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RESUMO

RESUMO

A pratica do exercicio fisico regular agrega inameros beneficios a saude,
principalmente ao sistema cardiovascular, em que se observa por exemplo o aumento
da funcéo contratil do musculo cardiaco. Porém, a intensidade do exercicio pode atuar
como um estressor multiplo, atingindo diretamente o metabolismo energético,
oxidativo, neuro-hormonal, térmico e mecanico. Essas alteracfes resultam na
mobilizacdo e ativacéo de leucdcitos, proteinas de fase aguda, bem como alteracdes
na via fibrinolitica e cascata de coagulacdo. Em resposta as agressfes causadas por
infecgdes, respostas inflamatérias e estimulos fisiologicos como o exercicio fisico
agudo, os neutrdfilos realizam processo de morte celular chamado netose.
Recentemente, a netose foi descrita, a principio como terceira estratégia (juntamente
da fagocitose e degranulacdo) de morte e controle de patdgenos. Sua principal
formacéo sdo as NETs (neutrophil extracellular traps), que sdo estruturas em formatos
de fios, compostas por material citoplasmatico e nuclear que sdo lancadas de maneira
coordenada e programada para o meio extracelular. Considerando que as NETs
podem estar envolvidas em efeitos deletérios e fisioldgicos em diferentes sistemas,
recentemente, trabalho pioneiro indicou que o exercicio fisico agudo extenuante de
natacdo foi acompanhado por aumento de NETs. No entanto, os efeitos do exercicio
cronico e agudo em outra modalidade, com utilizacdo de diferentes intensidades no
processo da netose ainda ndo sdo conhecidos. Assim, este trabalho utilizou quatro
protocolos de prescricdo de corrida em esteira rolante em ratos, sendo eles: exercicio
fisico agudo (AGUDO), exercicio aerobio (AERO), exercicio intervalado de alta
intensidade ou High Intensity Interval Training (HIIT), sobretreinamento ou overtraining
(OVER) e grupo controle sedentéario (SED). O tempo de exposicdo ao exercicio fisico
foi de trés meses para grupos submetidos ao processo de treinamento, com
frequéncia de sessdes de cinco vezes por semana. Os controles de intensidade do
treinamento foram realizados por meio da velocidade correspondente ao percentual
do consume maximo de oxigénio. Nas analises das medidas corporais dos animais,
foi encontrada diferenca significativa no peso final entre os grupos HIIT e AERO. Em
relacdo ao consumo maximo de oxigénio no final do processo de treinamento, o grupo
submetido ao treinamento intervalado de alta intensidade foi maior em comparacéo
aos grupos AERO, AGUDO e SED. Na quantificagdo das NETs, ndo foram
encontradas diferencas significativas entre os grupos. Como concluséo, o trabalho
apresentou alteracdes de condicionamento fisico dos animais condizentes com as
expectativas do processo de treinamento, inclusive com modificacbes funcionais
cardiacas. Porém, a pratica da corrida, tanto em efeitos agudos como crénicos, nao
demonstrou diferenca na producéao de NETS.
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ASTRACT

The practice of regular physical exercise adds numerous health benefits, mainly to the
cardiovascular system, in which, for example, there is an increase in the contractile
function of the heart muscle. However, exercise intensity can act as a multiple stressor,
directly affecting energy, oxidative, neurohormonal, thermal and mechanical
metabolism. These changes result in mobilization and activation of leukocytes, acute
phase proteins, as well as changes in the fibrinolytic pathway and coagulation
cascade. In response to the aggressions caused by infections, inflammatory responses
and physiological stimuli such as acute physical exercise, neutrophils perform the
process of cell death called netosis. Recently, netose has been described, initially as
a third strategy (along with phagocytosis and degranulation) of death and pathogen
control. Its main formation is the NETs (neutrophil extracellular traps), which are
structures in yarn formats, composed of cytoplasmic and nuclear material that are
released in a coordinated and programmed way into the extracellular environment.
Considering that NETs may be involved in deleterious and physiological effects in
different systems, recently, pioneering work indicated that strenuous acute physical
exercise of swimming was accompanied by increased NETs. However, the effects of
chronic and acute exercise in another modality, using different intensities in the netose
process, are not yet known. Thus, this work utilized four treadmill running prescription
protocols in rats: acute physical exercise (ACUTE), aerobic exercise (AERO), high
intensity interval exercise or High Intensity Interval Training (HIIT), overtraining or
overtraining (OVER) and sedentary control group (SED). The physical exercise
exposure time was three months for groups submitted to the training process, with
frequency of sessions five times a week. The training intensity controls were performed
by means of the velocity corresponding to the percentage of the maximum oxygen
consumption. In the analysis of the body measurements of the animals, a significant
difference was found in the final weight between the HIIT and AERO groups. Regarding
the maximum oxygen consumption at the end of the training process, the group
submitted to the high intensity interval training was larger in comparison to the AERO,
ACUTE and SED groups. In the guantification of NETs, no significant differences were
found between groups. In conclusion, the work presented alterations in the physical
condition of the animals according to the expectations of the training process, including
with cardiac functional modifications. However, the practice of running, in both acute
and chronic effects, showed no difference in the production of NETSs.
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1. INTRODUCAO

Diversos estudos analisaram os efeitos do exercicio fisico no sistema
cardiovascular. Em situacdes de funcao ventricular normal ou de disfuncéo ventricular,
essa prética esta associada ao aumento da: frequéncia cardiaca maxima, volume
sistélico, débito cardiaco e enchimento diastolico do ventriculo esquerdo.
Adicionalmente, também resultou em aumento do fluxo sanguineo pela angiogénese
e melhora do metabolismo oxidativo do musculo esqueléticot-3).

Aspecto relevante a ser considerado € que os beneficios do exercicio fisico
no sistema cardiovascular ndo se restringem apenas aos efeitos hemodinamicos. O
exercicio fisico atua no sistema nervoso auténomo, diminuindo a atividade simpatica,
com aumento da atividade parassimpatica®. Atualmente, se aceita que as citocinas
inflamatorias desempenham papel fisiopatoldgico na progressdo da insuficiéncia
cardiaca. Nessas condicfes, a atividade fisica reduz os niveis plasmaticos dessas
citocinas como, por exemplo, o TNF-a e a interleucina 6. Em consequéncia das
acOes citadas anteriormente, pacientes com insuficiéncia cardiaca submetidos a
sessbes de exercicios fisicos, apresentam melhor qualidade de vida, com diminui¢éo
de hospitalizacdes cardiovasculares.

Em relacdo aos efeitos do exercicio fisico, com variagbes de intensidades
como o de endurance, sobre as variaveis funcionais e morfoldgicas cardiacas, estudos
em animais mostraram que o treinamento fisico aumentou os indices de funcéo
contrétil, em situacdes in vivo, em preparacées com musculo papilar isolado e em
estudos com coracdo isolado de ratos®°6). Do mesmo modo, em humanos, o
exercicio induziu processo de hipertrofia cardiaca, com aumento das cavidades

cardiacas, acompanhado de melhora de parametros funcionais, caracterizando
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adaptacao fisioldgica ao treinamento fisico®.

Assim, os beneficios do exercicio fisico no sistema cardiovascular séo
bastante consistentes. Por outro lado, os mecanismos fisiopatolégicos envolvidos
nesses efeitos benéficos ndo estdo completamente esclarecidos.

Nos ultimos anos, no entanto, evidéncias sugerem que o exercicio fisico,
qguando praticado em alta intensidade, pode resultar em efeitos deletérios para o
coracao ®).

O sistema imunoldgico também esta envolvido em reposta aos estimulos
provocados pelo exercicio fisico. A intensidade, duracdo e frequéncia do exercicio
fisico sdo variaveis que interferem na organizacdo da defesa organica sistémica ¥,

Nesse contexto inclui-se respostas especificas durante a realizacdo do
esforco muscular e logo apos seu término (efeito agudo). E também as respostas
adaptativas crbnicas que ocorrem apoés periodo de treinamento, que Sao responsaveis
pelo trafego, atividade e funcéo de leucécitos em sitios inflamatérios ©).

Assim, a prescricdo sobre a carga utlizada, com efeito na intensidade
percebida no exercicio fisico, é fundamental no desfecho relacionado a redistribuicdo
pos-exercicio de leucdcitos e organizacdo da defesa celular 9. Em situaces de
exercicios de alta intensidade (como os exercicios resistidos) foram descritas
neutrofilia aguda 112 monocitose e linfocitose 13.14),

Além disso, respostas referentes a circulacdo de leucécitos sédo reguladas
pela carga utilizada no estimulo que envolve o exercicio fisico, de forma analoga aos
estimulos de predominancia aerébia 11,

Por outro lado, sinaliza¢des imunoldgicas realizadas via producao de citocinas

anti e pro inflamatorias, como as interleucinas, sao oriundas da alteracdo encontrada
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na populacdo de neutréfilos 1%, Embora os mecanismos envolvidos desse fendmeno
nao estejam esclarecidos, mas, conforme comentado anteriormente, o papel da
inflamacdo ndo pode ser descartado. Neste caso, aspecto importante a ser
considerado € que um dos principais moduladores do processo inflamatério € o
neutrofilo.

Os neutrofilos constituem cerca de 50 a 70% do total de leucocitos circulantes
na corrente sanguinea e sdo recrutadas para o sitio de infeccdo por sinais
qguimiotaticos. Inicialmente, através de interacdes transitorias entre moléculas de
adesdo da familia das selectinas (presentes em células endoteliais e neutrofilos)
ocorre o rolamento pela parede do vaso sanguineo adjacente ao sitio de inflamacéo.
Apos firme adeséo, os neutrdfilos realizam a diapedese, processo pelo qual migram
entre as células endoteliais para alcancar o sitio de infeccdo extravascular em que
ocorrera a resposta®).

Apés o contato com o patdgeno, os neutréfilos podem fagocitar os
microrganismos, que séo aprisionados dentro destas células em vesiculas chamadas
fagossomos. Posteriormente, os granulos intracelulares se fundem ao fagossomo,
dando origem aos fagolisossomos, estruturas nas quais 0s patdégenos sao mortos pela
combinacdo de mecanismos dependentes e independentes de oxigénio@®),

No mecanismo dependente de oxigénio, a enzima NADPH-oxidase localizada
na membrana e citoplasma celular se liga a membrana fagossomal e transfere
elétrons ao oxigénio molecular, o que resulta na formacgdo do anion superoxido (O2).
O superodxido é decomposto através da enzima superoxido dismutase (SOD), gerando
peréxido de hidrogénio (H20:2), que por sua vez pode atuar como substrato para acao

da mieloperoxidase (MPO) que culmina na produc¢éo de acido hipocloroso (HCIO), o
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mais importante composto oxidante com funcéo bactericida dos neutréfilos®”). Assim,
0 estresse oxidativo parece ser importante modulador da resposta inflamatéria.

O mecanismo independente de oxigénio consiste na descarga direta do
conteudo dos granulos presentes nestas células. Os granulos primarios, secundarios
e terciarios possuem proteinas com funcdes microbicidas tais como: lactoferrina,
lipocalina, lisozima, metaloproteinases, a-defensina, catepsina G, mieloperoxidase
entre outras®”).

No ano de 2004, foi descrito por Brinkmann e colaboradores uma terceira
funcao efetora de neutrofilos contra microrganismos. Esta nova estratégia se refere a
capacidade dos neutrofilos lancarem redes extracelulares compostas por proteinas
derivadas do citoplasma celular, e surpreendentemente, por DNA. O mecanismo de
extrusdo destas redes foi denominado NETose, e as redes em si, NETs (neutrophil
extracelular traps). As NETs séo estruturas complexas, compostas por milhares de
filamentos de aproximadamente 15nm de diametro que se entrelagam formando redes
extracelulares(®), Varios estimulos s&o capazes de induzir a liberacéo das NETSs, entre
eles citocinas como IL-8, IFN-y, GM-CSF; PMA, LPS, Mycobacteruim tuberculosis,
Escherichia coli, Leishmania amazonesis, Candida albicans, Aspergillus fumigatus
entre outros de uma lista crescente de indutores de NETsS. Sabe-se que apenas um
terco dos neutrofilos € capaz de lancar mao desta estratégia e sugere-se o
envolvimento de receptores como os do tipo Toll, Fc e citocinas nesta via de ativacao
(12) A formacéo das NETs aparenta ser uma nova forma de morte celular ativa que
difere em muitos aspectos da necrose bem como da apoptose(18-20),

No processo de formacdo das NETs, um ponto de concordancia entre os

trabalhos € a importancia da descondensacéao da cromatina devido a acédo da enzima
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peptidil arginina deiminase 4 (PAD4). A converséao de residuos de arginina em citrulina
no nucleo celular elimina a sua carga positiva, contribuindo para a destruicdo da
ligacdo ibnica entre o DNA e as histonas e permite que estas estruturas se dispersem
para a formacgdo das NETs(8),

Outro aspecto relevante € que as NETs podem funcionar como promotoras de
doencas. Nesse sentido, muitas moléculas presentes nas NETs, tais como
mieloperoxidase, histonas e DNA representam auto-antigenos em doencas
autoimunes sistémicas.

Em vasculites, muitos pacientes desenvolvem anticorpos contra citoplasma
de neutréfilos (ANCA), os quais apresentam reatividade especifica contra o0s
marcadores moleculares desta doenca: proteinase 3 (PR3) e MPO, constituintes das
NETs. Sabe-se que durante a netose, ha liberacdo de IL-17 por neutrofilos e
mastdcitos, e esta citocina € um fator chave para o desenvolvimento de psoriase @9,
fato que correlaciona o desenvolvimento da doenca e producao de NETs. Evidéncias
indicam o desbalanco entre producao/degradacéo de NETs em pacientes com lupus
eritematoso sistémico, sendo que a producao aberrante de NETs é responsavel pelos
danos teciduais e producgéo de auto antigenos 2, A sindrome de Felty € uma doenca
autoimune caracterizada pela presenca de artrite reumatodide, esplenomegalia e
neutropenia. Nesta doenca, auto anticorpos contra histonas deiminadas por PAD4 sao
marcadores moleculares, o que também relaciona a presenca de NETs com a
sindrome 3. Também foi apresentada recentemente a ligacdo das NETs com
processos metastaticos no cancer pulmonar por meio do equilibrio redox do plasma
como regulador endogeno da netose e das metastases com origem no tecido

pulmonar®®. As NETs, quando presentes em vasos sanguineos podem representar
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estimulo para a formacédo de trombos por promover adesdo de hemacias a estas
estruturas e concentrar proteinas e fatores envolvidos na coagulacéo.

Em exercicio fisico, a prescricdo de variaveis como a intensidade e a duracéo
das sessdes que compde o processo de treinamento ou um Unico estimulo tem um
importante impacto sobre respostas imunes inatas e adaptativas. O namero de
linfécitos no sangue é influenciado pela intensidade do esforco, no mesmo momento
que a duracdo do exercicio exerce influéncia sobre o nimero de neutrofilos e na
contagem total de leucocitos. Assim, a linfocitopenia é maior ap0s estimulo de alta
intensidade. Nessa sequéncia, a intensidade do exercicio aumenta a contagem de
monaocitos durante a realizacao e apos a realizacéo de esforco prolongado. A atividade
das células NK ndo sofre alteracdo com exercicio agudo em intensidade mais amenas,
porém aumenta quando o esforco é realizado de forma intensa e prolongada.
Alteracfes na funcéo das células T apds exercicio agudo parecem ser proporcional a
intensidade e durac&o do exercicio@>-31),

Os neutrdfilos por sua vez, sdo mobilizados com estimulos fisicos sendo a
netose resultante do esforco de alta intensidade®®. Também é possivel notar que
durante os estagios iniciais da recuperacao apés a sessao de exercicio (dentro de 30
a 60 minutos apds o exercicio), ocorre neutrofilia sustentada (elevada contagem de
neutréfilos no sangue). Desta maneira, 0 exercicio agudo de intensidade moderada,
embora aumente a quimiotaxia de neutréfilos, ndo contribui para sua capacidade de
aderir ao endotélio (primeiro passo na migracao de neutroéfilos para locais de lesdo ou
infecgdo). Em conjunto com a netose, sdo encontradas atividades fagocitaria e de
degranulagao®?),

Considerando que as NETs podem estar envolvidas em efeitos deletérios ou
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fisiolégicos em diferentes sistemas, recentemente, trabalho pioneiro indicou que o
exercicio fisico agudo e extenuante foi acompanhado por aumento de NETs@®, No
entanto, os efeitos do exercicio cronico, de diferentes intensidades, no processo de

netose nao sdo conhecidos.
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2. HIPOTESE

A hipotese deste trabalho é de que os efeitos cronicos da exposicdo ao

exercicio com utilizacdo do método intervalado de alta intensidade e sobretreino sao

responsaveis por influenciar o processo de netose e provocar repercussoes cardiacas.
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3. OBJETIVO

Avaliar os efeitos cardiovasculares do processo de sobretreino e do

exercicio fisico realizado em baixa, moderada e alta intensidades e relacionar esses

efeitos com a netose, em modelo experimental.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Delineamento Experimental

O protocolo experimental do presente trabalho foi submetido a Comissao
de Etica em Experimentacdo Animal da Faculdade de Medicina de Botucatu e esta
aprovado sob o processo 1139-2015 conforme com os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal.

Foram utilizados para esse experimento 60 ratos Wistar machos, pesando
entre 200-250g no inicio do processo de treinamento. Os animais foram provenientes
do Biotério da Faculdade de Medicina da USP. Esses foram mantidos em gaiolas para
recuperacado individual, alimentados com racdo comercial padréo e livre acesso a
agua, com controle de luz (ciclos de 12 horas) com adaptacdo de duas semanas antes
do inicio do protocolo, de temperatura (aproximadamente 25° C) e de umidade. O
espaco utilizado para acomodacéo das caixas individuais foi disponibilizado de forma
exclusiva com o objetivo de isolar o ambiente de outros animais.

Os animais foram divididos por sorteio em 5 grupos: SED, animais que
permaneceram sedentarios durante o transcorrer do experimento (n=12); AERO,
submetidos a exercicio fisico moderado continuo com ativacdo do metabolismo
aerébio (n=12); HIIT, animais que foram submetidos a treinamento intervalado de alta
intensidade (high intensity interval trainig) (n=12); AGUDO, animais que foram
submetidos a exercicio fisico de alta intensidade em apenas uma sessao (efeito
agudo) (n=12) e OVER, animais que foram submetidos a sobretreino (overtraining)
com aumento do volume do treinamento (n=12). Apos 3 meses, 0s animais foram

submetidos a estudo funcional, morfométrico e bioquimico.
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4.2 Protocolo de Exercicio Fisico

Os animais foram submetidos ao exercicio fisico em esteira rolante, com
controle de intensidade e duracdo digitais. As sessOes de treinamento foram
realizadas nos periodos da manha e tarde (quando ocorreram mais sessdes) em todos
os dias de treinamento em sala com ciclo invertido e luz vermelha simulando ambiente
de baixa luminosidade.

A intensidade foi controlada por meio da velocidade de deslocamento da
lona e intervalos entre os estimulos no caso do treinamento intervalado. No grupo
submetido ao sobretreinamento, os animais foram submetidos ao incremento de
volume de treinamento com o acréscimo de mais uma sessao no periodo de 24 horas.

Na primeira semana de treinamento os animais foram submetidos ao
exercicio por trinta minutos. A partir da segunda semana de treinamento, os animais
gue se exercitaram, correram por uma hora de forma que as modificacdes referentes
a intensidade tenham sido realizadas com acréscimo de velocidade. A frequéncia de
treinamento foi de cinco dias por semana até o final do periodo experimental. Durante
todo o periodo de execucdo do protocolo de exercicio, 0s grupos controle e de
exercicio fisico agudo permaneceram inativos, sendo que somente os ratos do grupo
agudo realizaram sessao Unica até a exaustdo. Os protocolos de treinamento estao

representados no quadro 1.
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Aerébio HIIT Agudo Sobretreino

% N=12 N=12 N=12 N=12
E %\V0Oz | Duracdo %V O:2 Duracdo %V0z | Duracdo | %VO:z | Duracdo
@1 Maximo (min) Maximo (min) Maximo (min) | Maximo (min)

1 50 30 50 30 = 50 30

2 50 60 507 80 | 60 (3772.57) N 60 60

3 50 60 507 290+ | 60 (372,57 - 70 B0

] 50 60 50% 290 | 60 (372,57 - a0 60

5 =0 60 50% 290% | 60 (3%/2,5%) - 80 60

6 a0 60 50% 290%= | 60 (3%/2,5%) - - 80 60

T 30 60 50% =90*= | 60 (3%/2,5%) - 80 60

g =0 60 50% 290% | 60 (3%/2,5%) - 80 60

9 50 60 507 290= | 60 (3%/2,5%) - 80 60

101 50 60 | 507290 | 60 (372,57 - 20| 60 (2xdia)
11 50 60 507 290 | 60 (372,57 - 30 60 (2xdia)
12 20 60 50+ 290= | 60 (3%2.5%) | 100 Fadiga 80 60(3xdia)

Quadro 1 — Protocolo de treinamento realizado nos grupos submetidos ao exercicio
fisico. * periodo de baixa intensidade; ** periodo de alta intensidade
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4.3 . Analise de Consumo Maximo de Oxigénio

Na semana que antecedeu o periodo de treinamento, foram realizadas as
primeiras avaliacdes do consumo de oxigénio em animais escolhidos aleatoriamente
dentro dos grupos. Para realizacao dos testes, foram selecionados quatro animais por
grupo com o objetivo de nédo prolongar o periodo das avaliacfes, pois cada periodo
de teste teve duracdo de dois dias. Apds o inicio do protocolo, foram realizadas
avaliacbes a cada quatro semanas para atualizacdo do percentual do consumo

maximo do oxigénio e, consequentemente, as velocidades utilizadas no treinamento

(Figura 1).
1° Teste de 2° Teste de 3° Teste de 4° Teste de
VO, Max. VO, Max. VO, Max. VO, Max.

< < -

1 213 )45 6| 7)) 8 9 |10 |11 |12

v Semanas

Periodo de
adaptagao

Figura 1 — Representacao dos periodos (semanas) em que foram realizadas as avaliagdes de
Consumo Maximo de Oxigénio (VO2 Max.).

Os animais foram submetidos ao teste de esforco maximo para medir o
consumo méaximo de oxigénio (VO2 Méx.), com o objetivo de detectar a velocidade
correspondente ao consumo de oxigénio utilizada em cada momento no
desenvolvimento do protocolo. O VO2 Max. foi medido por analisador de oxigénio,
criado pela AVS Projetos®, localizado no interior de um modem conectado a um
sistema que capta informacdes das concentracdes de oxigénio com a frequéncia de

1Hz.



A esteira rolante se localiza dentro de uma caixa acrilica vedada com
controle de velocidade digital. Embora o dispositivo para incremento de velocidade
estivesse disponivel no display da esteira, foi utilizado o software AQCAD da AVS
Projetos® com programacéao prépria no controle do incremento de velocidade por um
tempo pré-programado. Todo os equipamentos foram anexados em computador
responsavel pelo controle do teste em tempo real e armazenar as informacdes
coletadas.

O ar ambiente foi controlado por dispositivo responsavel por bombear para
a camara fechada o ar com fluxo de 3,5 I/min. Amostras deste ar foram utilizadas para
medir a variacao de oxigénio dentro da camara durante a corrida durante o protocolo.
O analisador foi calibrado a cada teste novo com ar ambiente com o objetivo de
equalizar as amostras de ar. Todas as avaliacdes foram realizadas na sala com luz

vermelha simulando o ambiente de treinamento com ciclo invertido (Fig. 2).

Figura 2 — Analisador de oxigénio (centro), esteira rolante (esquerda) e
computador (direita) utilizados na quantificacdo do consumo de oxigénio dos
animais em cada periodo do processo de treinamento.
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Durante a corrida, uma grade de aco inoxidavel foi alocada no final da pista
e, quando tocada pelo animal, fornecia estimulo elétrico para manté-lo correndo até o
final do teste. Entretanto, a area total da pista garantia que o animal dispunha de
espaco suficiente para correr sem ter contato constante com o aparato.

No procedimento de quantificacdo do consumo de oxigénio, os animais
submetidos ao teste de esforgo realizaram 5 minutos de aquecimento em velocidade
de 8m/min antes do inicio do protocolo. A velocidade inicial do teste foi de 20m/min.
Cada estagio continha 3 minutos de duragdo e acréscimo de 3m/min ao final deste
periodo (tabela 1). Os critérios para obtencdo do consumo maximo de oxigénio foram
conquistados com a estabilizacdo no consumo de oxigénio mesmo com acréscimo de
velocidade e/ou presenca de exaustiao(®3:34),

Para serem determinadas as velocidades utilizadas em cada estagio nos
grupos submetidos ao treinamento, foram encontrados os percentuais descritos para
cada treinamento e, posteriormente, analisada a velocidade correspondente a

velocidade do percentual do consumo de oxigénio.
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Estagio Tempo Velocidade Distancia
(minutos) (m/min)

B

2 6’ 13 108

4 12’ 19 480

6 18’ 25 780

8 24 31 1332

11 30’ 37 2028

13 36’ 43 2868

15 42’ 49 3852

17 48’ 55 4980

19 54’ 61 6198

Tabela 1. Protocolo com intensidade (velocidade) crescente utilizado na
realizacdo do teste de consumo méximo. A distancia descrita é a registrada
ao final de cada estéagio.
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4.4.Estudo Ecocardiografico

ApoOs trés meses, os ratos foram anestesiados com cloridrato de
guetamina (50 mg/kg) e xilazina (1 mg/kg) via intramuscular. Apos a sedacao do
animal, foi realizada tricotomia da regido anterior do tGrax e 0s animais posicionados
em decubito lateral esquerdo para realizacdo do ecocardiograma transtoracico. A
avaliacao foi realizada em sala escura preparada para a realizacdo do mesmo.

Foi utilizado equipamento da General Electric Medical Systems, modelo
Vivid S6 (Tirat Carmel, Israel), dotado de transdutor multifrequencial de 5 a 11,5 MHz.
A avaliacdo dos fluxos transvalvar mitral e adrtico foi realizada com o mesmo
transdutor operando em 5,0 MHz. Todas as variaveis morfolégicas e funcionais do
coracao foram obtidas de acordo com as recomendacdes da American Society of
Echocardiography®® e ja validadas no modelo de ratos no nosso laboratério(36-41),

As estruturas cardiacas foram medidas em, pelo menos, cinco ciclos
cardiacos consecutivos. As seguintes estruturas foram avaliadas: diametros
diastélico (DDVE) e sistélico (DSVE) do ventriculo esquerdo (VE); espessura
diastélica (EDPP) da parede posterior do VE; espessura diastélica do septo
interventricular (EDSIV); e diametro da aorta (AO) e do atrio esquerdo (AE) “¥2. A
espessura relativa do VE foi calculada pela férmula [(2 x EDPP) / DDVE]“3). A fungdo
sistélica do VE foi avaliada pelos seguintes indices: 1) porcentagem de encurtamento
endocardico (% Enc. Endo): [[DDVE — DSVE)/DDVE]; 2) velocidade de encurtamento
da parede posterior (VEPP), que é a tangente maxima do movimento sistélico da
parede posterior; 3) fracdo de variacdo das areas sistolica e diastolica da cavidade
ventricular; 4) velocidade maxima de deslocamento sistélico do anel mitral (onda S)

obtida por Doppler tissular. Adicionalmente foi calculado o indice de performance
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miocardica do VE (indice de Tei)®4. A funcao diastélica do VE foi analisada pelos
seguintes indices: 1) razéo entre os picos de velocidade de fluxo de enchimento inicial
(onda E) e da contracdo atrial (onda A) do fluxo transmitral; 2) tempo de
desaceleracdo da onda E (TDE); 3) tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV); 4)
pico de velocidade de deslocamento diastdlico inicial do anel mitral (E’) e pico de
velocidade de deslocamento diastdlico tardio do anel mitral (A’) obtidas por Doppler

tissular; e 5) razdo entre as ondas E e E’ (E/E")“#549),

4.5. Coleta de Material Biologico

Os animais foram sacrificados com dose excessiva de tiopental (100 mg/kg)
e 0 sangue foi coletado antes da retirada do coracéo, figado e pulméo. O sangue foi
centrifugado a 20.000 rpm por 10 minutos para obtencéo do soro que, posteriormente
foi congelado a —80° C. O figado e pulméao foram colocados em soro fisiolégico para
retirada do excesso de sangue e em seguida secados com tecido apropriado e
pesados. Apés o estudo, o coracao foi dissecado, separando-se o ventriculo esquerdo
(VE) do ventriculo direito (VD) e obtido o peso de ambos. Em seguida o VE foi
seccionado a 4 mm da ponta em fragmento de 3 mm colocado em ambiente com baixa
temperatura. Peso umido do VE, VD, figado e pulmao foram aferidos em balanca de
precisdo. Apés esse procedimento, os VE obtidos foram guardados em formol
tamponado (formol 100%, agua deionizada, fosfato de sddio monobésico e fosfato de
sédio dibasico) por 24 horas, depois lavados em &agua corrente em mais 24h e
posteriormente colocados em alcool 70%, antes de serem parafinizados. Os tecidos
cardiacos e o plasma colhido foram congelados em equipamento com temperatura

meédia de —80° C. O material foi congelado para que pudesse ser posteriormente
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processado e submetido a determinacfes bioquimicas da formacdo das Redes

Extracelulares dos Neutrofilos.

4.6. Avaliacdo das NETs

O sangue coletado no momento do sacrifio dos animais e posteriormente
processado de forma a subtrair-se o plasma que foi utilizado para essa analise. O
procedimento de ELISA para quantificacdo das NETSs foi realizado por mensuracéo de
fluorescéncia do complexo MPO-DNA (Nets) com auxilio do kit Pico Green®. No
primeiro dia, uma placa anti-MPO (Abcam, cat no90810) foi sensibilizada na
concentragéo de 5ug/ml e deixada em overnight em caAmara Umida. No dia seguinte,
a placa foi lavada por quatro vezes com solucdo de lavagem (PBS e Tween 20 a
0,05%). As reac0des inespecificas foram bloqueadas com PBS acrescido de BSA a 2%
por 2 horas em temperatura ambiente. Apds esse procedimento, a placa foi lavada
novamente por quatro vezes consecutivas. Entdo foi adicionada 50ul das amostras
obtidas dos plasmas coletados. Foram adicionados também nos pocos
correspondentes a curva PBS com mesmo volume das amostras. Apés este
procedimento a placa foi incubada overnight na geladeira em camara Umida. No
terceiro dia, a placa foi novamente lavada por quatro vezes para eliminar o excesso
de amostras ndo reagentes. Foram diluidos em tubo plastico as concentracées
recomendadas no kit para formacgéo das curvas padrdes. O tampéo foi adicionado nos
pocos onde se encontravam as amostras. Em seguida, foram adicionadas as sondas
de deteccao de material genético (DNA — kit Pico Green) e incubado por 5 minutos em
temperatura ambiente, sob protecdo de luz. A leitura foi realizada em leitor de

fluorescéncia com emisséo de 525 e excitagéo de 488.
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4.7. ANALISE ESTATISTICA

Os valores paramétricos obtidos foram apresentados como média e desvio
padrdo. As comparacdes entre os grupos foram realizadas por analise de variancia
(ANOVA) de uma via, complementados pelo teste de Tukey.

Os dados que nao apresentaram distribuicdo normal foram mostrados como
mediana e intervalo interquartil e foram comparados pelo teste de Kruskal-Wallis,

complementados pelo teste de Dunn. O nivel de significancia adotado foi de 5%.
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5. RESULTADOS
5.1 Peso Corporal

Os animais dos grupos que realizaram exercicio fisico (grupos HIIT e AERO)
apresentaram diferenca estatisticamente significativa no peso corporal ao final do

periodo de exposi¢cao aos tratamentos.

A diferenca entre as médias dos pesos corporais dos animais submetidos ao
exercicio aerébio dos que realizaram exercicio intervalado de alta intensidade (HIIT),
bem como os valores obtidos em cada grupo estdo demonstrados na figura abaixo:

PESO CORPORAL DOS ANIMAIS AO FINAL DO EXPERIMENTO
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b
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SED AGUDO HIIT AERO OVER
Grupos

Figura 3 — Médias dos pesos corporais dos animais dos grupos: sedentario (SED),
exercicio fisico agudo (AGUDO), exercicio intervalado de alta intensidade (HIIT), exercicio
fisico com predominancia aerdbia (AERO) e sobretreino (OVER) ao final de trés meses.
Valor da diferenca entre os grupos HIIT e AERO com p=0,02. Letras diferentes indicam
diferencas entre os grupos.
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Para equalizar as medidas dos pesos corporais obtidos nos animais alocadaos
em cada grupo, segundo a intervencao, foi realizado célculo que considerou a medida
meédia de peso corporal realizada no inicio do protocolo com a ultima medida apos o
protocolo de treinamento (Figura 4).

A PESO CORPORAL DOS ANIMAIS
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SED AGUDO HIT AERO OVER
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Figura 4 — Médias das diferen¢as dos pesos corporais dos animais obtidos no inicio e final do
treinamento. Os grupos sdo: sedentario (SED), exercicio fisico agudo (AGUDO), exercicio
intervalado de alta intensidade (HIIT), exercicio fisico com predominancia aerébia (AERO) e
sobretreino (OVER) ao final de trés meses. Valor da diferenca entre os grupos HIIT e AERO
com p=0,028. Letras diferentes indicam diferencas entre os grupos.
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5.2. Consumo Maximo de Oxigénio

Para analisar as alteracbes do consumo de oxigénio nos treinamentos
propostos e posteriormente utilizar esses parametros na atualizacéo das velocidades
dos treinamentos, foram avaliados o valor do consumo de oxigénio absolutos, relativo
ao peso corporal do animal e velocidade final de cada teste.

A igualdade de consumo de oxigénio relativo (consumo de oxigénio corrigido
pelo peso corporal) entre os grupos antes do inicio do protocolo (MO) de exercicio
fisico esta apresentada abaixo (Figura 5).

1° TESTE DE CONSUMO MAXIMO DE OXIGENIO
140
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100 | T T I

VO2 Maximo relativo (mlkg/min-1)
H=N [ay] (%]
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Grupos

Figura 5 — Médias dos consumos maximos de oxigénio no inicio do experimento dos grupos: sedentario
(SED), exercicio fisico agudo (AGUDO), exercicio intervalado de alta intensidade (HIIT), exercicio fisico
com predominancia aerdbia (AERO) e sobretreino (OVER) ao final de trés meses. (p=0,698).
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Na segunda avaliacdo foi encontrada diferenca entre o grupo de exercicio
intervalado de alta intensidade (HIIT) em comparacdo aos grupos sedentario e
exercicio agudo (sessado Unica ao final do experimento). Essas estdo apresentadas
abaixo (Figura 6).

2° TESTE DE CONSUMO MAXIMO DE OXIGENIO
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Figura 6 — Médias dos consumos maximos de oxigénio na avaliacdo realizada apoés trinta dias de
treinanemento. Os grupos apresentados sdo: sedentario (SED), exercicio fisico agudo (AGUDO),
exercicio intervalado de alta intensidade (HIIT), exercicio fisico com predominancia aerébia (AERO) e
sobretreino (OVER) ao final de trés meses. (p=0,698). Letras diferentes indicam diferencas entre os
grupos.
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Na terceira bateria de testes, as comparacdes entre 0S grupos que
permaneceram ativos durante o processo apontaram maiores consumos de oxigénio
maximo como mostra a figura a seguir (Figura 7).

3° TESTE DE CONSUMO MAXIMO DE OXIGENIO
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Figura 7 — Médias dos consumos maximos de oxigénio na avaliacdo realizada apoés trinta dias de
treinanemento. Os grupos apresentados sdo: sedentario (SED), exercicio fisico agudo (AGUDO),
exercicio intervalado de alta intensidade (HIIT), exercicio fisico com predominancia aerébia (AERO) e
sobretreino (OVER) ao final de trés meses. (p=0,698). Letras diferentes indicam diferencas entre os
grupos.
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Na avaliacdo final, apds aplicacdo de treinamento em esteira rolante com
duracdo de 3 meses, as compara¢des entre 0S grupos que permaneceram ativos
durante o processo apontaram maiores consumos de oxigénio maximo como mostra

a figura abaixo (Figura 8).

4° TESTE DE CONSUMO MAXIMO DE OXIGENIO
d
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Figura 8 — Médias dos consumos méaximos de oxigénio na avaliacéo realizada apds o periodo de 90
dias de treinanemento. Os grupos apresentados sdo: sedentario (SED), exercicio fisico agudo
(AGUDO), exercicio intervalado de alta intensidade (HIIT), exercicio fisico com predominancia aerdbia
(AERO) e sobretreino (OVER). Ao final de trés meses, foram encontradas as seguintes diferencas:
(p=0,698). Letras diferentes indicam diferencas entre 0s grupos.

A comparacao entre os periodos em que cada teste foi realizado, com os dados
estatisticos aplicados em comparagfes entre 0s grupos em cada momento, esta

apresentado abaixo (Figura 9).
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CONSUMOS MAXIMOS DE OXIGENIO OBTIDOS NAS AVALIACOES DURANTE O TREINAMENTO
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Figura 9 — Os resultados mostrados no grafico acima sédo comparacdes realizadas apenas entre os resultados obtidos no mesmo periodo. Os grupos sao:
sedentario (SED); exercicio fisico agudo (AGUDO); exercicio intervalado de alta intensidade (HIIT); exercicio fisico com predominancia aerébia (AERO); e
sobretreino (OVER). A primeira avalicao esté representada como MO; a segunda como M1, a terceira como M2 e a gaurta como M3. Os valores das diferencas
entre os sdo em M1: HIIT x AGUDO (p=0,002); HIIT x SED (p=0,011). M2: HIT x AGUDO (p<0,001); HIIT x SED (p<0,001); HIIT X AERO (p=0,003); OVER x
AGUDO (p<0,001); OVER x SED (p<0,001); AERO x AGUDO (p=0,002); AERO x SED (p=0,002). M3: HIIT x AGUDO (p<0,001); HIIT x SED ((p<0,001); HIIT
x AERO (p=0,007); (OVER x AGUDO (p=0,002); OVER x SED (p=0,003); AERO x AGUDO (p=0,041). Letras diferentes indicam diferencas entre os grupos.



5.3 Velocidade e Volume de Treinamento

Os ratos pertencentes ao grupo de animais sedentarios ndo participaram do
processo de treinamento. Mesmo assim, participaram das avaliagcbes de consumo
maximo de oxigénio com o objetivo de serem o padrdo de comparacao para animais
nao submetidos as alteracbes decorrentes da aplicagcdo crbnica da corrida. As
velocidades utilizadas em cada fase do desenvolvimento dos protocolos de
treinamento estdo apresentadas abaixo (tabela 2).

VELOCIDADE (m/min)

GRUPOS mO0—ml ml-—m?2 m2 —m3
AGUDO X X 24

la semana: 16
HIT 2a semana: 16 — 27 19 -39 21 - 45

3a semana: 16 — 33

AERO 24 27 30
OVER la semana: 16

2a semana: 19 36 39

3a semana: 24

4a semana: 27

Tabela 2. Velocidades utilizadas nos grupos que passaram pelo
processo de treinamento. Valores expressos em metros por minuto
(m/min).

O grupo submetido a sessao Unica de treinamento realizou o exercicio
fisico no final do experimento. O esfor¢co Unico culminou na fadiga do animal durante
aproximadamente 5 minutos de exercicio. A fadiga foi detectada pela néo
permanéncia na pista do animal. A velocidade de 24 m/min utilizada na sesséo foi
calculada pelo resultado da média da velocidade obtida na ultima anélise de consumo
de oxigénio.

Os animais treinados com esforco dentro da zona de formacao de energia pela
via aerObia tiveram aumento gradativo da velocidade correspondente a 50% do
consumo maximo de oxigénio. Dessa forma, foram utilizadas as velocidades de 16
m/min na primeira semana. Nos primeiros trinta dias foram realizados acréscimos na

velocidade para adaptacédo dos animais ao exercicio fisico. A velocidade de 27m/min



do trigésimo ao sexagésimo e 30/min do sexagésimo até o final do experimento.
Sobre o volume de treinamento realizado para cada grupo, a tabela 3 apresenta

as distancias percorridas em cada sessao de treinamento segundo o periodo de

treinamento. Esses periodos demonstram um intervalo de 4 semanas, sendo que nas

primeiras semanas os grupos HIIT e OVER passaram por adaptacdes de velocidade

(tabela 3).
VOLUME (m)
GRUPOS mO0—ml ml-m?2 m2 — m3
AGUDO X X 360
la semana: 480
HIT 2a semana: 1210 1645 1875
3a semana: 16 — 33
1390
AERO 720 1620 1800
OVER la semana: 480
2a semana: 1140 2160 2340
3a semana: 1440
4a semana: 1620

Tabela 3. Distancias percorridas pelos grupos que passaram pelo
processo de treinamento. Valores expressos em metros (m).

5.4 Ecocardiograma

As diferencas das variaveis obtidas no exame de ecocardiograma estao
apresentadas a seguir. Na tabela 4 estdo apresentadas as variaveis morfolégicas que
demostraram alteracfées nas estruturas do diametro sistolico do ventriculo esquerdo,
diametro diastolico do ventriculo esquerdo pelo peso corporal e indice de massa do
ventriculo esquerdo. Na tabela 5 estdo apresentadas as variaveis funcionais que
demostraram alteracdes nas funcdes do percentual de encurtamento, fracdo de

ejecao e velocidade de encurtamento da parede posterior.

53



Tabela 4 - Variaveis morfologicas avaliadas pelo ecocardiograma

Grupo SED Grupo AGUDO Grupo HIIT Grupo AERO Grupo OVER

Variaveis (n=12) (n=12) (n=12) (n=12) (n=12) p
PC (9) 393,8+19,7 383,2+30,3 359+34,8 a 400,7+41,8 b 377,7+26,0 0,02
DDVE (mm) 7,4 (7,2-7,9) 7,2 (6,9-7,7) 7.2 (6,8-7,4) 6,9 (6,7-7,1) 7,2(6,6-7,6) 0,198
DSVE (mm) 3,6+0,62 3,240,520 2,6+0,0,5°4 2,7+0,0,6°4 3,1+0,5200 0,004
DDVE/PC (mmikg) 19,1152 20,5+1,72 18,8+1,62° 17,7+1,8° 19,1+0,7%° <0,001
EDSIV (mm) 1,240,08 1,240,03 1,240,06 1,240,03 1,240,06 0,360
EDPP (mm) 1,240,06 1,240,03 1,240,07 1,240,03 1,240,05 0,427
Esp. Rel. 0,30,02 0,30,01 0,30,02 0,30,01 0,340,02 0,572
IMVE (g/kg) 1,5£0,2%° 1,6+0,12 1,4+0,1%° 1,3+0,1° 1,5:0,12 0,002
AE (mm) 5,2+0,1 5,240,1 5,30,3 5,30,1 5,240,3 0,561
AE/PC (mm/kg) 13,6 (13,0-13,8) 14,6 (13,6-15,9) 143 (13,1-14,9) 13,1 (11,8-14,3) 13,6 (13,3-14,5) 0,052
AO (mm) 3,940,1 3,940,1 3,940,1 3,940,1 3,940,1 0,747
AE/AO 1,3+0,04 1,30,03 1,30,07 1,30,08 1,30,06 0,286

SED: sedentérios; AGUDO: exercicio fisico agudo (sessdo Unica); HIIT: treinamento intervalado de alta intensidade; AERO: exercicio aerébio; OVER: sobretreino (overtraining)
PC: Peso corporal; DDVE: Diametro diastélico do ventriculo esquerdo; DSVE: Diametro sistélico do ventriculo esquerdo; EDSIV: Espessura diastélica do septo intraventricular;
EDPP: Espessura diastolica da parede posterior do ventriculo esquerdo; Esp.Rel.: espessura relativa do ventriculo esquerdo; IMVE: indice de massa do ventriculo esquerdo;
AE: Diametro do atrio esquerdo; AO: Diametro da artéria aorta. Os dados foram expressos em média e desvio padrao ou mediana com percentil 25 e 75 (para distribuicdo ndo

paramétrica). Variaveis normalizadas para realizagcdo do teste ANOVA de uma via complementado pelo teste de Tukey.
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Tabela 5 - Variaveis funcionais avaliadas pelo ecocardiograma

Grupo SED  Grupo AGUDO Grupo HIT Grupo AERO Grupo OVER

Variaveis (n=12) (n=12) (n=12) (n=12) (n=12) p

FC (bpm) 307,0£64,3 332,2454,5 364,165,5 354,4+36,8 352,0+46,5 0,116
% Enc. Endo (%) 51,4+5,62 55,3+7,32° 63,6£7,7° 61,4+8,0°C 56,6+4,9 0,034
Fracdo de Ejecdo (%) 89 (84-91)2 91 (88-93)2° 95 (92-97)° 94 (90-96)2° 92 (89-93)3° 0,002
VEPP (mm/s) 44,144,323 46,945,130 53,0:9,1° 46,4+7,7%P 43,8+3,72 0,013
TRIV (ms) 22 (18-26) 24 (22-24) 22 (20-22) 20(18-22) 24 (22-24) 0,080
TDE (ms) 49,1%5,0 46,8+2,9 47,249,8 40,2+7,0 39,5£6,5 0,056
E Mitral (cm/s) 76,0 (69,5-77,0)  74,5(66,2-81,2) 71,0 (67,0-77,0) 76,0 (74,2-82,5) 71,0 (68,0-82,0) 0,654
A Mitral (cm/s) 51,0 (47,7-54,2) 49,5 (45,0-74,0) 60,0 (53,0-85,0) 60,5 (58,2-81,0) 49,0 (45,0-74,0) 0,075
E’ Média (cm/s) 3,2 (2,9-3,9) 3,0 (2,9-3,6) 3,7 (3,4-3,9) 3,6(3,24,0)  3,3(3,04,2) 0,299
A’ Média (cm/s) 4,7 (3,9-5,5) 4,9 (4,4-5,1) 5,5 (3,6-5,8) 51(4,856) 4,8 (4,6-5,0) 0,593
S Média (cm/s) 3,5:0,3 3,7£0,4 3,8+0,2 3,8£0,3 3,7£0,2 0,101
E/A 22,4£3,2 23,4£2,4 20,6£2,2 21,743,2 21,4+4,5 0,617

SED: sedentéarios; AGUDO: exercicio fisico agudo (sessao Unica); HIIT: treinamento intervalado de alta intensidade; AERO: exercicio aerébio; OVER: sobretreino
(overtraining) FC: frequéncia Cardiaca; % Enc. Endo: percentual de encurtamento; VEPP: velocidade de encurtamento da parede posterior; TRIV: tempo de relaxamento
isovolumétrico; TDE: tempo de desaceleracdo da onde E mitral; Os dados foram expressos em média e desvio padrdo ou mediana com percentil 25 e 75 (para distribuicdo
ndo paramétrica). Variaveis normalizadas para realizacéo do teste ANOVA de uma via complementado pelo teste de Tukey.



5.5 PESOS DOS ORGAOS
A igualdade nos pesos dos orgdos (ventriculo esquerdo, ventriculo direito, pulméo e figado) medidos apdés a eutanasia estao

demonstrados na tabela abaixo:

Tabela 5- Pesos dos 6rgdo dos animais

Grupo SED Grupo AGUDO Grupo HIIT Grupo AERO Grupo OVER
Variavel (n=12) (n=12) (n=12) (n=12) (n=12) P
VE (g) 0,894 (0,840-0,982) 0,939 (0,862-0,993) 0,922 (0,887-0,987) 1,057 (0,877-1,102) 0,921 (0,902-0,996) 0,283
VD (g) 0,221 (0,198-0,274) 0,238 (0,203-0,317) 0,252 (0,204-0,339) 0,244 (0,221-0,298) 0,237 (0,215-0,276) 0,820
PULMAO (g) 2,2+0,2 1,9+0,2 1,9+0,2 2,2+0,3 2,0£0,1 0,498
FIGADO (g) 14,0+0,7 14,0+0,6 13,60,9 14,60,7 13,7+1,0 0,114

SED: sedentérios; AGUDO: exercicio fisico agudo (sessdo Unica); HIIT: treinamento intervalado de alta intensidade; AERO: exercicio aerdbio; OVER: sobretreino
(overtraining); VE: ventriculo esquerdo; VD: ventriculo direito.Os dados foram expressos em média e desvio padrdo ou mediana com percentil 25 e 75 (para distribuicéo
ndo paramétrica). Varidveis normalizadas para realiza¢@o do teste ANOVA de uma via complementado pelo teste de Tukey.



5.6. QUANTIFICACAO DAS NETs
A figura abaixo (Figura 10) apresenta igualdade da distribuicdo da formacao de

redes de DNA dos neutroéfilos nos grupos que participaram do experimento.
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Figura 10 — Medianas e quartis das quantificaces das NETs ao final do experimento dos grupos:
sedentario (SED), exercicio fisico agudo (AGUDO), exercicio intervalado de alta intensidade
(HNT), exercicio fisico com predominancia aerobia (AERO) e sobretreino (OVER) ao final de trés
meses. (p=0,487).
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6. DISCUSSAO

Este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos cardiovasculares
do exercicio fisico em diferentes intensidades e relacionar esses efeitos com
a netose, no modelo de rato. Nossos dados mostram que todas as
modalidades de exercicio apresentaram valores de netose semelhantes aos
animais sedentérios, independentemente do método de treinamento adotado
ou dos protocolos de exercicio fisico experimentados.

O primeiro aspecto a ser considerado € que 0s animais submetidos
aos protocolos aerodbico e intervalado apresentaram melhora da funcédo
cardiaca. Com o treinamento intervalado de alta intensidade, com duracao
de 3 meses, 0s animais apresentaram maior percentual de encurtamento do
ventriculo esquerdo, fracdo de ejecdo e velocidade de encurtamento de
parede posterior em comparacao com o treinamento sedentario. Por outro
lado, no grupo submetido ao treinamento agudo e ao processo de
sobretreinamento, 0s animais ndo apresentaram efeito benéfico funcional
relacionado ao percentual de encurtamento. Esses dados corroboram com
alteracdes cardiacas encontradas em pesquisa que descreve protocolos de
treinamento promotores de adaptacBes cardiacas agudas e crbnicas
saudaveis segundo a predominancia metabdlica do esforgo®?.

O nivel de treinamento alcancado em cada protocolo de treinamento
foi determinado pelo consumo maximo de oxigénio durante o transcorrer do
tempo, chamado efeito cronico. Essa avaliagdo € utilizada como fonte de
informacdes sobre as adaptacdes cardiorrespiratorias ao longo do processo
adaptativo dos animais e também para prescricdes das velocidades

utilizadas nas sessfes subsequentes. Dessa forma, as adaptacfes cronicas
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inerentes a melhora do condicionamento fisico dos animais utilizando o
consumo de oxigénio como forma de regular a intensidade, estéo
condizentes com dados apresentados em estudo anterior“®),

Além disso, valores descritos em todas as avaliacdes sao similares
aos encontrados em estudos com animais utilizando os mesmos métodos de
obtenc&o do consumo maximo de oxigénio©3:34),

No mesmo trabalho, o grupo que realizou esfor¢co Unico seguiu o
modelo desenvolvido em pesquisas que mostraram o aumento do nimero de
NETs. Nele, individuos sedentarios com atividade realizada em
cicloergbmetro apresentaram aumento na producdo das redes de DNA
oriundas dos neutréfilos. Apesar deste estudo apresentar a mesma
solicitacdo metabdlica em para ratos, as alteracées que levaram o aumento
na formagdo das NETs ndo foram suficientes para demonstrar aumento
significativo no modelo experimental. As alteragcbes descritas como a
elevacdo nos estresse oxidativo no citosol, diminuicdo na concentracao de
glutationa, inibicdo da NADPH oxidase e na supressao do potencial de
membrana da mitocondria ocorrida pela menor expressao da enzima citrato
sintase nao foram suficientes para elevarem significativamente a producao
da redes extracelulares dos neutrofilos. Adicionalmente, esta mesma
pesquisa que testou a colaboracdo das NETs na composicdo do material
genético encontrado no meio extracelular. O protocolo com intensidades
crescentes, mostrou diferenca de producéo entre sedentarios e ativos, sendo
gue a netose foi detectada apenas em animais sedentario expostos ao

exercicio. Seguindo este modelo, nosso estudo utilizou animais sedentarios
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e submetidos ao processo de treinamento com adaptacdes cronicas que nao
demonstraram diferencas na formagées da NETs“9).

Em outro estudo, o exercicio de alta intensidade realizado de forma
aguda promovem modificagbes na atividade de enzimas antioxidantes no
plasma sanguineo. Na fase inicial da recuperacao pos exercicio, a atividade
das enzimas antioxidantes diminuem. No periodo de 24 horas apds o
exercicio anaerdbico, a atividade da glutationa peroxidade no plasma
sanguineo é maior do que antes do exercicio. Assim, 0os periodos que sédo
realizadas as coletas para quantificagcbes podem demonstrar modificacoes
importantes. Em nosso estudo, as coletas foram realizadas ao final da
aplicagédo do protocolo de treinamento, assim determinando a similaridade
das quantificacGes das NETs seguindo as ocorréncias no momento®0,

A mieloperoxidade (MPO), além de compor as substancia da rede de
sinalizacdo do estresse oxidativo, € importante na formacédo da NETs. Em
Pesquisa realizada com cultura de células, foi encontrada ligacdo entre a
formacdo das redes de DNA extracelulares e o aumento do estresse
oxidative, principalmente pela MPO. Dessa forma, desarranjos no balanco
oxidativo sdo promotoras de netose, principalmente em situagbes
deletérias®D.

Conforme citado anteriormente, o exercicio fisico praticado com
intensidade crescente até a exaustdo provoca aumento da DNA extracelular
e pode ser utilizado como marcador de sobretreinamanto®?. Essa producéo
ocorre por associacao entre a producéo de DNA extracelular e de MPO em
exercicio fisico. Essas modificacdes sdo explicadas principalmente pela

maior producdo de inteleucinas (IL-6, IL-8, IL-10 e IL-16), hormdnio do
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crescimento e metaloproteinases (MMP2, MMP3 e MMP9). Nessas
situagdes, os niveis elevados de componentes do marcadores inflamatorios
podem estdo associados com condicdes patoldgicas?. Embora nosso
estudo ndo tenha estudado os componentes das vias inflamatorias, a
respostas pela produgcédo das NETs ndo condizem com quadro importantes
no dessaranjo da imunidade inata que findam em estado patoldgico.

Sobre o sistema imunolégico, em seres humanos submetidos ao
estresse agudo, foram mobilizados subconjuntos de mondécitos nos
protocolos que executaram exercicios com predominancias metabolicas
diferentes (anaerébicos e aerdbicos). Em exercicio agudo de alta intensidade
com caracteristica pré-inflamatéria e aumentada o estresse oxidativo, no
entanto, o estimulo pode produzir o estresse necessario para estimular
adaptacdes crbnicas, se continuado o processo de treinamento, que
condizem com parametros benéficos®3>4, incluindo a reducéo da inflamac&o
resposta®® e estresse oxidativo, aumentando o sistema antioxidante®S).
Estas respostas mediadas pelo exercicio parecem depender de fatores,
como a intensidade, duracdo e massa muscular envolvida®”). Dessa forma,
as alteracdes no sistema imunoldgico podem ter ocorrido como descrito sem
a participacao efetiva das NETSs.

O treinamento intervalado de alta intensidade (HIIT), como
apresentado neste experimento, é caracterizado por compor em seu
protocolo intervalos breves e repetidos de estimulos intensos, de
aproximadamente de 85 a 100% das intensidades encontradas com o
percentual do consumo maximo de oxigénio, seguidos de curtos periodos de

descanso passivo ou ativo como exercicios de baixa intensidade(®8-61), Esse



método de treinamento € considerado promissor para a reducao dos fatores
de riscos cardiometabdlicos(®2-6%), embora aumente o estresse oxidativo e
promova desequilibrio entre a producéo de EROs e a capacidade de defesa
antioxidante intracelular®®%9), Em nossa pesquisa, os efeitos deletérios
provocados pela formacdo das NETs em consequéncias a producdo e
liberacdo exacerbadas de EROS geradas pelo exercicio fisico que perturbam
a homeostase redox intracelular®, provocam danos ao DNA, oxidagdo de
proteinas e peroxidacdo lipidica™, bem como lesGes em células
cardiacas®® foram descartadas, eliminando assim as consequéncias as
respostas celulares com danos significativos ndo reparados que provocam
apoptose ou senescéncia que contribuem para o surgimento de doencas
cardiovasculares e a sindrome metabélica(2-74)

Contrapondo pesquisas que demonstraram a presenca de situacdes
condizentes com a formacdo das NETs, estudo recente que analisou
sobretreinamento em ratos, mostrou que 0s marcadores de estresse
oxidativo e inflamacdo podem nédo representar condicbes de
sobretreinamento. Para isso, foram avaliadas mudancas nos niveis de
citocinas e parametros do estado redox em animais submetidos ao
treinamento moderado e sobretreinamento em natacdo(’®. Considerando
esse achado e a necessidade da presenca desses desfechos para a
produgéo das NETs, em nosso trabalho, a manutenc¢do dos niveis de redes
de material genético oriunda dos neutréfilos podem néo ter sido estimuladas.
Vale ressaltar que, nas sessdes de treinamento do grupo submetido ao

sobretreinamento, os animais tiveram dificuldade em manter a velocidade
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apos o incremento do volume (mais sessdes ao dia) o que caracterizou
exaustao.

Para caracterizar situacdes patolédgicas, além da MPO, a elastase, a
peptidilarginina deiminase 4 (PAD4) e as quinases dependentes de ciclina 4
e 6 (CDK4 / 6) sao fundamentais na formagéo das redes. Especificamente, a
elastase que demonstrou degradar a F-actina para impeder a dindmica de
actina, translocando-se posteriormente para o ndcleo, onde ele degrada
parcialmente histonas especificas, promovendo a descondensacdo da
cromatina. Por outro lado, também os neutréfilos knockout de elastase s&o
mais propensos para formar NETs. A MPO, nessa condigdo, age em conjunto
com a elastase na conducdo da descondensagdo da cromatina,
independente da sua atividade enzimatica. O PAD4, essencial para um efeito
antibacteriano nessa situacao, também contribui para a descondensacédo da
cromatina pela histona hipercultulinemia™®. Embora essas descricdes
apresentem situacdes com desfecho desfavoravel, em exercicio fisico, ainda
nao foi testada e podem apresentar condi¢des positivas do ponto de vista
fisiolégico.

Pelo demonstrado, o processo de treinamento provocou alteracdes
cardiacas condizentes com a melhora funcional. Vale ressaltar que nos
modelos testados, parece ocorrer uma tendéncia a diminuicdo da netose
guando comparado aos outros protocolos de exercicio, assemelhando-se ao
grupo de animais sedentarios, o que pode ser explicado pela
imunodeficiéncia a nivel celular provocada pela sobrecarga de exercicios, o
que explicaria a baixa de netose uma vez que os neutrdéfilos estariam com a

contagem prejudicada nesta situacdo. Também ocorre afirmar que varios
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outros mecanismos podem participar do processo de formacao das NETS,
porém nédo foram avaliados neste estudo. Assim, € relevante a execucgéo de

outros estudos sobre os efeitos do exercicio fisico na netose.
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7. CONCLUSAO
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8. CONCLUSAO

O processo de treinamento leva a remodelagéo cardiaca alterando a
funcdo cardiaca e tornando o musculo cardiaco mais eficiente para a

demanda utilizada nas sessdes de exercicio fisico.

Embora as alteragfes cardiacas ocorram em intervencdes cronicas,
a quantidade de NETs em situacdes de sedentarismo e exercicio fisico agudo

foram iguais.

Da mesma forma, a producdo de NETs nao € alterada nos protocolos
de exercicio fisico crébnico em comparacdo comparacdo as condicdes
encontradas no sedentarismo e no exercicio fisico agudo executado em

esteira rolante em ratos.
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