 0, 8, 24 e 48 horas pds-exercicio, com
ou sem suplementacgéo de L-arginina (1 g/kg) (TR+L-arg) e treinado (TR).*p<0,05 TR (8h) vs.TR
(0, 24 e 48 h), **p<0,01 TR+L-arg (8h) vs. TR (8 h). Os resultados foram expressos pela
médiatEPM, com 10 animais por grupo em 3 experimentos independentes, com resultados
similares obtidos em cada momento (ANOVA com correcdo de Bonferroni através de teste de

Muiltipla Comparacéo).
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4.3 Producdo e expressdao de TGF-B (RNAm) no tecido muscular
esquelético de animais submetidos a uma simples sessdo de exercicio
resistido de alta intensidade

Nosso proximo passo foi avaliar a influéncia do TR e da suplementagéo de L-
arginina sobre os fatores regenerativos do tecido muscular esquelético (EDL).
Para tanto, o primeiro fator participante da regeneracdo e reparo tecidual a ser
avaliado foi o Fator transformador de crescimento beta (TGF-). O pico de
producdo de TGF- ocorreu 48 horas pés-exercicio em relagdo aos grupos TR 0,
8 e 24 horas pés-exercicio (Figura 3A). Observamos que a suplementacdo com
L-arginina, promoveu aumento significativo na expressdo de TGF-f logo ap6s o
exercicio (0), 8 e 24 horas em relacédo aos grupos treinados (TR) nos respectivos
periodos (Figura 3A). Este aumento observado no periodo de 0 h pds-exercicio
foi decaindo de acordo com o tempo. Inversamente ao observado com o grupo
suplementado com L-arginina, o pré-tratamento com aminoguanidina foi capaz
de diminuir com grande significancia a expressdo de TGF-B no periodo de 24
horas pds-exercicio em relacdo aos grupos TR+L-arg (Figura 3B/C). Porém, no
periodo de 48 horas poOs-exercicio, 0 pré-tratamento com aminoguanidina ndo
promoveu diminuicdo da expressdo de TGF-B quando comparado ao grupo
suplementado com L-arginina (Figura 3B/C).
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Figura 3: Expressao e producdo de TGF-f no tecido muscular esquelético (EDL) apés TR de alta
intensidade. Painel A: Expressdo de TGF-B (RNAm) (EDL) nos momentos 0, 8, 24 e 48 horas
pés-exercicio, em grupos treinados suplementados ou ndao com L-arginina (1 g/kg) (TR+L-arg ou
TR). *p<0,05 TR (8h) vs. TR (0 e 24h) e *p<0,05 TR (48h) vs. TR (0,8 e 24h); **p<0,01 (Oh) e
**p<0,05 (8 e 24h) TR+L-arg vs. TR. Painel B: Expressao de TGF-f (RNAm) (EDL) 24 e 48
horas pés-exercicio, em grupos treinados (TR) suplementados ou nao com L-arginina (TR+L-
arg) ou aminoguanidina (50 mg/kg) (TR+Amino). A expressdo de TGF-B/B-actina foram
determinada pelas médias de analises densitométricas. *p<0,001 TR vs. C; **p<0,05 (24h) e
**p<0,01 (48h) TR+L-arg vs. TR; a p<0,0001 TR+amino vs. TR+L-arg (24h). Painel C: Producdo
de TGF-B (EDL) 24 e 48 horas p0s-exercicio por ELISA. *p<0,05 TR vs. C; **p<0,01 (24h) e
**p<0,001 (48h) TR+L-arg vs. TR; a p<0,01 TR+amino vs. TR+L-arg (24 h). Os resultados foram
expressos por médiatEPM, com 10 animais por grupo em 3 experimentos independentes, com
resultados similares obtidos em cada momento (ANOVA com correcao de Bonferroni através de

teste de Mdltipla Comparacao).

4.4 Expressao de Colageno tipo 1 (RNAm) no tecido muscular esquelético
de animais submetidos a uma simples sessao de exercicio resistido de alta

intensidade

Em continuidade com nossas analises sobre a expressdao de fatores
regenerativos do tecido muscular esquelético, nosso préximo passo foi a
avaliacdo da expressdo de Colageno tipo 1. Por meio dos dados obtidos, nés
observamos que o pico de expressdo de colageno (RNAm) ocorreu 48 horas
pos-exercicio no grupo treinado (TR) quando comparados aos grupos 0, 8 e 24
horas pés-exercicio.

A suplementacdo com L-arginina, promoveu de forma tempo-dependente,
aumento na expressao de colageno (RNAm) 8, 24 e 48 horas pdés-exercicio
(Figura 4A). J4, o pré-tratamento com aminoguanidina (50 mg/kg), inibiu o efeito
promovido pela suplementacdo de L-arginina diminuindo a expressdo de
colageno (RNAmM) 24 horas pds-exercicio. No entanto, 48 horas pés-exercicio, a
aminoguanidina nao foi capaz de inibir a expressao de coldgeno (RNAm) quando

comparada ao grupo suplementado com L-arginina (Figura 4B).
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Figura 4: Expresséo de coldgeno tipo 1 (RNAm) no tecido muscular esquelético (EDL) apés
sessdo de TR de alta intensidade. Painel A: Expressao de colageno tipo 1 (RNAm) (EDL) 0, 8,
24 e 48 horas poés-exercicio, em grupo treinado (TR) e suplementados ou ndo com L-arginina (1
g/kg) (TR+L-arg). *p<0,001 (48h), *p<0,01 (0 e 8h) e *p<0,05 (24h) TR vs. C; **p<0,001 (24 h) e
p<0,05 (8 e 48h) TR vs. TR+L-arg. Painel B: Expresséo de colageno tipo 1 (RNAm) (EDL) 24 e
48 horas pos-exercicio, em grupo treinado (TR) e suplementado ou ndo com L-arginina (TR+L-
arg) ou aminoguanidina (50 mg/kg) (TR+amino). A expressao de TGF-B/B-actina foi determinada
pelas médias de andlises densitométricas. *p<0,001 (24h) e *p<0,0001 (48h) TR vs. C; **p<0,01
(24h) e **p<0,05 (48h) TR vs. TR+L-arg; ***p<0,0001 TR+amino (24h) vs. TR+ L-arg. Os
resultados foram expressos por médiatEPM, com 10 animais por grupo em 3 experimentos
independentes, com resultados similares obtidos em cada momento (ANOVA com corregdo de

Bonferroni através de teste de Mdltipla Comparacao).

4.5 Expressao de VEGF (RNAm) no tecido muscular esquelético de animais
submetidos a uma simples sessdo de exercicio resistido de alta

intensidade

Em continuidade sobre as analises dos fatores regenerativas do tecido
muscular esquelético (EDL), nosso proximo passo foi avaliar a expressdo do
fator de crescimento vascular endotelial (VEGF). Em relacdo a expressdo de
VEGF, observamos uma expressao semelhante 24 e 48 horas pds-exercicio nos
grupos TR, com significancia em relacdo ao grupo controle (C) (Figura 5). A
suplementacdo com L-arginina foi capaz de aumentar a expressao de VEGF
(RNAmM) 24 e 48 horas pos-exercicio em relacdo ao grupo TR. No periodo de 24
horas, o pré-tratamento com a aminoguanidina potenciou a expressédo de VEGF
guando comparado ao grupo TR suplementado com L-arginina (Figura 5). Ja no
periodo de 48 horas pos-exercicio, observamos que o pré-tratamento com
aminoguanidina diminui significativamente a expressdao de VEGF (RNAm)
guando comparado ao grupo TR suplementado com L-arginina (Figura 5).
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Grafico 5 - Expressao de VEGF (RNAm) no tecido muscular esquelético (EDL) ap6s sessao de
TR de alta intensidade 24 e 48 horas pos-exercicio, em grupo treinado (TR), e suplementado ou
ndo com L-arginina (1 g/kg) ou aminoguanidina (50 mg/kg). Expressdo de VEGF/B-actina nos
grupos: Controle (C); () ndo suplementado e treinado (TR); L24 e L48 (treinados e
suplementados com L-arginina (TR+L-arg) 24 e 48 horas pos-exercicio); A24 e A48 (treinados e
suplementados com aminoguanidina 24 e 48 horas pds-exercicio). A expressao de VEGF/B-
actina foi determinada pelas médias de analises densitométricas. *p<0,001 TR vs. C; **p<0,01
TR (24 e 48h) vs. TR+L-arg (24 e 48h),***p<0,5 (24h) e p<0,001 (48h) TR+amino vs. TR+L-arg.
Os resultados foram expressos por médiatEPM, com 10 animais por grupo em 3 experimentos
independentes, com resultados similares obtidos em cada momento (ANOVA com correcao de

Bonferroni através de teste de Multipla Comparacao).
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4.6 Atividade das enzimas ALT e AST no plasma do sangue periférico de
animais submetidos a uma simples sessdo de exercicio resistido de alta
intensidade

Com o objetivo de avaliar o efeito da suplementacdo de L-arginina sobre o
tecido hepatico e dano muscular, verificamos a atividade enzimatica de ALT e
AST no plasma do sangue periférico dos animais submetidos ao treinamento
proposto. Observamos que os animais treinados liberam a enzima no plasma
guando comparados ao grupo sedentario (controle). A suplementacdo com L-
arginina induziu um aumento na liberagdo da enzima ALT 24 horas pés-exercicio
mantendo-se 48 horas apés. Porém, o pré-tratamento com aminoguanidina
promoveu uma diminuicao da liberacdo da enzima ALT 24 h pds-exercicio e um
aumento 48 horas pés-exercicio quando comparada ao grupo TR+L-arg (Figura
6A).

Em relacdo a atividade enzimética da AST, observamos que a producéo foi
maior 24 horas poés-exercicio diminuindo 48 h apds. A suplementacdo com L-
arginina ndo foi capaz de alterar essa producdo. O pré-tratamento com
aminoguanidina induziu um ligeiro aumento estatisticamente significante quando

comparada ao grupo TR+L-arg 24 h (Figura 6B).
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Grafico 6 — Atividade enzimatica de ALT e AST no plasma do sangue periférico apds TR de alta
intensidade, 24 e 48 horas pds-exercicio, em grupo treinado (TR), e suplementado ou ndo com L-
arginina (1 g/kg) ou pré-tratados com aminoguanidina (50 mg/kg). Painel A: Atividade enzimatica
da ALT 24 e 48 horas pés-exercicio, em grupo treinado (TR), e suplementado ou ndo com L-
arginina ou aminoguanidina. *p<0,05 (24h) e *p<0,01 TR vs. grupo C; **p<0,01 TR+L-arg (24h)
vs. TR ; ***p<0,05 (24h) e ***p<0,0001 (48h) TR+amino vs. TR+L-arg. Painel B: Atividade
enzimatica da AST no plasma 24 e 48 horas pos-exercicio, em grupo treinado (TR), e
suplementado ou ndo com L-arginina ou pré-tratados com aminoguanidina (50 mg/kg). *p<0,001
TR vs. C; **p<0,05 TR+amino vs. TR+L-arg (24h). Os resultados foram expressos por
médiatEPM, com 10 animais por grupo em 3 experimentos independentes, com resultados
similares obtidos em cada momento (ANOVA com correcdo de Bonferroni através de teste de
Multipla Comparagéo).
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4.7 Atividade enzimética de CK no plasma do sangue periférico de animais
submetidos a uma simples sessdo de exercicio resistido de alta
intensidade

Nossa proxima etapa foi avaliar a atividade enzimética de CK no plasma do
sangue periférico, para analisar de maneira indireta se houve dano muscular e
desgaste fisiologico dos animais submetidos a suplementacéo e ao treinamento
proposto.

Por meio dos dados obtidos em nosso estudo, observamos um aumento da
atividade de CK 24 horas poés-exercicio aumentando 48 horas apos. A
suplementacdo com L-arginina ndo foi capaz de alterar a atividade da enzima em
nenhum dos momentos avaliados. No entanto, 0 pré-tratamento com
aminoguanidina, potencializou a atividade de CK tanto 24 e 48 horas pos-

exercicio (Figura 7).
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Gréfico 7 — Atividade enzimatica de CK no plasma do sangue periférico apés sesséo de TR de
alta intensidade 24 e 48 horas pos-exercicio, em grupo treinado (TR) e suplementado ou néo
com L-arginina (1g/kg) ou pré-tratados com Aminoguanidina (50 mg/kg). * p<0,05 TR vs. C;
**n<0,001 (24h) e **p<0,0001 (48h) TR+amino vs. TR+L-arg. Os resultados foram expressos por
médiatEPM, com 10 animais por grupo em 3 experimentos independentes, com resultados
similares obtidos em cada momento (ANOVA com corre¢do de Bonferroni através de teste de
Multipla Comparagéo).
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4.8 Atividade da enzima CRP no plasma do sangue periférico de animais
submetidos a uma simples sessdo de exercicio resistido de alta
intensidade

Com o objetivo de avaliar a nivel sistémico, o efeito do treinamento proposto e
a suplementacdo de L-arginina sobre o processo inflamatério decorrente da
pratica do TR avaliamos a atividade da CRP, uma proteina produzida pelo tecido
hepatico durante a fase aguda de processos inflamatérios, servindo como um
marcador inflamatério.

Nossos dados demonstraram que o treinamento proposto induziu um
aumento da atividade de CRP 0, 8 e 24 horas pds-exercicio. Observamos que o
pico da atividade de CRP ocorreu 8 horas pds-exercicio, mesmo periodo de pico
de producdo observado em relacdo a producdo de CINC-2. A suplementacdo
com L-arginina, foi capaz de reverter a producdo de CRP 8 e 24 horas pos-
exercicio, mantendo-se 48 horas apds (Figura 8). Nos periodos 0 horas,
observamos uma potenciacdo da atividade da enzima reduzindo apos 8 e 24

horas apds o treinamento (Figura 8).
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Gréfico 8 — Atividade enzimatica de CRP por meio da andlise do plasma do sangue periférico
apos sessao de TR de alta intensidade 0, 8, 24 e 48 horas pos-exercicio, em grupos treinados
(TR) e suplementados ou ndo com L-arginina (1 g/kg). *p<0,001 (8h) e *p<0,01 (0 e 24h) TR vs.
C; **p<0,001 (0 e 24h) e **p<0,0001 (8h) TR+L-arg vs. TR. Os resultados foram expressos por
médiatEPM, com 10 animais por grupo em 3 experimentos independentes, com resultados
similares obtidos em cada momento (ANOVA com correcdo de Bonferroni através de teste de

Muiltipla Comparacéo).
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5 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo demonstraram que uma simples sessao
de exercicio resistido de alta intensidade foi capaz de promover aumento da
producdo de marcadores inflamatérios e interferéncia direta sobre a modulagéo
dos fatores regenerativos do tecido muscular esquelético sendo revertidos pela
suplementacdo com L-arginina.

Vérias evidéncias tém demonstrado que exercicios exaustivos estimulam
a ativacdo de neutrofilos e consequentemente liberacdo da enzima
mieloperoxidase, o qual induz severos danos oxidativos em tecidos por meio de
espécies reativas de oxigénio (EROS). Além disso, outros estudos tém
demonstrado que os neutréfilos ativados invadem rapidamente as células
musculares, causando dano muscular apos exercicios extenuantes, induzindo
dano tecidual (HUANG et al., 2008).

A migracao de neutrdfilos avaliada no presente estudo indicou que o pico
do processo inflamatério promovido pela pratica do E

R ocorreu 24 horas poés-exercicio. No estudo de Morozov et al. (2006), o
pico de inflamacdo ocorreu 24 horas apds a pratica de exercicio de alta
intensidade, semelhante ao que obtivemos em nosso estudo. Uma importante
observacdo no presente estudo foi que, a suplementagcdo com L-arginina
diminuiu a migracdo de neutréfilos durante o pico da inflamacdo no tecido
muscular esquelético. Para confirmar a acéo protetora do 6xido nitrico em nosso
modelo experimental, animais foram pré-tratados com aminoguanidina, um
inibidor seletivo da enzima 6xido nitrico sintase induzida (NOSI), e observamos a
reversao do efeito protetor do NO promovido pela suplementagéo de L-arginina.
Dados da literatura tém demonstrado que a L-arginina, um substrato para a
producdo de o6xido nitrico (NO), promove a diminuicdo da transmigracdo de
neutréfilos em pacientes poés-cirtrgicos (YEH et al., 2007). Outra possibilidade
sobre o papel protetor da L-arginina foi descrita por Huang et al. (2008),
sugerindo que o NO provavelmente desempenha papel protetor agindo como
“scavenger” de radicais livres, inibindo a acdo das EROS (espécies reativas de
oxigénio) sobre o tecido muscular esquelético. Cuzzolin et al. (2000) também

demonstrou que a diminuicdo na producdo de NO, promoveu um significante
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aumento na adesdo de neutréfilos apds a fase aguda da préatica de exercicio.
Existem grandes controvérsias na literatura sobre o efeito dual (protetor ou
“vildo”") do oxido nitrico em relagéo aos processos inflamatorios. Inversamente ao
observado em nosso estudo, a inibicdo da NOSI, seja por meio de inibidores
especificos (aminoguanidina), ou estudos realizados com animais NOSi KO,
demonstra diminuicdo do infiltrado e adesdo de neutréfilos na auséncia de NO
(BREITBACH et al., 2001; BECK et al., 2004). Rus et al. (2010) observou em seu
estudo que o NO exerce funcdo positiva durante os periodos iniciais pés-
inflamatérios, diminuindo a apoptose celular em células hepaticas e, em periodos
posteriores (48 horas/ 5 dias) a inflamacao, observa-se o efeito contrario ao
observado nos periodos iniciais. O NO também exerce funcéo bifasica sobre a
via NF-kB, potencializando a mesma nos periodos iniciais poés-inflamacéo e
diminuindo o estimulo durante a resolucado do quadro inflamatério (SPEYER et
al., 2003). Estudos demonstram que o efeito dual do NO se deve as suas
diferentes ac6es em diferentes tecidos, onde a maioria dos estudos relaciona o
efeito do NO sobre células endoteliais e células musculares lisas. Beck et al.
(2004) observou diminui¢do na producdo de TNF-a e no infiltrado de neutrofilos
no coélon de animais NOSi /', e o inverso foi observado em animais controle. Ja
em relagdo ao tecido pulmonar, Speyer et al. (2003) observou o oposto, onde
animais NOSi / demonstraram maior infiltrado de neutréfilos em relacdo aos
animais controle, demonstrando uma grande variacdo dos efeitos promovidos
pelo NO. Comparando os dados de literatura com 0 nosso estudo, verificamos
que a acdo do NO é de extrema complexidade e depende de multifatores,
especialmente em relacéo ao tipo de tecido e, tipo e a duragédo da inflamacéao.
Nosso estudo vem a ser um dos primeiros a analisar a relacdo do NO sobre o
tecido muscular esquelético, sugerindo seu papel protetor, favorecendo a
diminuicdo do infiltrado de neutréfilos no tecido muscular esquelético. Os
mecanismos de sinalizacao ativados pelo NO sobre o tecido muscular inflamado
seréo objeto de futuros estudos pelo nosso grupo.

O nosso proximo passo foi avaliar a producéo de CINC-2. A CINC-2 € um
membro da familia de quimiocinas CXC, sendo caracterizada como um potente
fator quimiotatico para neutréfilos (SHIBATA et al., 1995; SHIBATA et al., 1998;

NISHINA et al., 2005). Esta quimiocina tem similaridades com a sequéncia da
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familia GRO humana e KC e MIP-2 de camundongos (NAKAGAWA et al., 1994).
No presente estudo, diferentemente do que foi observado em relacdo ao
recrutamento de neutrdfilos e producao de TNF-a, o pico de producdo de CINC-2
ocorreu 8 horas pos-exercicio no grupo TR, decaindo a producéo 48 horas pos-
exercicio, atingindo os valores do grupo controle. Possivelmente, a producdo de
CINC-2 possa ser um estimulo inicial para estimular as células musculares
residentes a produzirem TNF-a e consequentemente induzir o recrutamento de
neutrofilos, atingindo o pico de producdo 48 horas poés-exercicio. Observamos
ainda que a suplementacdo com L-arginina promoveu uma significante reducao
na producdo de CINC-2, observada 8 horas pds-exercicio, possivelmente
refletindo na reducéo do infiltrado de neutréfilos e posteriormente, diminuicdo da
producdo de TNF-a. Desouza et al. (2005) observou em seu estudo que, 0
aumento da infiltracdo de neutrofilos ocorreu por meio de mecanismos
envolvidos com o aumento da producdo de CINC-2, e que, simultaneamente, foi
observado o aumento da producdo de TNF-a, indicando uma possivel relacao

guimiotatica entre CINC-2 sobre a producéo de TNF-a.

O presente estudo demonstrou um aumento na producdo de TNF-a no
tecido muscular esquelético 24 horas pés-exercicio de alta intensidade (pico).
Resultados similares foram observados em outros estudos corroborando com o
observado em nosso estudo (NETO et al., 2009; KARAGOUNIS et al., 2010;
LIAO et al., 2010). A liberacdo de TNF-a esta relacionada a exercicios
exaustivos, promovendo mudancas na demanda metabdlica muscular (NETO et
al., 2009), induzindo protedlise e promovendo o surgimento de processos
inflamatorios por meio da producdo de EROS dos neutréfilos aderentes, os quais
podem aumentar a ativacdo das vias NF-kB (grande liberadora de citocinas pro-
inflamatorias) e ICAM-1. Esses dados sugerem um possivel mecanismo de acao
do TNF-a mediando o processo inflamatério (PETERSON et al. 2006; FROST et
al., 1997; LAYNE; FARMER, 1999; WILLIAMSON et al., 2005). As contracdes
excéntricas do tecido muscular esquelético, que sdo caracteristicas da pratica do
TR, tém sido relatadas por induzir expressdo de TNF-a, e essa expressao,
promove mudancas significativas no quadro inflamatério, induzindo acumulo de
neutrofilos e macréfagos, promovendo a liberacdo de proteases e miocinas, as
guais podem contribuir para o dano muscular (NETO et al., 2009; CASSATELLA,
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1999; LUSTER et al.,, 1999). Em nosso estudo, a producdo de TNF-qa, foi
significativamente diminuida ap0s a suplementacdo com L-arginina nos periodos
de 24 e 48 horas pds-exercicio em relacdo aos grupos TR. Fato semelhante foi
observado em outro estudo, onde a suplementacdo com L-arginina promoveu
diminuicdo nos niveis de citocinas proé-inflamatérias, com especial significancia
sobre a producao de TNF-a no tecido muscular esquelético (HNIA et al., 2008).
Estudos anteriores tem sugerido que a L-arginina promove efeito inibitério total
sobre a via NF-kB, e concomitantemente, a inibicao da via IkB-a (KABOURIDIS
et al., 2002; HNIA et al., 2008), por meio da producdo de NO, promovendo uma
reducdo nos niveis de citocinas pro-inflamatérias (TNF-a, IL-6, CINC-2), podendo
ser uma explicacao sobre a diminuicdo de TNF-a observado em nosso estudo.
Dessa forma, podemos sugerir que o NO promove diminui¢cdo na producdo de

TNF-a no tecido muscular esquelético.

Com o objetivo de verificar a influéncia do TR e da suplementacéo de L-
arginina sobre os fatores regenerativos do tecido muscular esquelético,
avaliamos a expressao de TGF-f3, Colageno tipo 1 e VEGF no tecido muscular
esquelético ap6s uma sessao de TR de alta intensidade. Os dados do presente
estudo demonstraram que o pico de expressao de TGF-[3 foi observado 48 horas
pos-exercicio. Esse aumento estd relacionado a injuria do tecido muscular
esquelético (SMITH et al., 2007; MCLENNAN et al., 1997). Diversos estudos tém
demonstrado que o TGF-f desempenha um papel dual nos processos
regenerativos e inflamatorios do tecido muscular esquelético. Os aspectos
negativos envolvem a diminuicdo da sintese protéica, fibrose, diminuicdo na
diferenciacdo miogénica e fusdo mioblastica (LIU et al., 2001; SMITH et al.,
2007). Por outro lado, os aspectos positivos do TGF-B relacionam-se com a
promocdo da sintese de colageno, proliferacdo fibroblastica, angiogenese
(CANNON; St. PIERRE, 1998; MASSAGUE, 1990; SMITH et al.,, 2007) e
aumento na transcricdo de fatores do tecido muscular esquelético (Myogenic
regulatory factors — Fatores reguladores de Miogénese (Myod)), aumentando
assim a diferenciacdo miogénica de células satélites, as principais células
responsaveis pela regeneracdo das fibras do tecido muscular esquelético
(BHATAGNAR et al., 2010). A suplementagcdo com L-arginina promoveu

aumento na expressdo de TGF-B (0) e 8 horas poOs-exercicio, decaindo aos
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niveis do grupo controle 48 horas poés-exercicio. Corroborando com dados do
presente estudo, Fillipin et al. (2011), avaliou em seu estudo, a influéncia do L-
NAME (inibidor seletivo da enzima NOS constitutiva) sobre a producao de TGF-
B, e verificou uma moderada expressao de TGF-B pds-trauma, apoiando a idéia
de que baixos niveis de NO sao capazes de promover a expressao de TGF-.
Em nosso estudo, o pré-tratamento com inibidor seletivo da enzima NOSI
(aminoguanidina), foi usado, e uma grande reducéo na expressdo e na producéo
de TGF-B foi observada 24 horas poés-exercicio, exatamente durante o pico da
inflamacdo, como demonstrado pelo infiltrado de neutréfilos. No entanto, 48
horas po6s-exercicio, a expressao de TGF- ndo foi dependente de NO, uma vez
gue a aminoguanidina ndo foi capaz de inibir a expressao e producdo de TGF-j,
assim é sugerido que a presenca do NO aumenta a expressdo de TGF-f3, porém
possivelmente tal expresséo possa ser mediada por outro estimulo independente
de NO 48 horas poés-exercicio. Esta suposicdo pode ser devido a redugdo no
fluxo sanguineo, e consequentemente, diminuicdo do aporte protéico e a
sinalizacdo de fatores regenerativos do tecido muscular esquelético. O pequeno
aumento observado na producao e expressao de TGF-f em comparacdo com o
grupo L-arginina 48 horas po6s-exercicio, pode ser devido a um efeito
compensatorio causado pelas fibras musculares esqueléticas, para promover um
balanco sobre os fatores regenerativos, devido a diminuicdo da expressao de
TGF-B observada 24 horas pés-exercicio, para que a regeneracao de tecido
muscular esquelético possa ocorrer de forma correta. Diversos estudos relatam o
efeito do NO em diversos tecidos e 6rgaos, no entanto, o papel do NO na
regulacao da producao e expressao de TGF-B no tecido muscular esquelético
apos TR de alta intensidade, ainda nao foi anteriormente estudado. Por isso,
pela primeira vez, o presente estudo elucida o papel da producédo de TGF- no
tecido muscular esquelético sobre o efeito da pratica de TR de alta intensidade.
Em continuacdo as nossas analises, avaliamos a expressao do Colageno
tipo 1 no tecido muscular esquelético, e observamos que o pico da expresséo
ocorreu 48 horas poés-exercicio. O colageno é um importante fator na
transferéncia da forca das células musculares ao tecido 6sseo, participando na
composicdo do tecido muscular e dos tenddes (HEINEMEIER et al., 2007).
Exercicios de alta intensidade induzem sintese de colageno tanto no tecido

muscular como em tenddes, e as contracdes excéntricas parecem ser mais
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significantes em estimular tal sintese do que as contracfes concéntricas
(HEINEMEIER et al., 2007). Os dados do presente estudo demonstraram que a
expressado de colageno tipo 1 e TGF-3 parecem ocorrer inversamente, enquanto
nos momentos (0) e 8 horas pés-exercicio, ha uma forte expressao de TGF-j3,
decaindo 24 e 48 horas p0s-exercicio, a expresséo de colageno tipo 1 € pequena
nos tempos iniciais 0 e 8 horas pds-exercicio, mas 24 e 48 horas pos-exercicio,
observa-se uma grande expresséo de colageno. Por meio dessa observacao, é
possivel considerar que os periodos iniciais de injuria muscular (0 e 8 horas pés-
exercicio), sdo os principais periodos de intervalo de sinalizacdo para a producdo
de colageno, periodos em que a producao e expressao de TGF-B encontra-se
elevada. Isso pode ter ocorrido devido a estimulacéo dos fibroblastos pelo TGF-
B, promovendo o aumento da expressao de colageno, ocorrendo durante o pico
da inflamacdo (24 horas pods-exercicio). Esse aumento na expressao de
coldgeno é extremamente importante para a regeneracdo do tecido muscular
esquelético durante o processo de reparo. A atividade contratil do tecido
muscular pode promover mudancas na expressao de enzimas envolvidas no
processamento do colageno, como a lisil oxidase (LOX), a qual facilita o cross-
linking do colageno com as matrizes de metaloproteinases (MMPs) e seus
inibidores, os quais regulam a degradacdo das moléculas de colageno. No
entanto, os mecanismos adaptativos, como também as enzimas relacionadas ao
processamento do colageno, ainda permanecem nao totalmente esclarecidas
(HEINEMEIER et al., 2007; KAGAN; LI, 2003; VISSE; NAGASE, 2003). A
suplementacdo com L-arginina promoveu um aumento crescente na expressao
de colageno 8, 24 e 48 horas poOs-exercicio em comparagdo ao grupo TR. A
literatura ndo relata nenhum estudo avaliando o efeito da L-arginina sobre a
regeneracao tecidual esquelético durante a pratica de TR de alta intensidade.
Sugere-se que esse aumento pode ser promovido pela sinalizacdo do TGF-,
cuja expressao foi aumentada pela suplementacéo de L-arginina, favorecendo a
producdo de NO. Para confirmar nossa hip6tese, o pré-tratamento com
aminoguanidina induziu grande reducdo na expressdo de colageno 24 e 48
horas pds-exercicio. A partir dos dados do presente estudo, sugere-se que o NO
esta envolvido no aumento da expressdo do colageno 24 horas pos-exercicio.
No entanto, 0 aumento na expressao de colageno que ocorreu 48 horas pés-

exercicio, nao foi dependente da via do NO. Isso sugere que esse aumento pode
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ter ocorrido devido a demanda do processo de regeneracao e reparo do tecido
muscular esquelético, por meio de outros mecanismos independentes de NO,
como observado no TGF-B. Estudos estdao sendo conduzidos para solucionar
essa questao.

A avaliacdo da expressao de VEGF pelo tecido muscular esquelético foi a
proxima analise realizada no presente estudo, a fim de verificar a ligagcdo entre
esse fator e a regeneracdo do tecido muscular esquelético. A angiogénese €
caracterizada por varias sequéncias coordenadas que Sdo necessarias para
promover um aumento no numero de capilares, e duas vias estdo envolvidas, o
VEGF e a angiopoietina (PAPETTI; HERMAN, 2002; GAVIN et al., 2007). Dados
da literatura tém demonstrado que exercicios de alta intensidade promovem
diversas mudancas no tecido muscular esquelético, incluindo, aumento das
enzimas oxidativas, aumento no numero de capilares ao redor das fibras
musculares e aumento da expressdao de VEGF e receptores para VEGF,
principalmente o receptor VEGFR-2, a principal via de angiogenese (SALTIN et
al., 1968; ANDERSEN; HENRIKSSON, 1977; GAVIN et al., 2007). Os dados do
presente estudo demonstraram que a expressao de VEGF 24 e 48 horas pés-
exercicio, nos grupos TR e TR+L-arg, seguem o mesmo padrédo na expressao de
VEGF. Por outro lado, o pré-tratamento com aminoguanidina potencializou a
expressdo de VEGF 24 horas pos-exercicio, decaindo significativamente 48
horas pos-exercicio. Estudos anteriores tém demonstrado que o NO é importante
na regulacdo génica do VEGF, por meio do aumento da transcricdo, aumento do
tempo de vida do VEGF e up-regulacdo do receptor VEGFR-2 (GAVIN et al.,
2000; MILKIEWICZ et al., 2005; LLOYD et al., 2001). Uma possivel explicacao
para o aumento da expressao de VEGF observado 24 horas pds-exercicio no
grupo pré-tratado com aminoguanidina, é provavelmente devido a necessidade
do aumento do fluxo sanguineo para o local da inflamacgéo, sendo o principal
efeito da enzima oOxido nitrico sintase constitutiva. Por outro lado, 48 horas p0s-
exercicio, uma diminuicdo na expressdo de VEGF foi observada no grupo pré-
tratado com aminoguanidina, sugerindo que a expressao de VEGF induzida pelo
TR é dependente de NO, possivelmente, a inibicdo da NOSi promove down-
regulacao da expresséo de VEGF (GAVIN et al., 2000; BADR et al., 2003). Outra
possibilidade é que o aumento observado 24 horas pdés-exercicio foi suficiente

para suprir 0 aporte angiogénico do tecido muscular esquelético, diminuindo a
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expressdo de VEGF 48 horas poés-exercicio. Por meio dos dados obtidos em
nosso estudo, observamos que o NO demonstrou efeito dual. Estudos prévios
observaram o mesmo efeito, porém em tecidos diferentes, nos tecidos pulmonar
e intestinal (BECK et al., 2004; SPEYER et al., 2003), demonstrando uma
possivel relacdo tempo-dependente da resposta inflamatéria sobre o efeito
benéfico ou deletério do NO na expressao de VEGF.

Nosso proximo passo foi analisar os biomarcadores séricos de dano
muscular e hepatico ap6s o TR, o efeito da suplementacdo com L-arginina e o
pré-tratamento com aminoguanidina. Para tanto avaliamos a atividade das
enzimas ALT, AST, CK, e a producdo da CRP. Diversos estudos relatam que
exercicios de alta intensidade (exaustivos), promovem aumento ha concentracao
plasmatica de ALT, AST e CK (ANTUNES-NETO et al., 2006; BOWERS et al.,
1978; HONG; LIEN, 1984, HUANG et al., 2009). Em nosso estudo, observamos
um aumento na atividade enzimética de ALT e AST 24 horas pés-exercicio,
corroborando com a literatura. No presente estudo a suplementacdo com L-
arginina foi capaz de potenciar a atividade enzimatica da ALT 24 horas pos-
exercicio. Em relacdo a atividade enzimatica de ALT, Huang et al. (2009),
observaram em seu estudo, que a suplementagcdo com L-arginina foi capaz de
diminuir a produgéo de ALT, o oposto observado em nosso estudo. Uma
possivel explicacdo para o aumento da atividade enzimatica da ALT (24h)
observada deve-se aos diferentes protocolos experimentais utilizados. No
presente estudo, os animais foram submetidos a exercicio anaerdbio (TR),
Huang et al. (2009) submeteu os animais em seu estudo a pratica de exercicio
aerébio (treadmil), sendo que os diferentes tipo de exercicios desencadeiam
diferentes respostas metabolicas, podendo de tal forma, interferir sobre o efeito
da suplementacdo com L-arginina e sobre a atividade enzimatica da ALT.
Observamos que a inibicdo do NO durante o periodo de 24 horas ndo promoveu
nenhuma mudanca na atividade enzimética de ALT, no entanto, 48 horas pos-
exercicio, a inibicdo do NO potencializou de maneira significativa a atividade
enzimatica de ALT. Sugerimos que o NO exerce efeito dual sobre a producéo de
ALT, promovendo mudancas ou nhdo na atividade enzimatica, as quais
mostraram-se dependentes do periodo avaliado apds o estimulo inflamatério.

Observamos em nosso estudo que a suplementagdo com L-arginina né&o

promoveu mudanca na atividade enzimatica da AST (24 e 48h), no entanto,
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Huang et al. (2008), observou por meio de seu estudo, que a suplementacéo
com L-arginina foi capaz de diminuir a atividade enzimatica de AST. Uma
possivel explicagdo para os resultados controversos observados entre 0s
estudos deve-se ao fato da diferencga entre os protocolos experimentais, e a faixa
etaria dos animais. Em nosso estudo, utilizamos ratos jovens, 0s quais
receberam suplementacédo com L-arginina (1 g/kg) via gavagem e submetidos a
préatica de treinamento resistido de alta intensidade (anaerdbio), ja, no estudo de
Huang et al. (2008), foram utilizados ratos senis, 0s quais receberam
suplementacdo com L-arginina por meio de racédo (ad libitum) e submetidos a
treinamento aerdbio (treadmil). Sugerimos que as diferencas entre os meios de
administracao de L-arginina possam interferir diretamente na concentracdo e no
efeito promovido (producdo de NO) em cada animal, juntamente com o0s
diferentes efeitos promovidos pelos diferentes tipos de exercicios utilizados nos
estudos, possa ser um fator responsavel pelas diferencas nos dois estudos.
Apesar do NO ndo ser capaz de diminuir a atividade enzimatica da AST,
conforme observado na atividade da ALT, verificamos que sua inibicdo (pré-
tratamento com aminoguanidina), potencializa a atividade enzimética da AST,
sugerindo o envolvimento do NO sobre a modulacéo desta enzima, pelo menos
no periodo 48 poés-exercicio. Os mecanismos envolvidos na modulacdo da
producdo de ALT e AST ainda ndo estdo claramente compreendidos, estudos
futuros serdo necessarios para solucionar as questdes remanescentes do
presente estudo.

A atividade da enzima CK, a qual € amplamente utilizada no meio
esportivo, indica de maneira indireta o dano tecidual muscular pés-exercicio,
possibilitando a obtencao da funcdo e do estado do tecido muscular esquelético
(CLARKSON; HBALL, 2002; NOSAKA et al., 2002; BARQUILHA et al., 2009), Os
niveis séricos de CK encontram-se aumentados em situacfes de atividades
fisicas prolongadas ou exercicios que envolvam contracdes excéntricas, onde
tais acOes levam ao dano tecidual muscular por meio da degeneracdo do
sarcomero e fragmentacdo da Linha Z (FINK; LUTTGAU, 1976; FINK et al.,
1983; PONRAJ; GOPALAKRINSHNAKONE, 1996; LOPES-FERREIRA et al.,
2001). Os dados obtidos por meio de nosso estudo demonstraram que 0 pico da
atividade enzimatica de CK ocorreu 48 horas pGs-exercicio, corroborando com a

literatura, a qual demonstra que o pico de CK é encontrado geralmente 48 horas
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apos a atividade fisica de extremo esforco (UCHIDA et al., 2009; BRANCACCIO
et al., 2006; BRUUNSGAARD et al, 1997; BARQUILHA et al, 2009). Em relacéo
a suplementacdo com L-arginina, observamos que a mesma ndo foi capaz de
diminuir a atividade enzimatica de CK em ambos os periodos, diferentemente do
observado por Huang et al. (2009), onde em seu estudo, a suplementacédo com
L-arginina promoveu diminuicdo da atividade dessa enzima apOs exercicio
extenuante (aerobio). Uma possivel explicacdo para a diferengca encontrada em
relacdo aos dois estudos pode ser a diferenca na metodologia, em relacdo ao
tipo de exercicio utilizado. No estudo de Huang et al. (2009), os animais foram
submetidos a exercicio aerébio de alta intensidade, jA& em nosso estudo, os
animais foram submetidos a exercicio anaerdbico (ER) de alta intensidade.
Ambos 0s exercicios possuem caracteristicas e respostas metabdlicas distintas,
as quais, possivelmente, possam influenciar de maneira preponderante sobre o
efeito da suplementacéo de L-arginina em relagcdo a atividade enzimética de CK.
A inibicdo do NO, por meio do pré-tratamento com aminoguanidina foi capaz de
potencializar a atividade enzimatica de CK (24 e 48 h pds-exercicio),
corroborando com o estudo de Huang et al. (2009). O dano tecidual muscular
esta relacionado com o estado de isquemia seguido pela reperfusdo, e em
seguida, afluxo de radicais livres no tecido muscular esquelético, participantes do
dano tecidual muscular. Estudos relatam que o NO desempenha papel protetor
no tecido muscular, agindo como “scavenger” de radicais livres (HUANG et al.,
2008). Portanto, sugerimos que o aumento da atividade da CK observado nos
grupos pré-tratados com aminoguanidina indica um maior dano tecidual muscular
nestes grupos, possivelmente, devido a auséncia do efeito protetor do NO
(scavenger) sobre os radicais livres. Nossos dados sugerem que o NO participa
da modulacéo da atividade da CK, porém, verifica-se por meio da literatura, falta
de estudos relacionando a suplementacdo com L-arginina juntamente a pratica
de treinamento resistido e os efeitos dessa combinacdo sobre a atividade
enzimatica de CK. Nossos dados sugerem que o NO participa da modulagéo da
atividade enzimatica de CK, porém, oS mecanismos responsaveis por tal
modulacdo ndo estdo totalmente esclarecidos. Estudos estdo sendo
desenvolvidos para responder a questao presente em nosso estudo.

A CRP é uma proteina sintetizada pelos hepatécitos em resposta a

citocinas liberadas na circulacdo pela atividade dos leucécitos durante o




Discussao 8
4

processo inflamatério (TIETZ, 1995). A CRP encontra-se em pequena
guantidade no sangue em situacdes normais de homeostasia, onde sua
concentragdo pode aumentar de 100 a 1000 vezes durante a fase aguda do
processo inflamatorio, situacdo essa observada no tecido muscular esquelético
apos exercicios de alta intensidade (TR), sendo um sensivel indicativo do
desempenho do sistema imunoldgico frente ao quadro inflamatério (Haidari et al.
2001, Pepys et al 1983). Diversos estudos relatam o beneficio da atividade fisica
sobre a atividade de CRP (CHEYNE et al., 2010; BELLOTO et al.,, 2010;
MARTINS et al., 2010). Estudos elucidam que a pratica continua de treinamento
resistido promove diminuicdo na atividade de CRP (CHEYNE et al.,, 2010;
BELLOTO et al. 2010), e que essa diminuicdo € dependente do tipo e
intensidade do exercicio proposto, porém, ha controvérsias sobre os estudos
reportados pela literatura (LEVINGER et al., 2009). Nossos dados demonstraram
que no periodo (0h), a suplementacdo com L-arginina potencializou a atividade
de CK, enquanto que nos periodos 8 (pico de producdo) e 24 horas pos-
exercicio, a suplementacdo diminui significantemente a atividade de CK. E
sugerido que tal efeito dual observado em nosso estudo, esteja relacionado com
a producdo de citocinas proé-inflamatérias. De acordo com a literatura (TIETZ,
1995), as citocinas sao estimulos para a producdo de CRP, e em nosso estudo,
observamos que a suplementacdo com L-arginina foi capaz de diminuir
significativamente a producao de citocinas pro-inflamatérias (TNF-a (24h), CINC-
2 (8h) e infiltracdo de neutrdfilos (24h)) em momentos respectivos a diminuicdo
da producédo de CRP (8 e 24 horas p0s-exercicio), sugerindo que a diminuicdo
destas citocinas pré-inflamatérias, possam promover a diminuicdo do estimulo
para a producdo de CRP. N&do héa estudos direcionados a avaliar o efeito da
suplementacdo de L-arginina sobre a producdo de CRP promovida pela pratica
de TR, dessa forma, nosso estudo € o primeiro a analisar a atividade de CRP
sobre tais condi¢cdes no tecido muscular esquelético.

Tomados em conjunto, nosso dados sugerem que a suplementacdo com
L-arginina desempenhou papel protetor sobre o tecido muscular esquelético,
sendo capaz de reduzir a inflamacé&o, por meio da diminuicdo dos mediadores
pro-inflamatoérios (TNF-a, CINC-2) liberados apds sessdo de treinamento
resistido de alta intensidade, diminuicdo de biomarcadores de estresse

metabolico (CRP) e aumento na sintese de fatores regenerativos do tecido
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muscular esquelético (TGF-B, Colageno tipo 1 e VEGF). Esse efeito protetor
deve-se em partes a presenca do NO, no entanto, existem outros mecanismos
envolvidos que sera objeto de futuros estudos por nosso grupo.

O uso de suplementagcdo com L-arginina tem sido utilizado no meio
esportivo, dessa forma, vem sendo analisado em diversas pesquisas, as quais
demonstram beneficios como o aumento da expressdao de GH e aumento do
aporte sanguineo, fatores que podem auxiliar no ganho de massa muscular e
consequentemente, ganho de forca e melhora na performance. Porém, o efeito
da suplementacao com L-arginina sobre os efeitos decorrentes da pratica do TR
sobre o sistema imunoldgico, ainda encontram-se incompreendidos, dessa
forma, nosso trabalho esta sendo o pioneiro em desvendar os mecanismos

envolvidos nessa relacéo.
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6 Conclusodes

Acreditamos que a suplementacdo com L-arginina seja administrada da
mesma maneira ao método atualmente utilizado em relagdo ao uso da creatina,
com periodo de saturacdo e manutencdo, e com pausas entre os ciclos, e néo
de maneira continua.

O que deixamos como mensagem principal em nosso trabalho é que, na
pratica, a suplementacdo com L-arginina pode promover uma diminuicdo do
impacto inflamatério sobre o tecido muscular esquelético pds-exercicio e induzir
aumento da sintese de fatores regenerativos musculares, promovendo
diminuicdo no periodo de reparo, onde, atletas poderdao ser submetidos a novos
estimulos fisiolégicos em menores intervalos de tempo, possibilitando assim,

melhorias sobre diversos aspectos fisiologicos.
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Abstract: The mechanisms of muscular adaptation to aerobic exercise has
previously been described in several studies. This adaptation occurred through a
repair process following tissue damage (inflammatory process). The aim of this study
was to analyze the effect of L-arginine supplementation on the production of
inflammatory mediators and regenerative factors in acute phase post a high intensity
resistance exercise (RE), and the possible protective role of L-arginine
supplementation in the effects of RE in skeletal muscle tissue. Males Wistar rats
(200g) were divided into 5 groups (n=10 per group) (control group (C), post-exercise
(0), 8, 24 and 48 hours post-exercise), with L-arginine (1 g/kg) one hour before
training began or aminoguanidine (50 mg/kg), 30 minutes before starting training,
both by gavage. The animals were subjected to RE practice for 4 days, through a
staircase, with the overload apparatus corresponding to 80% relative to the body
weight only on the fourth day. Peripheral blood plasma samples, skeletal muscle
(extensor digitorum longus) were collected for analysis of myeloperoxidase, TNF-q,
TGF-B, Collagen type 1 and VEGF by RT-PCR and ELISA. L-arginine promoted a
great reduction in neutrophil migration (p<0.0001), TNF-a (p<0.0001) and up-
regulated the TGF-B (p<0.0001), collagen type 1 (p<0.001) and VEGF (p<0.001).
The aminoguanidine pre-treatment reversed the process. L-arginine supplementation
(nitric oxide precursor) played a protective role in the skeletal muscle tissue and
increased the expression of regenerative factors after a single bout high intensity of
resistance exercise. We suggest that this protection is related to the nitric oxide

pathway.

Key words: Muscle damage, cytokines, nitric oxide, skeletal muscle repair.
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Introduction
A single bout of high intensity resistance exercise (RE) promotes a large

number of changes in homeostasis, especially in skeletal muscle tissue. The RE
(strength training, resistance training or power training), is characterized by dynamic
movements (concentric and eccentric) or statics (isometric), against a given load
(mechanical, body weight) (Ratamess et al. 2009), and the continuous practice,
promotes gain in strength through neural adaptations and structural modifications in
the skeletal muscle system.

Previous studies have shown that high intensity exercises (acute phase), may
be characterized as a stress factor to immune system, promoting an increase in the
circulating inflammatory cells (neutrophils, monocytes and lymphocytes) (Lira et al.
2009), and that this migration is promoted by the contractile activity of RE, which
results in skeletal muscle damage, promoting the release of cytokines (myokines)
(Interleukin-6 (IL-6), Tumor necrosis factor (TNF-a), initiating the inflammatory
process in skeletal muscle tissue (SMT) (Vizzi, 1998; Gleeson, 2000; Pedersen et al.
2001, Pedersen et al. 2003; Steensberg et al. 2003). The contractile activity of RE is
linked not only to inflammatory mediators and myokines, but also to regenerative
factors. For example, after a high intensity session of RE, enhanced expression of
Transforming growth factor (TGF-B) was observed, and consequently, the stimulation
of collagen production after muscle injury, these being two important factors present
in skeletal muscle repair and remodeling (Smith et al. 2007; Czarkowska-Paczek et
al. 2009).

Exercise acts as an immunological modulator in the injury and repair
processes, however, the relationship between the effects of high intensity of RE

practice and its influence on the inflammatory mediators, myokines and regenerative




Anexo A

factors of skeletal muscle tissue is not completely understood (Izquierdo et al. 2009;
Angeli et al. 2004; Lagranha et al. 2004; Niess et al. 1998).

Several studies have investigated the possible protective role of nitric oxide
(NO) in the effects of high intensity exercises on the organs and tissues. In addition,
the muscle-derived NO seems to been an important regulator of muscle damage and
inflammation promoted by invading inflammatory cells, and serves as a shield
against muscle damage by inhibiting the expression and adhesion of molecules that
are necessary for leukocyte interaction with vascular endothelial cells (Tidball et al.
2005). In another study, L-arginine supplementation increased and decreased the
ability to repair damage caused by high intensity aerobic exercises in the pulmonary
system and heart, respectively (Huang et al. 2008), however, the effect of L-arginine
supplementation on skeletal muscle tissue subjected a single bout of high intensity
RE, and which inflammatory mediators are involved in the process, was not all clear.

There are controversies about the mechanisms and the possible protective
role of NO inhibition in the potential migration of inflammatory cells that are related to
the regenerative process of muscle fibers. NO may play a positive role in skeletal
muscle tissue regeneration of the effects of RE and physical stress. Thus the
objective of this study was to investigate the role of L-arginine supplementation upon
the inflammatory mediators and regenerative factors released during repair and

tissue damage of skeletal muscle after a high intensity RE session.

Material and Methods
Animal Characteristics
All methods used were approved by the Ethics Committee for Animal Research of

the State University of S&o Paulo (CEAA-FOA/UNESP) (2009-002045), in
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accordance with the ethical principles of animal experimentation (COBEA). One
hundred and ten male rats Wistar weighing from 180 to 200 g were used. Animals
were kept in the Animal room at Department of Basic Sciences during the
experimental trials. These animals were housed in temperature-controlled rooms with
an exhaust system, with a light/dark cycle of 12 hours, and received water and food

ad libitum.

Experiment Design

Resistance Exercise

The animals underwent the RE on a ladder with the following dimensions: (1.13 m X
0.18, 2 cm grid), 80° tilt in the top location (home) measuring 20 x 20 x 20 cm”)
where they rested during the climbs (Hornberger & Farrar 2004). The resistance
exercise proposed lasted four days. On the first 3 days the animals consecutively
performed 8, 10 and 12 series of exercises, timed with 30 seconds rest between
sets, no extra load. On the fourth day, two tubes of load (containing steel balls) were
strapped to each animal, representing 80% of its body weight. The animals had to
perform repetitions with the same time interval as applied on the first three days, until
concentric failure (muscle fatigue) occurred. The animals were divided according to
the time of skeletal muscle tissue regeneration: Control group (C), post-exercise
group (0), 8 hours post-exercise group (8), 24 hours post-exercise group (24) and 48
hours post-exercise group (48). With regard to L-arginine and Aminoguanidine
supplementation, 10 animals from each group received the supplement and were
submitted to training, while the RE groups received only the carrier vehicle so that

both were subjected to same stress.
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Supplementation Protocol

The L-arginine group received L-arginine supplementation (Sigma Aldrich A5006-
5009) (nitric oxide precursor) by gavage (1 g/kg, pH=7.4) dissolved in TRIS buffer
(pH=8.8) (Trabelsi & Lavoie 1996), 1mL/animal one hour before the RE.
Pretreatment with Aminoguanidine (Sigma Aldrich A7009-100g) (selective inhibitor of
INOS) was administrated by gavage (50 mg/kg) dissolved in NaCl 0,9% (pH=7.4)
(Abdel-zZaher et al. 2007) 1 mL/animal, thirty minutes before the RE proposed, and
the control group received NaCl 0.9% (1mL/animal) only on days when the animals

were subjected to the proposed training.

Collection of peripheral blood plasma and the skeletal muscle tissue.

After four days of the RE, the animals were anesthetized with ketamine hydrochloride
(80 mg/mL) and with xylazine hydrochloride (10 mg/mL). The peripheral blood
samples were obtained through the abdominal aorta in 10 mL collection tubes using
heparinized tubes at the time intervals of 0, 8, 24 and 48 hours after the last training
session offered (fourth day). Blood samples were then centrifuged at 1811 x g for 15
min at 4° C. The serum was removed, and frozen at -80°C for later analysis. The
skeletal muscles (extensor digitorum longus (EDL)), removed at the time intervals of
0, 8, 24 and 48 hours after the last training session offered (fourth day) were cut in
half, and one half of the skeletal muscle tissue were snap frozen in liquid nitrogen,
and stored in Eppendorfs containing 1 mL of TRIzol Reagent (Invitrogen, CA, USA),
and frozen at -80°C. The other half of skeletal muscle tissues were snap frozen in

liquid nitrogen and stored in Eppendorfs and frozen at -80°C.

Evaluation of myeloperoxidase concentration in the skeletal muscle tissue
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The analysis of neutrophil infiltration into the skeletal muscle tissue after the
proposed RE was performed by collecting the extensor digitorum longus (EDL),
which was weighed and placed in a buffer 1 (NaCl 0.1M (5.84 g/L) + NaEDTA
0.015M (5.58 g/L) in NaPO4 0.02M (pH 4.7)) for a total of 2 mL/1g tissue sample.
After this it was homogenized three times with the aid of a Polytron and centrifuged
for 15 minutes at 15700 x g, and the supernatant was discarded. The same volume
of buffer 1 was added and homogenized. Next, 800 uL of 0.2% NaCl was added for
30 seconds, then 800 pL 1.6% NaCl + 5% Glucose was added. The samples were
centrifuged for 15 minutes at 15700 x g, and the supernatant was discarded again.
The same volume of buffer 1(described above) was added of buffer 2 (1 g H-TAB
(0.5%)/ 200 mL NaPO, 0.05M (pH 5.4)), then the samples were homogenized by
vortex, and frozen and thawed in liquid nitrogen twice. After the next step, the
samples were centrifuged for 15 minutes at 9300 x g. In the last step, the
supernatant was collected for measurement of myeloperoxidase. In a 96-well plate, 5
ML of sample was incubated with 45 pL of NaPO,4 0,08 M. After this 25 pL of TMB
solution was added to each well for 5 minutes. Right after this, 100 pyL of H,O, (4M)
was added to each well for 5 minutes to stop the reaction. The readout was taken at
an absorbance of (OD 450 nm) in an ELISA reader (spectrophotometer). Results
were expressed as neutrophils per total sample and the standard curve performed

with 3000 neutrophils at the first point.

Analysis of skeletal muscle tissue mMRNA expression: RNA isolation, reverse
transcription and PCR.
Total RNA was isolated from the EDL using TRIzol reagent according to the

manufacturer’s (Invitrogen, CA, USA) guidelines, with the aid of a Polytron, repeated
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three times. Next 200 uL of chloroform was added to each sample tube and
centrifuged at 15700 x g for 15 minutes at 4°C. After centrifugation, RNA was
transferred to new tubes and 500 pL of isopropyl alcohol was added to it, and then
stored overnight at -20°C. The next day, the tubes were centrifuged at 15700 x g for
15 minutes at 4°C. The was supernatant removed and 500 uyL 75% ethanol was
added. After this, the sample tubes were centrifuged at 15700 x g for 10 minutes at
4°C, and all the supernatant was discarded. The liquid was poured out of the sample
tubes until they were dried out. After drying, the pellets were resuspended in 20 uL
1% DEPC water and stored at -80°C.

The RNA concentration was determined by optical density at 260/280 nm (using an
0OD260 unit equivalent). The total RNA concentration in the muscle was calculated on
the basis of total RNA vyield and the weight of the analyzed sample. The RNA
samples were stored frozen at -80°C and were used subsequently in relative RT-
PCR procedures. For reverse transcription, 1 ug of total RNA was typically used in a
reaction containing 1 pL of oligo-DT (0.5 pg/pL, Invitrogen), 4 uL of each dNTP (2.5
MM, Invitrogen), 2 yL of DTT (0.1M/500 pL, Invitrogen), 4 uL of 5x first-strand buffer
(250mM, Invitrogen), and 1 pL of reverse transcriptase (SuperScript I, 200U/uL,
Invitrogen). The transcriptase reverse reaction was performed in according to the
following amplification profile: pre-denaturation at 70°C for 10 minutes, amplification
(denaturation at 4 °C for 5 minutes; annealing at 42 °C for 60 minutes; extension at
90°C for 5 minutes) for 30 cycles. After thermal cycling the sample tubes were stored
at 4°C for later analysis. For the polymerase chain reaction (PCR), 1 yL of cDNA was
used in a reaction containing 4 uL of DEPC water, 2 yL of dNTP (2.5 pM, Invitrogen),
2.5 pl of 10x PCR Rxn Buffer (-MgCl,, Invitrogen), MgCl, (50nM, Invitrogen), 1 uL of

specific primer 10 uyM, 12.9 yL of ultrapure water (Invitrogen) and 0.1 uL of Tag DNA
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polymerase (Invitrogen). The primer sets for rats used were (3-actin (sense: 5’ — GAA
GCT GTG CTA TGT TGC CCT AGA - 3, antisense: 5 — GTA CTC CTG CTT GCT
GAT CCA CAT — 3, 445 bp), TGF-B1 (sense: 5 — GGT TAT GAC TTC AGC TTC
CTG CCT - 3, antisense: 5" - ATG TAG GCT ACG CTG TTC TTG — 3’ CAG, 387
bp), Collagen type 1 (sense: 5° — GGT TAT GAC TTC AGC TTC CTG CCT - 3,
antisense: 5" — ATG TAG GCT ACG CTG TTC TTG CAG, 548 bp), VEGF (sense: 5’
— ACCCTG GCTTTACTG CTG TAC CTC — 3, antisense: 5 — TCA CCG CCT TGG
CTT GTC ACA, 614 bp). One microliter of each cDNA was then subjected to
polymerase chain reaction according to the following amplification profile: pre-
denaturation at 94 °C for 40 s, amplification (denaturation at 94 °C for 40 s; annealing
at 60 °C for 40 s; extension at 72 °C for 1 min) for 30 cycles, with final extension at
72 °C for 10 min for all primers used. The results for mRNA concentrations are
expressed as a ratio over beta actin, which was amplified as a housekeeping gene.
Representation of the TGF-f/B-actin, Collagen type 1/B- actin and VEGF/B-actin ratio

was determined by means of densitometric analysis using Scion Image software.

Determination of TNF-a and TGF-B by enzyme linked immuno sorbent assay
(ELISA).

Muscle EDL was collected and kept in frozen liquid nitrogen in order to measure
the tumor necrosis factor-a (TNF-a) and transform growth factor (TGF-f) production.
One day before the experiment, samples were homogenized in PBS plus protease
inhibitor tablets using a Polytron. The samples were centrifuged at 1811 x g for 10
minutes at 4°C. After centrifugation, the supernatant was collected and stored at -
80°C until use. The 96-well plate was coated with monoclonal antibody to TNF-a and

TGF-B. Samples and recombinant TNF-a and TGF-B were added to the wells and

1
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after 2 h, unbound proteins were washed away and an enzyme-linked polyclonal
antibody was added to the wells; this antibody acted as a link between TNF-a and
TGF-B and a dying agent. A color change proportional to the amount of TNF-a and
TGF-B was observed. This was quantified by comparing the optical densities of the
samples with those of known dilutions using a plate reader at 450 nm. The
concentration of each TNF-a and TGF-f was calculated from a standard curve in

pg/mL

Statistical analysis

The statistical analysis was performed using GraphPad Prism (version 5.0) statistical
program. The data are expressed as the meanstSE. intergroup comparisons were
performed by using the one-way ANOVA test, with Bonferroni correction. A P value

of less than 0.05 was considered statistically significant.

Results

Neutrophil recruitment into the skeletal muscle in animals submitted to a single
bout of high intensity resistance exercise

Neutrophil recruitment into the skeletal muscle after RE peaked at 24 hours
post-exercise compared with 0, 8 and 48-hour groups. In the groups that received L-
arginine supplementation, the number of neutrophils did not change except at 24
hours post-exercise (Figure 1A) when a great reduction of neutrophil infiltration into
the skeletal muscle was observed when comparison to RE group at the same period
(Figure 1A). At 24 hours, it was observed that aminoguanidine promoted the opposite

effect to that obtained in the L-arginine groups, as it enhanced neutrophil infiltration
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(Figure 1B). At 48 hours, not statistical significance was observed in the RE and
RE+L-arg groups, however, the group was received pre-treatment with
aminoguanidine showed an increase of neutrophil infiltration into the skeletal muscle

(Figure 1B).

TNF-a production in the skeletal muscle in animals submitted single bout of
high intensity resistance exercise

In order to investigate which inflammatory mediators are involved in neutrophil
accumulation in the skeletal muscle after RE, the TNF-a production was evaluated.
The peak of TNF-a production occurred at 24 hours post-exercise in RE group in
comparison with the 0, 8 and 48-hour groups. The groups that received L-arginine
supplementation at 24 and 48 hours post-exercise, showed a reduction in TNF-a
production in comparison to RE groups at the respective moments (Figure 2A). In
opposite was observed in relation to L-arginine supplementation, aminoguanidine
pre-treatment promoted an enhance in the production of TNF-a in both moments, 24

and 48 hours post-exercise (Figure 2B).

TGF-B mRNA expression and production in the skeletal muscle in animals
submitted to a single bout of high intensity resistance exercise

In the next step TGF- mMRNA expression and production in skeletal muscle
was investigated. The results of this study demonstrated the peak of TGF-B
expression at 48 hours post-exercise, in comparison with the 0, 8 and 24-hour
groups (Figure 3A). The pretreatment with L-arginine, promoted an increase in the
TGF-B expression as early as 0, 8 and 24 hours post-exercise in relation to RE

groups in the respective time intervals (Figure 3A). In comparison with L-arginine
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supplementation, aminoguanidine pre-treatment was able to decrease TGF-f mRNA
expression and production at 24. However, at 48 hours, the pre-treatment with
aminoguanidine was not altered the TGF-f mRNA expression and production when

compared with the L-arginine supplementation group (Figure 3B and 3C).

Collagen type 1 and VEGF mRNA expression in the skeletal muscle in animals
submitted to a single bout of high intensity resistance exercise

In continuation of the analysis, the expression of regenerative factors of
skeletal muscle tissue was evaluated by measurement of Collagen type 1 and
vascular endothelial growth factor (VEGF). The peak of Collagen mRNA expression
was observed at 48 hours post-exercise in RE group when compared with the C, 0, 8
and 24-hour groups. The increases in the L-arginine supplementation groups
occurred in a time-dependent manner from 0, 8, 24 and 48 hours, with statistical
significance only at 8, 24 and 48 hours post-exercise (Figure 4A). Aminoguanidine
pre-treatment was able to inhibit collagen mMRNA when compared with the L-arginine
supplementation group at 24 but not at 48 hours. (Figure 4B). With regard to VEGF
expression, at 24 and 48 hours post-exercise the RE groups demonstrated practically
the same standard of expression (Figure 4C). At 24 and 48 hours after L-arginine
supplementation, VEGF mRNA expression increased, however, aminoguanidine pre-

treatment was potentiated at 24 hours and inhibited at 48 hours after RE (Figure 4C).

Discussion
The results of the present study demonstrated that a single session of high
intensity resistance exercise promoted an increase in inflammatory markers and

directly affected the modulation of regenerative factors in skeletal muscle. Several
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evidences have indicated that exhaustive exercise stimulates neutrophils to release
Myeloperoxidase (MPO), which induces severe oxidative damage in tissues by
reactive oxygen species (ROS). Furthermore, other authors have observed that
neutrophils rapidly invade muscle cells and cause muscle damage after strenuous
exercise-induced tissue damage (Huang et al. 2008).

The neutrophil migration evaluated in the present study indicated that the
inflammatory peak promoted by the RE practice occurred 24 hours post-exercise. In
the Morozov et al. (2006) study, the peak of inflammation occurred at 24 hours after
the practice of high intensity resistance exercise. An important observation in the
present study was that L-arginine supplementation diminished neutrophil migration at
the peak of inflammation in skeletal muscle. Data from literature have demonstrated
that L-arginine, a substrate for nitric oxide (NO) production, reduced neutrophil
transmigration in post-surgical patients (Yeh et al. 2007). Cuzzolin et al. (2000)
showed that the impairment of NO production promoted a significant increase in
neutrophil adhesion after acute exercise, corroborating the results of the present
study. The reduction in neutrophil infiltration observed in the present study would
occur by the apoptosis and decrease in neutrophil adhesion, due to the fact that L-
arginine acts a precursor of nitric oxide, which interacts in migration and apoptosis of
neutrophils (Secco et al. 2003).

Another possibility as regards the protective role of L-arginine was described
by Huang et al. (2008), suggesting that NO probably plays a protective role by
scavenging free radicals, inhibiting ROS action in skeletal muscle. Future studies are
being conducted to answer this question in the present study. To confirm the

protective role of nitric oxide, the animals were pre-treated with aminoguanidine, an
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inducible nitric oxide synthase inhibitor, which reversed the positive effect of L-
arginine supplementation.

The present study showed a greater increase in TNF-a protein content in
skeletal muscle at 24 hours after resistance exercise (peak), and similar results were
observed in other studies (Neto et al. 2009; Karagounis et al. 2010; Liao et al. 2010).
The release of TNF-a is linked to exhaustive exercise promoting changes in the
metabolic demand of muscle (Neto et al. 2009), inducing proteolysis and promoting
the inflammatory process by ROS production from adherent neutrophils, which may
enhance the activation of NF-kB (greater release of pro-inflammatory cytokines) and
ICAM-1 pathways. These data suggest a possible mechanism of TNF-a action
mediating the inflammatory process (Peterson et al. 2006; Frost et al. 1997; Layne &
Farmer 1999; Williamson et al. 2005). The eccentric contractions of skeletal muscle,
characteristics of RE practice have been reported to induce TNF-a expression, and
this expression, promoted significant changes in the inflammatory situation, inducing
neutrophil and macrophage accumulation, producing reactive oxygen species,
promoting the release of proteases and myokines, which may contribute to muscle
damage (Neto et al. 2009; Cassatella, 1999; Luster et al. 1999). In the present study,
data from TNF-a production showed that pre-treatment with L-arginine was able to
significantly diminish TNF-a production at 24 and 48 hours post-exercise, as
observed in RE group. In other study, L-arginine supplementation promoted
decreases in pro-inflammatory cytokine levels, with special significance in TNF-a
production (Hnia et al. 2008).

Previous studies have suggested that L-arginine promotes an inhibitory effect
on total NF-kB and concomitant inhibition of the IkB-a pathway, (Kabouridis et al.

2002; Hnia et al. 2008), by NO production, promoting a reduction in the levels of pro-




Anexo A

inflammatory cytokines (TNF-a, IL-6, CINC-2). The aminoguanidine pre-treatment
(NO inhibition) induced in the present study promoted the opposite effect of L-
arginine supplementation, corroborate the data of literature, suggesting that the NO
promotes down-modulation of TNF-a production in the skeletal muscle tissue.

In order to verify the influence of RE and L-arginine supplementation on
regenerative factors in skeletal muscle, TGF-B, Collagen type 1 and VEGF
expression was evaluated in the skeletal muscle tissue after a high intensity RE
session. The data of the present study showed that the highest expression of TGF-f3
was observed in RE groups at 48 hours post-exercise. This increase is related to
the injury of skeletal muscle (Smith et al. 2007; McLennan et al. 1997). Several
studies have shown that TGF-B plays a dual role in the inflammatory and
regenerative processes in skeletal muscle. The negative role involved a decrease in
protein synthesis, fibrosis, and a decrease in myogenic differentiation and myoblast
fusion (Liu et al. 2001; Smith et al. 2007). Whereas, TGF- promoted collagen
synthesis, fibroblast proliferation, angiogenesis (Cannon & Pierre 1998; Massague,
1990; Smith et al. 2007) and enhanced the transcription factors in skeletal muscle
(Myogenic regulatory factors (MyoD)) thus increasing the myogenic differentiation of
satellite cells, the main cells responsible for regeneration of skeletal muscle fibers
(Bhatnagar et al. 2010). In the present study, pre-treatment with L-arginine already
promoted an increase in post-exercise TGF-B expression and shortly after the last
session of high intensity RE, declining to control levels at 48 hours post-exercise.
Confirming the data of the present study, Filippin et al. (2011), evaluated the
influence of L-NAME (a constitutive NOS inhibitor) in TGF-B protein content, and
noted a moderate TGF- expression in skeletal muscle post trauma, supporting the

idea of a low NO leading to high TGF- levels. In the present study a pre-treatment
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with inducible NOS inhibitor, aminoguanidine was used, and the great reduction in
TGF-B expression and production at 24 hours post-exercise was observed exactly at
the peak of inflammation, as demonstrated by neutrophil infiltration into the tissue.
However at 48 hours post-exercise, TGF- expression was not dependent on NO,
since the aminoguanidine was not able to inhibit its expression and production, thus it
is suggested that NO increases control of TGF-f3 expression, but it is also controlled
by other mechanisms in addition to NO. One possible explanation about the situation
observed in the aminoguanidine groups at 48 h, may be due to decrease in TGF-f3
production and expression observed at 24 h promoted by the NO inhibition. Possibly,
this inhibition was able to induce a reduction in the blood flow, and consequently,
diminishing the protein and signaling of regenerative factors in skeletal muscle tissue.
It is suggested that the enhanced TGF-B production and expression in comparison
with the L-arginine group at 48 h, may be a compensatory effect caused by skeletal
muscle fibers to promote a balance in regenerative factors, due to the diminished
expression observed at 24h, so that the muscle regeneration could occur correctly.

There are many studies related the effect of NO on diverse tissues and
organs, however, the role of NO in the regulation of TGF-3 production in the skeletal
muscle tissue after a single bout of high intensity of RE has not previously been
studied. Therefore, for the first time the present study shows the role of TGF-B
production in the skeletal muscle under high intensity RE.

In continuation of these analyses, the present study evaluated the Collagen
type 1 expression in the skeletal muscle, and observed that peak expression
occurred at 48 hours post-exercise in RE groups. Collagen is an important factor in
the transfer of force from muscle cells to bone, participating in tendon and skeletal

muscle composition (Heinemeier et al. 2007). Acute exercise induces collagen
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synthesis both in tendon and muscle, and it seems that the eccentric contractions
were significantly greater in comparison with the concentric contractions (Heinemeier
et al. 2007). The data of the present study showed that the expression of collagen
type 1 and TGF-B appears to occur inversely; while at (0) and 8 hours post-exercise,
there is a strong expression of TGF-B3, it decreases at 24 and 48 hours. The
expression of collagen type 1 is slight at (0) and 8 hours post-exercise, and a high
expression was observed at 24 and 48 hours post-exercise. By this observation, it is
possible to consider that the periods of skeletal muscle tissue injury ((0) and 8 hours
post-exercise) are the main time intervals of signaling for collagen production; the
amount of TGF-B is higher. This may be because fibroblasts have been stimulated,
thus raising the levels of collagen, which occurs during the peak of inflammation at
24 hours post-exercise. This increased production of collagen is extremely important
for the skeletal muscle tissue repair during regeneration. The contractile activity of
skeletal muscle can promote changes in the expression of enzymes involved in
collagen processing, such as lysyl oxidase (LOX), which facilitates cross-linking of
collagen, and matrix metalloproteinases (MMPs) and their inhibitors, which regulate
degradation of collagen molecules, however, the mechanisms of this adaptation, as
well as enzymes related to collagen processing, are not completely clear
(Heinemeier et al. 2007; Kagan & Li 2003; Visse & Nagase 2003). The L-arginine
supplementation promoted an increase in collagen expression at 24 and 48 hours
post-exercise in comparison with RE group. The literature does not report any
studies evaluating the effect of L-arginine on high intensity RE in skeletal muscle
regeneration. It is suggested that this increase was promoted by TGF-f signaling,
whose expression was increased by L-arginine supplementation, through to NO

production. To confirm our hypothesis, pre-treatment with aminoguanidine was used,
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which promoted a high reduction in collagen expression at 24 and 48 hours post-
exercise. From the data of the present study, it is suggested that NO is involved in
the increase in collagen expression at 24 h. However, the increase in collagen
expression that occurred at 48 hours post-exercise was not dependent on the NO
pathway. This suggests that this increase may have occurred due to the demands of
muscle regeneration and repair, and that it occurred through other mechanisms
independent of NO. Further studies are being conducted to answer this question.
VEGF expression in the skeletal muscle tissue was the next analysis
performed in the present study in order to verify the link between this factor and
skeletal muscle regeneration. The angiogenesis is characterized by several
coordinated steps that are required to promote an increase in the number of
capillaries, and two pathways are involved, the VEGF and angiopoietin (Papetti &
Herman 2002; Gavin et al. 2007). Data from the literature have described that high
intensity exercises promote several changes in skeletal muscle tissue, including,
increases in oxidative enzymes, enhanced numbers of capillaries surrounding
muscle fibers and increase in VEGF and VEGF receptors, mainly VEGFR-2, the
major angiogenesis pathway (Saltin et al. 1968; Andersen & Henriksson 1977; Gavin
et al. 2007). The data of the present study showed that VEGF expression at 24 and
48 hours post-exercise in RE and L-arginine groups showed the same pattern of
expression. On the other hand, pre-treatment with aminoguanidine potentiated
VEGF expression at 24 hours post-exercise and decreased significantly at 48 hours
post-exercise. Previous studies have suggested that NO is important in VEGF gene
regulation, through the enhancement of VEGF transcription, increase in VEGF half-
life and up-regulation of VEGFR-2 and VEGF (Gavin et al. 2000; Milkiewicz et al.

2005; LLoyd et al. 2001). One possible explanation for the increased expression of
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VEGF observed at 24 hours post-exercise in the aminoguanidine group is probably
due to the increased requirement of blood supply to the site of inflammation, which is
the main role of constitutive nitric oxide synthase. Whereas, at 48 hours after
exercise, a decrease in the VEGF expression was observed in aminoguanidine
group. At this time, the VEGF expression induced by RE after L-arginine
supplementation is dependent on NO, suggesting that the inhibition of INOS
promoted down-regulation of VEGF expression (Gavin et al. 2000; Badr et al. 2003).
However, another possibility is that the increase in VEGF expression observed at 24
hours post-exercise was sufficient to support the angiogenesis of skeletal muscle
tissue, thus promoting down-regulation of VEGF expression at 48 hours post-
exercise. Data from the literature has shown that the VEGF expression is increased
by NO, and that the intensity and type of stimulus of exercise influenced VEGF
expression, indicating that VEGF expression is increased or decreased by other
mechanisms, inclusively by skeletal muscle demand and activity, in addition to NO.

In conclusion, taken together, supplementation with L-arginine was able to
reduce the inflammation and production of pro-inflammatory mediator (TNF-a)
released by a high intensity session of RE, and to up-regulate the regenerative
factors of skeletal muscle tissue (TGF-B, collagen type 1 and VEGF). These findings
may be of great significance in high performance sports, in which L-arginine
supplementation plays a protective role against skeletal muscle injury and enables
fast repair and regeneration of skeletal muscle after high intensity exercises,

therefore being a possible tool for increasing performance.
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Figures Legends

Figure 1: - Neutrophils recruitment into skeletal muscle tissue (EDL) after high intensity resistance exercise.
Panel A: The animals were divided into 5 groups (time intervals): Control group (C), non-supplemented and
exercised group (RE) and supplemented and exercised with L-arginine (1 g/kg) (RE+L-arg) and evaluated
at 0, 8, 24 and 48 hours post-exercise. *p<0,001 RE vs. C; **p<0,001 RE+L-arg vs. RE (24h). Panel B: The
animals were divided into 4 groups: Control group (C-sedentary), exercised group (RE), supplemented with
L-arginine and exercised (RE+L-arg) trained and pre-treatment with aminoguanidine (50 mg/kg)
(RE+Amino) trained at 24 and 48 hours post-exercise. *p<0,001 RE (24 e 48h) vs. C, **p<0,001 RE+L-arg
vs. RE (24h), ***p<0,001 RE+amino (24 e 48h) vs. RE+L-arg. The results were expressed as mean + SEM
with n=10 animals per group of three independent experiments, with similar results obtained each time
(ANOVA with Bonferroni’s Multiple Comparison test).

Figure 2: TNF-a and CINC-2 production in skeletal muscle tissue (EDL) after high intensity RE session.
Panel A: TNF-a production from skeletal muscle tissue evaluated at 0, 8, 24 and 48 hours post-exercise
and supplemented with or without L-arginine and trained (1 g/kg) (RE+L-arg) and trained (RE). *p<0,001 RE
(24h) vs. RE (0, 8 and 48h) and *p<0,05 (8 and 24h) vs. RE (0h) vs. RE (8,24 e 48 h); **p<0,001 (24 h) and
**p<0,05 (48 h) RE+L-arg vs. RE. Panel B: TNF-a production from skeletal muscle tissue evaluated at 24
and 48 hours post-exercise and trained (RE), supplemented with L-arginine (1 g/kg) (RE+L-arg) or
aminoguanidine (50 mg/kg) (RE+Amino). *p<0,05 RE (8h) vs. RE (0, 24 e 48 h), **p<0,01 RE+L-arg (8h) vs.
RE (8 h).The results represent the mean + SEM of three independent experiments, n = 10 animals per

group, with similar results obtained each time (ANOVA with Bonferroni's Multiple Comparison Test).

Figure 3: TGF-B mRNA expression and production in skeletal muscle tissue (EDL) after a high intensity
RE session Panel A: TGF-f mRNA expression (EDL) at 0, 8, 24 and 48 hours post-exercise, and trained
(RE) and supplemented with L-arginine and trained (1 g/kg) (RE+L-arg). *p<0,05 RE (8h) vs. RE (0 and
24h) and *p<0,05 RE (48h) vs. RE (0,8 and 24h); **p<0,01 (Oh) and **p<0,05 (8 and 24h) RE+L-arg vs. RE
. Panel B: TGF-B mRNA (EDL) at 24 and 48 hours post-exercise and trained group (RE) supplemented or
not with L-arginine (RE+L-arg) or aminoguanidine (50 mg/kg) (RE+Amino). TGF-B/ 3-actin ratio determined
by means of densitometric analysis. *p<0,001 RE vs. C; **p<0,05 (24h) and **p<0,01 (48h) RE+L-arg
vs. RE; a p<0,0001 RE+Amino vs. RE+L-arg (24h). Panel C: TGF-B production (EDL) at 0, 8, 24 and 48
hours post-exercise by ELISA. *p<0,05 RE vs. C; **p<0,01 (24h) and **p<0,001 (48h) RE+L-arg vs. RE;
a p<0,01 RE+Amino vs. RE+L-arg (24 h). The results represent the mean + SEM of three independent

experiments, with similar results obtained each time (ANOVA with Bonferroni's Multiple Comparison Test).
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Figure 4: — Expression of Collagen type 1 and VEGF in skeletal muscle tissue after high intensity RE
session. Panel A: Collagen type 1 mRNA expression (EDL) at O, 8, 24 and 48 hours, and trained group
(RE) and supplemented or not with L-arginine (1 g/kg) (RE+L-arg). *p<0,001 (48h), *p<0,01 (0 and 8h) and
*p<0,05 (24h) RE vs. C; **p<0,001 (24 h) and p<0,05 (8 and 48h) RE vs. RE+L-arg. Panel B: Collagen type
1 mRNA expression (EDL) at 24 and 48 hours after the proposed exercise and trained group (RE) and
supplemented or not with L-arginine (RE+L-arg) or aminoguanidine (50 mg/kg) (RE+Amino). TGF-B/ B-actin
ratio determined by means of densitometric analysis. *p<0,001 (24h) and *p<0,0001 (48h) RE vs. C;
**p<0,01 (24h) and **p<0,05 (48h) RE vs. RE+L-arg; ***p<0,0001 RE+Amino (24h) vs. RE+ L-arg. Panel
C: VEGF mRNA expression (EDL) at 24 and 48 hours, and trained group (RE), and supplemented or not
with L-arginine (1 g/kg) or aminoguanidine (50 mg/kg). Collagen type 1/B-actin and VEGF/B-actin ratio
determined by means of densitometric analysis. *p<0,001 RE vs. C; **p<0,01 RE (24 and 48h) vs. RE+L-
arg (24 and 48h), ***p<0,5 (24h) and p<0,001 (48h) RE+Amino vs. RE+L-arg. The results represent the
mean = SEM of three independent experiments, with similar results obtained each time (ANOVA with
Bonferroni's Multiple Comparison Test).
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