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RESUMO

PEREIRA, Adriano T. Adaptacdes fisiologicas e metabdlicas ao exercicio fisico agudo e cronico
erelacGes com o padréo de expressdo de miRNAs circulantes em homens saudaveis.2020. 88 f.
Tese (Doutorado em Ciéncias) —Instituto de Nutricdo, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2020.

Né&o estdo completamente esclarecidos os mecanismos de adaptacéo e respostas agudas
provocadas pelo exercicio fisico. As concentracdes séricas de biomarcadores especificos sao
sinalizadoras das respostas adaptativas.A expressdo de miRNAs circulantes (c-miRNAS),
moléculas mediadoras intracelulares essenciais para numerosos processos bioldgicos, pode ser
usada para compreender asalteraces induzidas pelo exercicio. O presente estudo
objetivoudeterminar as variacdes de biomarcadores bioquimicos e fisioldgicos relacionados a
lesdo tecidual e ao processo inflamatério, e a expressdo de c-miRNAs de homens saudaveis
(18,5 + 0,5 anos), condicionados e ndo condicionados fisicamente, apos a realizacdo de exercicio
resistido (ER) agudo e treinamento crénico.Os participantes foram classificados em nao
condicionados (n=10) ou condicionados (n=10) fisicamente, de acordo com o teste de Cooper.
Foram coletadas amostras de sangue em trés momentos: basal, 1h, 24h-pos ER (repeticOes
méaximas de flexdo de bracos, alternada e sem intervalos, com a realizagdo de repetigdes
méaximas de agachamento) e apds 12 semanas de treinamento crénico (corrida continua), além
disso foram realizados teste de forcaescapular, de membros inferiores e de coluna lombar. Apés
0 ER agudo, ambos o0s grupos apresentaram 0 mesmo comportamento dos marcadores
bioquimicos (aumento da concentracdo serica de creatina quinasepds-1h e 24h (P<0,05) e
manutencdo da concentragdo sérica da interleucina-6), porém a expressao dos c-miRNAs foi
dindmica e distinta entre 0s grupos, no grupo nao condicionadoforam observadas reducao no
padrdo de expressdo dos c-miRNAsmediadores da funcdo muscular (c-miR-1-3p p0s-1h; c-
miR-133 pds-24h) e no grupo condicionado reducdo da expressdo do mediador do processo
inflamatorio (c-miR-21-3p). Apds o exercicio cronico, foram observadas adaptacOes
sisttmicas, como 0 aumento do VOzmax do grupo ndo condicionado e da for¢ca em ambos 0s
grupos. Houvereducdo da expressdo dos c-miR-21-3p e -133a no grupo néo
condicionado,podendo ser considerado como uma modificacdo em fun¢édo do incremento do
condicionamento fisico, gerado pelo treinamento cronico. Nossos resultados, em conjunto,
apontam para a importancia do condicionamento fisico no estudo dos c-miRNAs. O incremento
do condicionamento fisico, possivelmente, influenciou o perfil de expressdo dos c-miRNAs
especificos de lesdo tecidual e processo inflamatorio. Os c-miRNAs podem ser promissores
biomarcadores capazes de indicar o processo de resposta ou de adaptacdo causado pelo
exercicio fisico.

Palavras-chave: Exercicio agudo e crénico. Musculo esquelético. Fisicamente condicionado e
néo condicionado. mMiRNAs e c-miRNAs.



ABSTRACT

PEREIRA, Adriano T. Physiological and metabolic adaptations to acute and chronic physical
exercise and relationships with the expression of circulating miRNAs in healthy men.Tese
2020. 85 f. (Doutorado em Ciéncias) —Instituto de Nutricdo, Universidade do Estado do Rio
de Janeiro, Rio de Janeiro, 2020.

The mechanisms of adaptation and acute responses caused by physical exercise are not
fully understood. Serum concentrations of specific biomarkers signal adaptive responses. The
expression of circulating miRNAs (c-miRNAS), intracellular mediating molecules essential for
numerous biological processes, can be used to understand the changes induced by exercise. The
present study aimed to determine the variations of biochemical and physiological biomarkers
related to tissue damage and the inflammatory process, and the expression of c-miRNAs of
healthy men (18.5 £ 0.5 years), conditioned and not physically conditioned, after performing
acute resistance exercise (RE) and chronic training. Participants were classified as
unconditioned (n = 10) or physically conditioned (n = 10), according to the Cooper test. Blood
samples were collected at three times: baseline, 1h, 24h-post RE (maximum repetitions of arm
flexion, alternating and without intervals, with maximum repetitions of squats) and after 12
weeks of chronic training (continuous running) , in addition, scapular strength, lower limbs and
lumbar spine tests were performed. After acute RE, both groups showed the same behavior as
biochemical markers (increased serum creatine kinase concentration after 1h and 24h (P <0.05)
and maintenance of serum interleukin-6 concentration), however the expression of c-miRNAs
were dynamic and distinct between groups, in the unconditioned group a reduction in the
expression pattern of c-miRNAs mediating muscle function was observed (c-miR-1-3p post-
1h; c-miR-133a post-24h ) and in the conditioned group reduced expression of the mediator of
the inflammatory process (c-miR-21-3p). After chronic exercise, systemic adaptations were
observed, such as increased VO:2max in the unconditioned group and strength in both groups.
There was a reduction in the expression of c-miR-21-3p and -133a in the non-conditioned
group, which can be considered as a modification due to the increase in physical conditioning,
generated by chronic training. Our results, taken together, point to the importance of physical
conditioning in the study of c-miRNAs. The increase in physical conditioning, possibly,
influenced the expression profile of specific c-miRNAs of tissue damage and inflammatory
process. C-miRNAs can be promising biomarkers capable of indicating the response or
adaptation process caused by physical exercise.

Keywords: Acute and chronic exercise. Skeletal muscle. Physically conditioned and
unconditioned. miRNAs and c-miRNAs.



RESUMEN

PEREIRA, Adriano T. Adaptaciones fisioldgicas y metabdlicas al ejercicio fisico agudo y
crénico y relaciones con el patron de expresion de los miRNAs circulantes enhombres
san0s.2020. 85 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) —Instituto de Nutricdo, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2020.

Los mecanismos de adaptacion y lasrespuestas agudas causadas por elejercicio fisico no
se comprenden completamente. Lasconcentraciones séricas de biomarcadores especificos
sefialanrespuestas adaptativas. La expresion de miRNAs circulantes (c-miRNAS), moléculas
mediadoras intracelulares esenciales para numerosos procesos bioldgicos, puedeusarse para
comprenderloscambiosinducidos por elejercicio. El presente estudiotuvo como objetivo
determinar lasvariaciones de losbiomarcadores bioquimicos y fisiolégicos relacionados
coneldafotisular y elprocesoinflamatorio, y laexpresion de c-miRNAs de hombressanos (18.5
+ 0.5 afios), condicionados y no fisicamente condicionados, después de realizar ejercicio de
resistencia aguda (ER) y entrenamiento crénico. Los participantes fueronclasificados como no
condicionados (n = 10) o fisicamente condicionados (n = 10), de acuerdoconlaprueba de
Cooper. Se recogieronmuestras de sangre tresveces: linea de base, 1 h, 24 h después de la ER
(repeticiones maximas de flexiondelbrazo, alternadas y sin intervalos, conrepeticiones maximas
de sentadillas) y después de 12 semanas de entrenamiento cronico (carrera continua) Ademas,
se realizaronpruebas de fuerza escapular, miembros inferiores y columnalumbar. Después de la
ER aguda, ambos grupos mostraronelmismocomportamiento que los marcadores bioquimicos
(aumento de laconcentracion serica de creatina quinasadespués de 1 hy 24 h (P <0.05) y
mantenimiento de laconcentracion sérica de interleucina-6), sin embargo, laexpresion de Los
c-miRNAfuerondindmicos y distintos entre los grupos, enel grupo no condicionado se observd
una reducciénenelpatrén de expresion de los c-miRNAs que medianlafuncion muscular (c-miR-
1-3p post-1h; c-miR-133 post-24h ) y enel grupo condicionado, expresionreducidadel mediador
delprocesoinflamatorio (c-miR-21-3p). Despuésdelejercicio crénico, se
observaronadaptaciones sistémicas, como un aumento del VO2maxenel grupo no condicionado
y lafuerzaen ambos grupos. Hubo una reduccionenlaexpresion de c-miR-21-3p y -133a enel
grupo no condicionado, lo que puedeconsiderarse como una modificaciondebido al aumento
enelacondicionamiento fisico, generado por elentrenamiento crénico. Nuestros resultados,
tomados en conjunto, apuntan a laimportanciadelacondicionamiento fisico enelestudio de c-
miRNAs. El aumento enelacondicionamiento fisico, posiblemente, influydenel perfil de
expresion de c-miRNAs especificos de dafotisular y procesoinflamatorio. Los C-
miRNAspueden ser biomarcadores prometedores capaces de indicar larespuesta o elproceso de
adaptacion causado por elejercicio fisico.

Palabras clave: Ejercicio agudo y cronico. Musculo esquelético. Fisicamente condicionado y
no condicionado. mMiRNAs y c-miRNAs.
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INTRODUCAO

Os termos "atividade fisica" e "exercicio fisico" descrevem diferentes conceitos, porém,
sdo frequentemente empregados de forma equivocada. A atividade fisica é definida como
qualquer movimento corporal produzido pelos muasculos esqueléticos que resulta em gasto de
energia; ja o exercicio fisico deve ser planejado, estruturado e repetitivo tendo como objetivo
final ou intermediario a melhoria ou a manutencdo da capacidade fisica(CASPERSEN;
POWELL; CHRISTENSON, 1985).

O exercicio fisico promove importantes efeitos fisioldgicos e metabdlicos, agudos e
cronicos, assim como 0 aumento da massa muscular esquelética, o ganho de forca, a diminuigéo
dos estoques de gordura, 0 aumento do gasto calérico, aumento da taxa metabdlica de repouso
e reducgdo da tolerancia a glicose(KELLEY; KELLEY, 2013). As adaptacOes advindas do
exercicio fisico estdo diretamente relcionadas ao tipo (resisténcia ou forca), ao volume, a
intensidade e a frequéncia do exercicio (agudo ou crénico)(EGAN; ZIERATH, 2013).

O exercicio agudo é caracterizado pela realizacdo de uma sessao isolada de exercicios
que gera respostas imediatas, ocorrendo ao longo das primeiras 24 ou 48 horas apds 0 exercicio,
como elevacdoda frequéncia cardiaca, pressao arterial e temperatura corporal, bem como o
aumento da sensibilidade a insulina(HAWLEY; HARGREAVES; JOYNER; ZIERATH,
2014).0 exercicio cronico refere-se aexposicao regular de sessdes de exercicios que geram
adaptacdes sisttmicas como a bradicardia de repouso, hipertrofia muscular e elevacdo da
poténcia aerdbia, entre outros(KURA; FLHO, 2011).

O efeito benéfico do exercicio na salde é sisttmico e ndo se restringe aos tecidos que
estdo mais ativamente envolvidos na geracdo de movimento (HAWLEY; HARGREAVES;
JOYNER; ZIERATH, 2014). Por sua vez, o condicionamento fisico estd diretamente
relacionado amelhora do quadro oxidativo (POWERS; CRISWELL; LAWLER; JI et al.,
1994),da capacidade cardiorrespiratoria e da composi¢do corporal (BRYNER; ULLRICH,;
SAUERS; DONLEY et al.,, 1999), da resposta glicémica (TREMBLAY; SIMONEAU;
BOUCHARD, 1994) e inflamatéria (ZALDIVAR; WANG-RODRIGUEZ; NEMET;
SCHWINDT et al., 2006).As respostas ao exercicio agudo e cronico envolvem uma alteracédo
gradual no conteldo de proteinas e atividades enzimaticas. Essas mudancgas progressivas
refletem a ativacdo e/ou repressdo de vias de sinalizacéo especificas que regulam a transcricao
e a traducdo e tém efeitos na expressdo génica (PILEGAARD; SALTIN; NEUFER, 2003).

O estudo das respostas bioquimicas e moleculares ao exercicio é, portanto, uma

ferramenta importante para entender como essas respostas sistémicas sao integradas e como se
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relacionam com o estado de saude (NEUFER; BAMMAN; MUOIO; BOUCHARD et al.,
2015). O exercicio fisico agudo extenuante esta relacionado a leucocitose transitoria, aumentos
significativos nas concentracGes séricas da creatina quinase (CK) e na concentracao de citocinas
pré e anti-inflamatérias no tecido muscular e no sangue (MOOREN; BLOMING;
LECHTERMANN; LERCH et al., 2002; NIEMAN; HENSON; SMITH; UTTER et al., 2001;
ROSA,; BICUDO; VAISBERG, 2002). Os efeitos cronicos do exercicio fisico sobre marcadores
inflamatorios apontam uma diminuicdo do quadro pro-inflamatério local e sistémico, maior
producdo e secrecdo de citocinas com funcdo anti-inflamatéria, com destaque para a
interleucina- 6 (IL-6) no tecido muscular e no sangue e melhora do poder antioxidante das
células (PETERSEN; PEDERSEN, 2005). Porém, esses marcadores atuam comdiferentes
mecanismos de acdo pro e anti-inflamatdrios, variando de acordo com os estimulos agudos e
cronicos, dificultando a interpretacdo em funcéo de resultados divergentes, dependendo dos
protocolos utilizados, da intensidade, do volume e da frequéncia de exercicios empregados,
bem como o nivel de aptiddo dos sujeitos investigados, proporcionando poucos intervalos de
referéncia especificos (LEE; FRAGALA; KAVOURAS; QUEEN et al., 2017)

As respostas inflamatorias, no contexto do exercicio fisico agudo e adaptacdo cronica
ao treinamento fisico, podem ser acompanhadas por marcadores de inflamacéo, dentre outros,
as citocinas, leucocitos e concentracdo sérica da enzima CK. A cascata inflamatdria induzida
pelo exerciciotem atraido muita atencdo e estudos sugerem que o0 exercicio agudo
moderadoativa fortes mecanismos antiinflamatorios, que implicam na adaptacdo ao exercicio
fisico e nos beneficios para a saide(HANDSCHIN; SPIEGELMAN, 2008; LANCASTER,;
FEBBRAIO, 2014; PEDERSEN; FEBBRAIO, 2012; PETERSEN; PEDERSEN, 2005). No
entanto, o exercicio extenuantetambém estaligado a perturbac6es inflamatorias deletériasque
podem causar danos nos tecidos (JEUKENDRUP; VET-JOOP; STURK; STEGEN et al., 2000;
OSTROWSKI; ROHDE; ZACHO; ASP et al., 1998).

As respostas bioguimicas podem ser melhor explicadas por meio de mecanismos
moleculares que regulam a adaptacdo ao exercicio, porém ainda ndo sdo totalmente
claros.Recentemente, tem surgido um crescente interesse em compreender e determinar a
influénciade exercicios fisicos sobre o perfil de microRNAs (miRNAS), que sdao comunicadores
intercelulares compapel regulatério pos-transcricional( MENDELL; OLSON, 2012).

Os miRNAs sdo pequenos RNAs ndo-codificantes que regulam mais de 60% dos genes
humanos e desempenham um papel critico na regulacdo dos mecanismos
homeostaticos(FRIEDMAN; FARH; BURGE; BARTEL, 2009).
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Além da localizagdo intracelular na qual ocorre a sua biogénese, os miRNAs foram
detectados em diferentes fluidos corporais, incluindo o sangue, chamados de microRNAS
circulantes (c-miRNAs), que podem ser ativa ou passivamente liberados dos tecidos e podem
regular a expressdo génica de células distantes, agindo como um verdadeiro mecanismo de
comunicacdo intercelular (MENDELL; OLSON, 2012). Os c-miRNAs também tém sido
descritos como poderosos biomarcadores emergentes e obtidos por meios minimamente
invasivos em varias condi¢Oes fisioldgicas e patoldgicas e definem perfis de doencas especificas
(WANG; CHEN; SEN, 2016).

Embora os c-miRNAs tenham sido estudados como biomarcadores de vérias doencas,
ainda sdo escassas as informacfes sobre o seu comportamento nas adaptacGes fisiologicas
impostas pelo exercicio agudo e crénico que conduzam a um bom condicionamento fisico em
pessoas saudaveis. Além de evidenciar mecanismos moleculares envolvidos, novos c-miRNAs
podem ser revelados como biomarcadores pela associacdo as adaptagdes fisioldgicas induzidas

pelo exercicio agudo e crénico.
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1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 Atividade fisica e exercicio fisico

O termo atividade fisica se refere a qualquer movimento corporal produzido pelos
mausculos esqueléticos e que resulta em dispéndio de energia e, portanto, pode incluir a atividade
fisica tanto ocupacional quanto das horas de lazer. Em contrapartida, o exercicio, considerado
uma subclasse de atividade fisica, é definido como o movimento corporal planejado, estruturado
e repetitivo, executado com a finalidade de melhorar ou manter um ou mais componentes da
aptidao fisica (CASPERSEN; POWELL; CHRISTENSON, 1985).

O exercicio fisico promove melhora na funcéo cardiopulmonar,melhora o desempenho
cognitivo e ajuda na prevencdoe tratamento de uma variedade de condi¢des de salde,
incluindodoencas cardiovasculares, diabetes e outros distirbios do metabolismo,doencas
neuroldgicas, sarcopenia, osteoporose ecancer (BOUCHARD; SHEPHARD; STEPHENS;
SUTTON et al., 1990). Além disso, programas de exercicios sob medida séo essenciais para
otimizar a salde em pessoas com uma ampla variedade de deficiéncias (PETERSON;
GORDON; HURVITZ; BURANT, 2012).

1.2 Tipos de exercicio

O uso do termo "exercicio fisico™ na pesquisa cientifica muitas vezes abrange variaveis
modificaveis. Estas incluem a frequéncia (agudo ou crénico), a modalidade (aerobica ou
resistida), a intensidade e duracdo das sessOes de exercicios, constituindo fatores que afetam as
respostas metabolicas e moleculares (CASPERSEN; POWELL; CHRISTENSON, 1985)

O exercicio agudo é caracterizado pela realizacdo de uma sessao isolada de exercicios
que gera respostas imediatas e tardias. As respostas imediatas ocorrem até alguns minutos apés
o término do exercicio, como elevacdoda frequéncia cardiaca, pressdo arterial e temperatura
corporal. Ja as respostas tardias ocorrem ao longo das primeiras 24 ou 48 horas ap0s o0 exercicio,
como o aumento da sensibilidade insulinica(HAWLEY; HARGREAVES; JOYNER;
ZIERATH, 2014)

O exercicio cronico refere-se aexposicdo regular de sessGes de exercicios que geram
adaptacdes sisttmicas como a bradicardia de repouso, hipertrofia muscular e elevacdo da
poténcia aerobia, entre outros, representando as alteragfes morfofuncionais que diferenciam

um individuo bem condicionado fisicamente de um mal condicionado(KURA; FLHO, 2011).
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As respostas adaptativas alcancadas com os estimulos oferecidos pelo processo de
treinamento fisico recebem as caracteristicas do tipo de exercicio sistematicamente utilizado
nos treinos. Nesse contexto, podem-se caracterizar os exercicios fisicos dindmicos ou estaticos,
cada um implicando respostas adaptativas distintas. Desse modo, cada exercicio determina o
grau de atividade dos varios 6rgdos, dos diferentes tipos de musculos e unidades motoras
utilizadas na execucdo do movimento(VIRU; VIRU, 1993). O exercicio aerdbio (exercicios
baseados na resisténcia) e o exercicio resistido (exercicios baseados na forga)representam 0s
dois extremos do exercicio continuo(EGAN; ZIERATH, 2013).

O exercicio aerobio utiliza o0 oxigénio no processo de geracdo de energia dos musculos.
Esse tipo de exercicio trabalha uma grande quantidade de grupos musculares de forma ritmica
como andar, correr, nadar, pedalar, dancar e sdo executados com intensidade baixa porém de
grande duracdo. A biogénese mitocondrial € uma resposta bem estabelecida ao treinamento de
exercicios aerdbicos e é definida por um aumento no namero e volume mitocondrial do
musculo, bem como mudangas concomitantes na composicdo das organelas(HOWALD;
HOPPELER; CLAASSEN; MATHIEU et al., 1985).

Apdbs 6 semanas de treinamento fisico, a densidade mitocondrial muscular aumenta de
50% a 100% (HOOD, 2001). Melhorias no desempenho proporcionam aumentos na aptiddo
aerobia de todo o corpo medida pelo consumo maximo de oxigénio (VOzmax) e refletem
melhorias na capacidade oxidativa intrinseca do musculo e utilizagdo de substratos em trabalho
muscular subsequentes (PHILLIPS; GREEN; TARNOPOLSKY; HEIGENHAUSER et al.,
1996; VOLLAARD; CONSTANTIN-TEODOSIU; FREDRIKSSON; ROOYACKERS et al.,
2009).

Especificamente, essas adaptacdes metabolicas refletem o aumento da abundancia de
proteinas envolvidas na producdo de ATP mitocondrial (HOLLOSZY, 1967),ciclo dos acidos
tricarboxilicos(EGAN; DOWLING; O'CONNOR; HENRY et al., 2011), a mobilizacéo,
transporte e oxidacdo de 4&cidos graxos (TALANIAN; HOLLOWAY,; SNOOK;
HEIGENHAUSER et al.,, 2010), metabolismo glicolitico(TREMBLAY; SIMONEAU,;
BOUCHARD, 1994), capacidade antioxidante (POWERS; CRISWELL; LAWLER; JI et al.,
1994), transporte de glicose e sintese de glicogénio (PERSEGHIN; PRICE; PETERSEN;
RODEN et al., 1996).

O exercicio resistido é, geralmente, realizado com a utilizacéo de pesos, desenvolvendoa
poténcia, forca e resisténcia muscular, aumentandoa massa magra, favorecendo uma melhor
aptidao fisica e qualidade de vida por facilitar atividades do cotidiano como carregar pesos,

subir escadas, entre outros. Consequentemente, as respostas metabdlicas e moleculares as
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diferentes modalidades sdo distintas ea especificidade de uma dada resposta molecular é
acoplada a um resultado funcional(COFFEY; ZHONG; SHIELD; CANNY et al., 2006).

A hipertrofia muscular refere-se a um aumento no tamanho muscular, enquanto a forca
refere-se a capacidade de mover uma carga externa e esta relacionada ao tamanho do masculo
(BOOTH; THOMASON, 1991; FOLLAND; WILLIAMS, 2007).Essas adaptacGes podem
apoiar melhorias no desempenho atlético, melhorar a funcdo musculoesquelética relacionada a
salde e compensar a perda de forca de musculo em estado patolégico (MACALUSO; DE
VITO, 2004). As principais adaptacbes morfoldgicas incluem aumento na area de seccéo
transversa do musculo, muitas vezes ocorrendo preferencialmente em fibras do tipo
Ila(ADAMS; HATHER; BALDWIN; DUDLEY, 1993), mudanca no angulo de penetracéo das
fibras musculares individuais e aumento da proporcao de tecido ndo-contréatil, como colageno
(FOLLAND; WILLIAMS, 2007).

As adaptacOes neurologicas favorecem o aumento da for¢ca muscular por meio de
melhorias na ativacdo da unidade motora, frequéncia de disparo e sincronia das unidades
motoras de alto limiar (SALE, 1988). As adaptacdes neurais ocorrem rapidamente e tendem a
preceder adaptacdes hipertroficas (MORITANI, 1979), que ocorrem em um ritmo mais lento
(WONG; BOOTH, 1990).

1.3 Aptidao fisica

Em contraste com a atividade fisica, que esta relacionada aos movimentos que as
pessoas realizam, a aptidao fisica € um conjunto de atributos que as pessoas tém ou alcancam.
Estar fisicamente apto foi definido como a capacidade de realizar tarefas cotidianas com vigor
e agilidade, sem fadiga excessiva e com ampla energia para desfrutar de atividades de lazer e
enfrentar emergéncias imprevistas. Embora a definicdo possa ser conceitualmente sélida, coisas
como vigor, alerta, fadiga e prazer ndo sdo facilmente medidos. Por outro lado, vérios
componentes mensuraveis contribuem para a aptiddo fisica(CASPERSEN; POWELL,;
CHRISTENSON, 1985).

Os componentes mais frequentemente citados se dividem em dois grupos: um
relacionado a saude e outro relacionado a habilidades que dizem respeito mais a capacidade
atlética. Os componentes relacionados a salde da aptiddo fisica sdo a resisténcia
cardiorrespiratdria, a resisténcia muscular, a forca muscular, a composicdo corporal e a
flexibilidade. Assim como a quantidade de atividade fisica varia de baixa a alta, 0 mesmo

acontece com o nivel de condicionamento fisico. Além disso, os niveis dos cinco componentes
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relacionados a saude ndo precisam variar em conjunto, podendo uma pessoa ser forte, mas sem
flexibilidade(PATE, 1983).

O VO2max pode ser definido como o maior volume de oxigénio por unidade de tempo
que um individuo consegue captar, respirando ar atmosférico durante o exercicio. E alcangado
quando se atingem niveis maximos de débito cardiaco e de extracdo periférica de oxigénio e
ndo é ultrapassado mesmo com incremento na carga de trabalho muscular(TAYLOR,;
BUSKIRK; HENSCHEL, 1955).

O VO2max vem sendo considerado um dos parametros de grande importancia como
preditor de performance, pois a capacidade do ser humano para realizar exercicios de longa e
média duracdo depende principalmente do metabolismo aerébio sendo, assim, um indice muito
empregado para classificar a capacidade funcional cardiorrespiratéria(SILVA; ROMANO;
JUNIOR; CORDEIRO et al., 1997).

1.4 Exercicio Fisico e Lesdao Muscular

O exercicio fisico, naturalmente, pode causarmicrotraumas teciduais adaptativos no
musculo esquelético, que resultam em uma resposta inflamatéria moderada. Na maioria das
vezes, ocorre a recuperacdo dos traumas como parte do processo de adaptacdo do treinamento
fisico (SMITH, 2004). Entretanto, se ndo houver tempo suficiente entre as sessdes para a
recuperacdo (MAYHEW; THYFAULT; KOCH, 2005), ou se a sobrecarga for excessiva, 0s
periodos de exercicios intensos exigem que 0 mesmo trabalho seja realizado por uma menor
quantidade de fibras saudaveis, aumentando a probabilidade de trauma (Figura 1). A
continuidade do exercicio sem repouso acarretard a laceracdo de mais fibras, agravando o
quadro e retardando a recuperacdo (CLARKSON; HUBAL, 2002). Assim, individuos que
realizam sessfes mais longas de atividades fisicas intensas, estdo sujeitos a uma maior
incidéncia de danos musculares, tendo em vista 0 aumento da sobrecarga imposta ao aparelho
locomotor (BULLOCK; JONES; GILCHRIST; MARSHALL, 2010). Essa carga excessiva de
exercicio pode causar danos no sarcolema, na lamina basal, nos elementos contracteis e no
citoesqueleto (Koch, 2014), resultando na desestruturacdo de componentes musculares, como

as membranas, a linha Z, o sarcolema, os tbulos T e as miofribilas (Figura 2).
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Figura 1 - Organizagdo da Fibra Muscular.
Estrutura e organizagdo da fibra muscular e
dos mecanismos contréteis.
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Adaptado de http://magisnef.wordpress.com (2007).

Figura 2 - Dano Muscular. Eletromicrografia
ilustrando dano muscular e desestruturagédo
das linhas Z.

.‘a :

.
-

Adaptado de Clarkson, 2002.

O dano muscular pode ocorrer em diferentes magnitudes dependendo do tipo de
contracdo. As contracdes excéntricas, que ocorrem quando o musculo é alongado engquanto esta
sob tensdo (Figura 3) (LASTAYO; WOOLF; LEWEK; SNYDER-MACKLER et al., 2003),
tém sido relacionadas com a ocorréncia de traumas (BRANCACCIO; MAFFULLI;
BUONAURO; LIMONGELLLI, 2008).

Figura 3 -Tipos de contracdo muscular. As contragdes que implicam em movimento
articular podem ser classificadas em: a) concéntricas e b) excéntricas.

Adaptada de  http://bodyandmindmb.blogspot.com.br/2012/01/contracao-excentrica-vs-
hipertrofia.html
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Durante o exercicio fisico intenso, em uma fase inicial, é sugerido que o dano muscular
seja causado tanto pela forca mecénica, que é imposta a musculatura, como pela formacédo
excessiva de radicais livres ou espécies reativas de oxigénio (EROs) (SUMNERS; DYER;
FOX; MILEVA et al., 2011). Porém, o exato mecanismo que leva ao dano tecidual ndo é
totalmente compreendido, acredita-se que envolvem aspectos metabdlicos, além dos
mecanicos, com a contribuicéo relativa variando de acordo com a duracéo, intensidade e o tipo
de exercicio realizado (TEE; BOSCH; LAMBERT, 2007). A segunda fase da ocorréncia do
dano muscular é caracterizada pela resposta inflamatoria a esse quadro, com consequente
migragdo de neutrdfilos e macrdéfagos para o tecido danificado, aumentando o dano do tecido
danificado pela liberagcdo de espécies de EROs, que atuam como mensageiros das vias de
sinalizacdo intracelular das células inflamatdrias, e de 6xido nitrico (SUMNERS; DYER; FOX;
MILEVA et al., 2011). O fator kappaB é um fator central de transcri¢do, incluindo muitas
citocinas como o fator de necrose tumoral (TNF-a) e as interleucinas (IL1, 6, 10 e 2), entre
outras (LEITE; SARNI, 2003). Dessas citocinas, as IL-6, 10 e 2 sdo usadas como marcadores
da inflamac&o derivada de dano muscular ocorrido pela préatica de exercicio fisico intenso, por
ser reconhecido que a concentracdo das mesmas aumenta na circulacdo, ap0s exercicio
prolongado. J& a concentracdo circulante do TNF-a ¢ da IL1 ¢ mantida inalterada ou apresenta
incrementos relativamente modestos e retardados apds o exercicio, apesar de serem
consideradas as principais citocinas indutoras das reacdes na fase aguda (SUZUKI; NAKAJI,
YAMADA; TOTSUKA et al., 2002).

1.5 Marcadores de lesao tecidual

A andlise da extensdo dos danos teciduais pode ser efetuada por meio diretoou indireto.
O meio direto é realizado pela analise de amostra do musculo (biépsia) ou de imagens por
ressonancia magnética ou ultrassom(CLARKSON; HUBAL, 2002). O meio indireto pode ser
0 registro de valores de acdo voluntaria méaxima, aquisicdo de respostas subjetivas de dor
(através de escalas de percepcao) e analise das concentracBes de enzimas plasmaticas, proteinas
musculares e mioglobina no sangue. Os métodos indiretos adotados para analise do dano
muscular sdo os mais empregados em estudos, em funcdo da facilidade de coleta e, sobretudo,
pelo baixo custo quando comparado aos métodos diretos (FOSCHINI; PRESTES; CHARRO,
2007).

A CK, lactato desidrogenase (LDH), aspartatoaminotransferase (AST) e alanina

aminotransferase (ALT), sdo enzimas encontradas, frequentemente, como marcadores de dano
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celular, j& que sdo moléculas citoplasmaticas e ndo tém a capacidade de atravessar a membrana
sarcoplasmaética. Por esse fato, 0 aumento da concentracdo sérica dessas enzimas é utilizado
como indicativo de dano na membrana muscular, apesar de também indicar danos em outras
estruturas teciduais (SKENDERI; KAVOURAS; ANASTASIOU; YIANNAKOURIS et al.,
2006).0 aumento da concentracdo dessas enzimas pode ocorrer tanto apds o exercicio intenso,
como nos valores de repouso ap6s o exercicio(BRANCACCIO; MAFFULLI; BUONAURO;
LIMONGELLI, 2008). Assim, individuos ndo treinados apresentam valores de repouso
menores do que individuos treinados, embora se saiba a resposta ao exercicio possa ser atenuada
pela repeticdo do exercicio, que faz com que um exercicio, quando repetido vérias vezes,
provoque menos danos as fibras do grupamento muscular envolvido do que o exercicio inicial
(MOUGIQS, 2007).

A CK e uma enzima encontrada em diversos tecidos, mas, principalmente, nas celulas
musculares esqueléticas, cardiacas e no tecido cerebral, cuja funcdo é tamponar as
concentragdes de adenosina trifosfato (ATP) e adenosina difosfato (ADP), catalisando a troca
reversivel de ligagdes de fosfato de alta energia entre a fosfocreatina e 0 ADP produzido durante
a contracdo, estando, assim, associada com a formacéo de ATP nos sistemas contrateis e de
transporte (BRANCACCIO; MAFFULLI; BUONAURO; LIMONGELLLI, 2008).

A CK e uma enzima chave que controla a energia celular, com varias isoenzimas, que
sdo compartimentadas especificamente noscompartimentos onde a energia € produzida ou
utilizada (WALLIMANN; WYSS; BRDICZKA; NICOLAY et al., 1992). Existem pelo menos
cinco isoformas de CK, destas, trés sdo citoplasmaticas, compostas pela unido de duas
subunidades do tipo B e/ou M, em trés isoformas possiveis no citoplasma: as isoenzimas CK-
BB, CK-MB e CK-MM. Duas isoenzimas sdo mitocondriais, conhecidas como Macro CK pelo
seu grande tamanho molecular, sendo produzidas pela polimerizacdo da CK-MM e da CK-BB
com imunoglobulina G (BRANCACCIO; MAFFULLI; BUONAURO; LIMONGELLI, 2008).

A concentracdo sérica dessas isoenzimas fornecem informacoes especificas do tecido
lesionado, tendo em vista a distribuicdo das mesmas nos diversos tecidos. A CK-MM é
encontrada em diversos dominios da fibra muscular, onde o consumo de ATP é alto, sendo um
marcador de desordem muscular, enquanto a CK-MB esté relacionada ao infarto do miocardio
e a CK-BB a danos cerebrais (BRANCACCIO; MAFFULLI; BUONAURO; LIMONGELLI,
2008).

A concentracao de CK no sangue tem sido proposta como um dos melhores indicadores
indiretos de danos musculares devido a sua facil identificacdo e ao custo relativamente baixo

dos ensaios para quantifica-la, sendo usada ndo s6 como marcadora de lesdo, mas, também,
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como um indicador da intensidade do treinamento ¢ como marcador de “overtraining”. No
entanto, alguns problemas dificultam o uso da CK com este propoésito, pois ha uma grande
variabilidade interindividuos, dificultando a atribui¢do de valores de referéncia confidveispara
pessoas que realizam atividade fisica intensa (KOCH; PEREIRA; MACHADO, 2014).

O pico da concentracdo sérica de CK ocorre de um a quatro dias ap0s 0 exercicio
(MOUGIOS, 2007). A concentragdo de CK esté relacionada & massa corporal e a atividade
fisica (intensidade e duracdo), com valores de repouso superiores para atletas, tendo em vista o
treinamento regular a que sdo submetidos. Entretanto, ap0s a realizacdo de exercicio, valores
maiores sao alcangados por pessoas destreinadas, demonstrando um comportamento adaptativo
dos musculos treinados (BANFI; COLOMBINI; LOMBARDI; LUBKOWSKA, 2012).
Embora os valores para os limites de referéncia para ndo atletas sejam discrepantes, tendo em
vista o diferente nivel de atividade fisica dos participantes dos estudos (MOUGIQOS, 2007), vem
sendo aceito o valor aproximado de 200 U/L como o limite superior de normalidade para a
concentragdo de CK e valores acima de 10.000 U/L como diagnostico de
rabdomiolise(CLARKSON; HUBAL, 2002). Para atletas, o limite superior da normalidade
parece variar de acordo com a modalidade esportiva, sendo propostos valores aproximados de
1300 U/L para jogadores de futebol (LAZARIM; ANTUNES-NETO; DA SILVA; NUNES et
al., 2009) e de 1083 U/L para atletas de diferentes modalidades (MOUGIQS, 2007). Da mesma
forma, militares atingem, constantemente, durante seu treinamento, concentracdes de CK mais
que dez vezes acima dos limites superiores de normalidade, devendo-se considerar valores até
50 vezes acima do limite de normalidade como limites superiores para esta populacéo
(KENNEY; LANDAU; GONZALEZ; HUNDERTMARK et al., 2012).

1.6 Adaptacdes fisioldgicas ao exercicio fisico agudo e cronico

O mausculo esquelético € um tecido maleavel capaz de alterar o tipo e quantidade de
proteina em resposta as perturbacdes na homeostase celular. O complexo processo de adaptacao
induzida pelo exercicio envolve mecanismos de sinalizacdo especificos (IZQUIERDO;
IBANEZ; HAKKINEN; KRAEMER et al., 2004).Para converter um sinal mecanico, como o
gerado pela contracdo muscular, em um evento molecular, ha regulacdo de mensageiros
primarios e secundarios, 0s quais iniciam cascatas de ativacdo ou repressdo de vias de
sinalizacdo de sintese ou degradacdo proteica e de controle da expressdo génica(WILLIAMS;
NEUFER, 1996).As consequéncias funcionais dessas adapta¢des sdo determinadas pelo volume

de treinamento, intensidade e frequéncia. Além disso, muitas caracteristicas da adaptagdo ao
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treinamento s&o especificas para o tipo de estimulo (IZQUIERDO; IBANEZ; HAKKINEN;
KRAEMER et al., 2004; MAHONEY; PARISE; MELOV; SAFDAR et al., 2005).

A contracdo muscular gera aumentos transitorios na quantidade total de RNA
mensageiro (RNAm) entre 3 a 12 horas ap0s 0 exercicio e retorna aos niveis basais dentro de
24 horas (BICKEL; SLADE; MAHONEY; HADDAD et al., 2005; PILEGAARD; ORDWAY;
SALTIN; NEUFER, 2000; YANG; CREER; JEMIOLO; TRAPPE, 2005). Consequentemente,
a adaptacdo ao treinamento fisico provavelmente se deve aos efeitos cumulativos de cada sessdo
de exercicios, levando a uma mudanca no nivel de proteinas especificas e a um novo limiar
funcional (MAHONEY; PARISE; MELOV; SAFDAR et al., 2005) .

Vias de sinalizagdo especificas regulam os mecanorreceptores e conectam 0s eventos
neurais, mecanicos e bioquimicos. Existem numerosos mensageiros envolvidos, incluindo o
estiramento mecanico, fluxo de calcio, estado redox e estado de fosforilagdo (COFFEY;
HAWLEY, 2007). Os estimulos mecanicos modulam a funcéo celular e afetam diretamente a
forma e a funcdo do tecido (ALENGHAT; INGBER, 2002). A perturbacdo mecanica do
musculo esquelético promove a ativacdo da calcineurina, de proteina quinases ativada por
mitogenos (MAPK) e do fator de crescimento semelhante a insulina (IGF) (KUMAR,;
CHAUDHRY:; REID; BORIEK, 2002).

A rapida e diferenciada conversdo mecanoquimica induzida por modelos distintos de
estresse mecanico sugere a existéncia de especificidade de transdugdo mecanica na realizagédo
do exercicio agudo (HORNBERGER; ARMSTRONG; KOH; BURKHOLDER et al., 2005).

O exercicio prolongado de intensidade moderada (60-70% do VO,max) aumenta a
captacdo de calcio no reticulo sarcoplasmatico e o niumero de bombas ativas que recolhem o
calcio (SCHERTZER; GREEN; FOWLES; DUHAMEL et al., 2004). Em contraste, uma Unica
sessdo de exercicio de alta intensidade (> 100% VO;max) ou fatigante gera uma reducédo
transitoria de 20-50% na captacao e liberacdo de célcio, retornando aos niveis basais apds 60
minutos de recuperacdo (MATSUNAGA,; INASHIMA; TSUCHIMOCHI; YAMADA et al.,
2002).

Estas alteracGes agudas na concentracdo de célcio citosolico também podem
desencadear eventos secundarios ap6s um retorno aos valores basais. Episodios repetidos de
exercicio induzem uma resposta adaptativa, resultando em uma menor perturbacdo na liberacédo
e captacdo de calcio e, posteriormente, melhora na resisténcia a fadiga (HOLLOWAY;
GREEN; DUHAMEL; FERTH et al., 2005).

Em conjunto, esses achados sugerem que a amplitude e a duracéo do fluxo de célcio séo

reguladas pela duragdo e frequéncia do estimulo contratil. E plausivel sugerir que o célcio
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citosolico transiente também pode determinar os eventos subsequentes, como a expressao
génica e a sintese de proteinas (CHIN, 2005). Portanto, o célcio € um regulador importante na
especificidade dos eventos adaptativos induzidos pelo exercicio, e seus efeitos provavelmente

sdo alterados pelo modo, intensidade e volume do exercicio.

1.7 Processo de reparacao induzido pelo exercicio fisico

O exercicio fisico induz a um processo inflamatdrio, o qual ocorre para promover o
reparoeremodelamento tecidualapés o trauma. A ativacdo do processo inflamatério é local
esistémica e reguladapor fatores pro e anti-inflamatorios. A inflamagdo é considerada um
processo altamente benéfico e necessario quando relacionada ao treinamento fisicoregular e
sistematizado, com o tempo de descansonecessario para a recuperacdo, uma vez que em
conjuntocom a agdo de hormonios e outras moléculas sinalizadoras, é responsavel pela
regeneracao e reparodas estruturas danificadas(ZALDIVAR; WANG-RODRIGUEZ; NEMET;
SCHWINDT et al., 2006).

O exercicio fisico provoca microtraumasde graus variados no tecido muscular
estriadoesquelético, tecido conjuntivo e tecido 0sseo.Esses microtraumas sédo considerados
como danostemporarios e reparaveis pois resultam em umaresposta inflamatéria aguda,
orquestrada, dentreoutros, por neutrofilos e macréfagos, cuja funcdo é a limpeza, reparo e
desenvolvimento dos tecidospreviamente danificados(SMITH, 2000).0s microtraumasno
tecido muscular sdo dependentesda intensidade do esforco e incluem rupturada matriz
extracelular, lamina basal e do sarcolema.Podem resultar na liberagédo para a corrente sanguinea
de proteinas intracelulares como a mioglobina,LDH, ALT, AST e CK(LAZARIM; ANTUNES-
NETO; DA SILVA; NUNES et al., 2009).

O processoadaptativo envolve a ativacdo de vias de sinalizacdo intracelulares e
subsequente ativacdo génica quepode resultar em alteracbes na massa muscular,nas
propriedades contrateis e nas respostas metabdlicas (BASSEL-DUBY; OLSON, 2006).Essa
sinalizacdo proteica é dependenteda especificidade dos exercicios empregados, e sereflete no
aumento de rendimento em capacidadesbiomotoras diversas(TOIGO; BOUTELLIER, 2006).

O mecanismo de reparo do dano pode ser dividido basicamente emtrés fases: uma fase
degenerativa seguida de umafase regenerativa e uma terceira fase de remodelamentodo tecido
danificado(SMITH, 2004). Constitui umqguadro complexo, no qual as células inflamatérias
promovem tanto dano quanto regeneracao. Isso € feito por meio da acdo combinada de EROs,

antioxidantes enzimaticos, fatores de crescimento,horménios e citocinas, que mantem um
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equilibrio entre atividades pro e antioxidantes e prd e anti-inflamatérias(GLEESON, 2007;
TIDBALL, 2005).

As citocinas sdo as responsaveis pela comunicacdo intercelular, interérgdos e
intersistemas,permitindo que diferentes sistemas organicos sejaminformados do trauma em um
tecido especifico. Viabilizamo influxo de neutrofilos, mondcitos, linfocitos e outras células que
participam da limpeza e regeneracdotissular, sinalizando indiretamente o aumentona
permeabilidade dos vasos sanguineos e, consequentemente,um incremento na transicdo de
fluidose proteinas entre os espacos intra e extracelular(MOLDOVEANU; SHEPHARD; SHEK,
2001).

A interleucina 6 (IL-6) vem sendoconsiderada na literatura como o principal
agenteregulador da resposta de fase aguda no exerciciofisico. Essa citocinaé produzida em
concentragdes mais elevadas pelo tecido muscular estriadoesquelético, por leucocitos e células
endoteliais,via sinalizacdo decitocinas pro-inflamatorias edeEROs,sendo sua secrecao
relacionada a intensidade,duracdo e quantidade de massa muscularenvolvida no exercicio
fisico(PETERSEN; PEDERSEN, 2005).

As ac¢des anti-inflamatorias da IL-6 s&o diversificadas,incluindo efeitos inibitdrios sobre
aproducdo e secrecdo, principalmente, de TNF-a,estimulo da sintese das citocinas anti-
inflamatoriascomo o receptor antagonista de IL-1 (IL-1ra) e InterleucinalO (IL-10), além do
estimulo a liberacdode receptores soltveis para TNF-a(PETERSEN; PEDERSEN, 2005).

Tambémativa a glicogendlisehepética e a lipoliseno tecido adiposo, via ativacdo da
proteinaquinase dependente de AMP (AMPK). O aumentoda taxa de oxidacdo dos acidos
graxos € importantepara fornecer energia para 0S processos de reparoe sintese
tecidual(PETERSEN; PEDERSEN, 2005). A IL-6 regulatambém, a migracdo das
célulassatélites, a fim depromover a hipertrofia do tecido muscular(SERRANO; BAEZA-
RAJA; PERDIGUERO; JARDI et al., 2008). Porfim, a IL-6, em conjunto com outrascitocinas,
parece dirigir o padrdo da resposta inflamatoria para uma maior producdode anticorpos e uma
acentuada ativacdo dos eosinofilos(GLEESON, 2006).

Muitos autores utilizaram marcadores de inflamagdotais como citocinas, leucocitos,
moléculas de adesdo celular, cortisol, concentracdo sérica da CK no contexto da resposta
agudae adaptacdo cronica ao exercicio fisico. Estudos ttmmaostrado que o exercicio fisico agudo
estd relacionadoa leucocitose transitoria,seguida de supressdo parcial da imunidadecelular e
pela reducdo do nimero e/ou funcédo doslinfécitos.

Também tém sido mostrados aumentossignificativos nas concentracbes séricas da

CK,proteina C reativa (PCR), moléculas de adesao celular e na concentracéo de citocinaspro e
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anti-inflamatérias  (MOOREN; BLOMING; LECHTERMANN; LERCH et al., 2002;
NIEMAN; HENSON; SMITH; UTTER et al., 2001; VIRU; VIRU; KARELSON; JANSON et
al., 2007).0s estudos que mensuraram os efeitos cronicos do exercicio fisico sobre marcadores
inflamatoriossdo menos comuns e o0s resultados apontam, como efeito crénico,uma diminuicao
do quadro pré inflamatdrio local esistémico(KASAPIS; THOMPSON, 2005).

1.8 miRNAs: conceitos, biogénese e funcéo

O Lin4 (do inglés lineage-deficient-4) foi o primeiro miRNAobservado em 1993, sendo
nesta época associado ao controle temporal dodesenvolvimento larval em
Caenorhabditiselegans(LEE; FEINBAUM; AMBROS, 1993). Os miRNAss&o definidos como
pequenas moléculas de RNA de fita simples com aproximadamente 22 nucleotideos néo
codificantes de proteinas, que agem como potentes reguladores pos-transcricionais da
expressdao génica (KIM, 2005). Os miRNAs podem estar localizados em regides intergénicas
do genoma, em introns e também em éxons, tanto de genes codificadores para proteina quanto
de genes ndo codificadores (OLENA; PATTON, 2010).

O crescente interesse pelos miRNAs fez com que aumentasse o nimero de descobertas
ao longo dos anos. Em 2005, havia 465 miRNAsdescritos em humanos (BEREZIKOV;
GURYEYV, 2005), em 2008 esse numero aumentou 114%. A versdo mais recente do banco de
dados miRBase (v22) aponta para 38.589 entradas representando precursores de miRNAs em
diferentes organismos. As estimativas sao criadas através de varios algoritmos de predicdo de
alvos de miRNA (CHAUDHURI; CHATTERJEE, 2007).

O inicio do processo de biogénese dos miRNAsocorre com a transcricdo destes no
nucleo celular, sendo que a maioria é transcrito pela RNA Polimerase Il . Os primeiros
miRNAssdo denominados de primarios (pri-miRNAS) e serdo processados dentro do nucleo
pela Drosha(ribonuclease I11)(LEE; JEON; LEE; KIM et al., 2002), juntamente com a proteina
de ligacdo Pasha(DGCR8)(HAN; LEE; YEOM; KIM et al., 2004). O produto dessa clivagem
gera uma molécula menor precursora denominada de pre-miRNA, que é transportada para o
citoplasma via mecanismo dependente de exportina-5 e Ran-GTP (LUND, 2004).Em seguida,
os pre-miRNAs sdo clivados por outra RNase Il chamada Dicer, para formar o miRNA
maduro, de fita dupla (miRNA:miRNA), no qual uma das suas fitas serd incorporada em um
complexo de ribonucleoproteina,complexo de silenciamento induzido porRNA (RISC), o qual

contém a proteina argonauta como um dos principais componentes.
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Nessa fase do processamento, uma fita do miRNA serd transformada em miRNA
maduro e a outra degradada (GREGORY; CHENDRIMADA; COOCH; SHIEKHATTAR,
2005) e como parte do complexo RISC os miRNAs irdo interagir com seus RNAm alvos (Y1,
2003). A abundéancia dos miRNAs pode ser controlada na transcri¢gdo do pri-miRNA, durante
qualquer passo da biogénese e no turnover do miRNA maduro.O miRNA maduro se associa ao
RISC e o complexo miRNA/RISC reprime a sintese de proteinas pela degradacdo de RNASs
mensageiros (RNAm) quando ha alta complementaridade com o miRNA ou pode inibira
traducdo do RNAm quando a complementaridade é menor(SCHWARZ; GRANDE;
BUJDOSO; SAEDLER et al., 2008).A Figura 4 resume a biogénese e os mecanismosde acéo

dos miRNAs mais comuns.

Figura 4 - Resumo da biogénese e os mecanismos de acdo dos miRNAs
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Fonte: RYAN; JOILIN; WILLIAMS, 2015)

Os mecanismos de acdo dos miRNAssdo especificos. Como reguladores poés-
transcricionais exercem seus efeitos ligando-se a regido 3’ nao traduzida de RNAm alvos,
promovendo a reducdo da expressdo proteica atraves do controle traducional(KIM, 2005).
Como dito anteriormente, esse mecanismo de ligacdo depende do grau de complementaridade
com o RNAm-alvo, podendo gerar inibicdo traducional (complementaridade parcial) ou
degradacdo do RNAmM (complementaridade total).Outros mecanismos de acdo possiveis dos
miRNAs sdo, deadenilacdo, degradacdo e captura dos RNAm nos P-bodies (corposde
processamento citoplasmaticos) (FAZI; NERVI, 2008). O mecanismo de acdo via P-bodies
ocorre da seguinte forma: um miRNA ligado a uma proteina argonauta reconhece seus RNAmM
alvos por pareamento de bases; a proteina argonauta, localizadas nos P-bodies, vai interagir
com o GW182, depois o complexo RNAmM-miRNA-Argonauta é encaminhado aos P-bodies.
No P-body, o RNAm alvo € deadenilado pelas enzimas deadenilases presentes, entdo degradado
ou até mesmo removido damaquinaria traducional(PILLAI; BHATTACHARYYA; ARTUS;
ZOLLER et al., 2005).
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A partir de seu modo de acdo, foi observado que um Unico miRNA é capaz de regular
200 RNAm apresentando fungdes totalmente diversas, ou seja, 0s miRNAs constituem uma
enorme e complexa rede regulatoria da sinalizacdo celular. Em animais, a maioria dos miRNAs
liga-se na regido 3'-UTR do mRNA-alvo com complementaridade imperfeita funcionando
como repressor traducional.Como essa classe de RNAs possui sequéncias pequenas, um Unico
miRNA pode regular diversos RNAm-alvo e varios miRNAs podem atuar num mesmo RNAm-
alvo (BARTEL, 2004). A partir das analises de predi¢do, os miRNAs tém sido associados a
regulacéo de diversos mecanismos e funcionamento muscular cardiaco e esquelético (CHEN;
LODISH, 2005). Adicionalmente, analises de bioinforméatica de dados de microarray de
miRNAs tém identificado miRNAs que sdo altamente expressos em tecidos especificos, como,
figado, cérebro, hipofise, pancreas, testiculos, musculo estriado esquelético (SOOD; KREK;
ZAVOLAN; MACINO et al., 2006), cardiaco(VAN ROOIJ; MARSHALL; OLSON, 2008) e
na circulagdo (MITCHELL; PARKIN; KROH; FRITZ et al., 2008).

1.9 miRNAs circulantes

Na ultima década, a descoberta da ocorréncia de miRNAs no plasma, soro e plaquetas
(c-miRNAs)levou ainvestigagfes sobremudancasno padrdo deexpressdo, na tentativa de
relaciona-las avérias condicbes fisiologicas e patoldgicas(TURCHINOVICH; WEIZ;
LANGHEINZ; BURWINKEL, 2011).Tem sido observado que os c-miRNAs sdo bastante
estaveis em diversas situagdes como, variagdes no pH, ebulicdo, congelamento e
descongelamento e armazenamento a longo prazo a temperatura ambiente, tornando-os
apropriados para utilizacdo como biomarcadores no sangue (CHEN; BA; MA; CAl et al., 2008;
WEBER; BAXTER; ZHANG; HUANG et al., 2010).

Os mecanismos que mantém a estabilidade dos c-miRNAs tém sido estudados. algumas
teorias foram descritas para explicar o transporte e a estabilidade dos c-miRNAs, entre elas a
teoria que os c-miRNAs sdo protegidos por encapsulamento em vesiculas de membrana, devido
esses c-miRNAs terem sidos detectados em microvesiculas de sangue periférico (XU; LIU;
YAO; DAI et al., 2015).

Os c-miRNAsatuam como moléculas de sinalizacdo, pois em algumas espécies eles sdo
secretados na circulacdo e atuam em locais distantes para regular a expressdo génica, embora
ainda ndo se saiba como esses c-miRNASs sdo liberados na corrente sanguinea e quais condi¢des
regulam esse processo (MORI, 2018; THOMOU; MORI; DREYFUSS; KONISHI et al., 2017,
VALADI; EKSTROM; BOSSIOS; SIOSTRAND et al., 2007). Estudos sugerem que 0s C-
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miRNAs estdo envolvidos na comunicacéo celular, indicando que, assim como os horménios e
as citocinas, poderiam atuar como mediadores da expressdo génica nas células alvo (SHAH;
CALIN, 2013; THOMOU; MORI; DREYFUSS; KONISHI et al., 2017).

Para a deteccdo e quantificacdo de perfis de expressdo de c-miRNA em fluidos
corporais, varias abordagens estdo disponiveis, tais como microarrays, métodos de reacdo em
cadeia da polimerase em tempo real (QPCR) e sequenciamento (DE PLANELL-SAGUER,;
RODICIO, 2013). Os mais utilizados sdao os métodos de microarrays e gPCR. O primeiro
possibilita a realizacao de triagem de alto rendimento e sdo geralmente usados para a descoberta
e identificacdo de c-miRNAbiomarcadores. Por outro lado, agPCR oferece a vantagem de alta
especificidade e sensibilidade e é considerada como o padrdo ouro para a detec¢do de c-miRNA
em laboratérios clinicos, sendo de fécil acesso e rotineiramente processados na avaliagéo
médica(CHEN; BA; MA; CAl et al., 2008).A Tabela 1 resume a expressdo de c-miRNAs de

acordo com a rota metabdlica.

Tabela 1- c-miRNAs agrupados de acordo com a funcao bioldgica a que estdo envolvidos

Rota metabdlica Referéncias c-miRNAs
Fungdo muscular e cardiaca  Baggishet al. miR-21, miR-133a
Aoi et al. miR-1, miR-133a, miR-133bh, miR-206, miR-208b, miR-
486, miR-499
Uhlemanet al. miR-133
Moorenet al. miR-1, miR-133a, miR-206, miR-208b, miR-499
Baggishet al. miR-1, miR-133a, miR-499-5p, miR-208a
Gomes et al. miR-1, miR-133a, miR-206
Clausset al. miR-1, miR-26a, miR-29b, miR-30a, miR-133a
Banzetet al. miR-1, miR-133a, miR-133b, miR-208a, miR-208b, miR-
499
Cui et al. miR-1, miR-133a, miR-133b, miR-206, miR-499
Resposta inflamatoria Baggishet al. miR-21, miR-146a
Moorenet al. miR-155, miR-21
Baggishet al. miR-146a
Gonzalo-Calvo et al. miR-106
Lesdo endotelial Uhlemanet al. miR-126
Baggishet al. miR-126
Angiogenese Baggishet al. miR-20a, miR-221, miR-222, miR-210, miR-328
Hipoxia Baggishet al. miR-21, miR-210, miR-146a
Tecido cerebral Baggishet al. miR-134
Proliferacdo celular Cuietal. miR-16, miR-122

1.10 c-miRNAse exercicio fisico

Osc-miRNAs foram descritos como reguladores de ajuste fino de muitos processos

bioldgicos, tanto na satde, incluindo o exercicio fisico, como na doencga.Exercicios agudos ou



31

cronicos alteram o perfil de miRNA sem musculo esquelético, cardiaco, hepético e no sistema
imune (DAVIDSEN; GALLAGHER; HARTMAN; TARNOPOLSKY et al., 2011). Estudos
anteriores destacaram o papel dos miRNAs na adaptacdo induzida pelo exercicio, incluindo a
hipertrofia do mdsculo esquelético, remodelacio e metabolismo (DRUMMOND;
MCCARTHY:; FRY; ESSER et al., 2008a), a angiogénese(Ll; ZHANG,; LIU; DAl et al., 2013)
e alteracBes estruturais cardiacas (DUISTERS; TIJSEN; SCHROEN; LEENDERS et al.,
2009a). OsmiRNAs no musculo esquelético, modulam processos de proliferacéo, diferenciacdo
e regeneracdo em células musculares adultas (CALLIS; DENG; CHEN; WANG, 2008; KIM;
LEE; SIVAPRASAD; MALHOTRA etal., 2006)e os miR-1, -133a, -133b e -206, em conjunto,
respondem por quase 25% de toda expressdo dos miRNAs no musculo esquelético e sdo
referidos como myomiRs(MCCARTHY; ESSER, 2007b).

O efeito do exercicio sobre o perfil sérico dos c-miRNAsfoi citado por varios autores
(BAGGISH; HALE; WEINER; LEWIS et al., 2011; MOOREN; VIERECK; KRUGER;
THUM, 2014; NIELSEN; AKERSTROM; RINNOV; YFANTI et al., 2014). Estudos com
modelos experimentais aparentemente similares ndo conseguiram encontrar 0S mMesmos
comportamentos de c-miRNAs especificos. Assim, enquantoMooren et al. (MOOREN;
VIERECK; KRUGER; THUM, 2013), Baggishetet al. (BAGGISH; HALE; WEINER; LEWIS
et al., 2011) e Clauss et al. (CLAUSS; WAKILI; HILDEBRAND; KAAB et al., 2016)
observaram aumento na expressdo dosc-miR-1 e c-miR-133a,Gonzalo-Calvo et al. (DE
GONZALO-CALVO; DAVALOS; MONTERO; GARCIA-GONZALEZ et al., 2015) ndo
descreveram alterac6es nesses c-miRNAsimediatamente ap6s uma maratona. Da mesma forma,
ndo foram observadas concordancias no padréo de expressao de c-miRNAsapos um periodo de
treinamento com um cicloergdmetro(AOl; ICHIKAWA; MUNE; TANIMURA et al., 2013;
LEE; FRAGALA; KAVOURAS; QUEEN et al., 2017; NIELSEN; AKERSTROM; RINNOV;
YFANTI etal., 2014). Por outro lado, mudancas semelhantes para os mesmos c-miRNAs foram
observadas em resposta a exercicios de naturezas muito diferentes. Por exemplo, 0s aumentos
em c-miR-133a e -133b foram observados2e6h apds corrida em declive (BANZET;
CHENNAOUI; GIRARD; RACINAIS et al., 2013), imediatamente apds um teste de sprint no
ciclismo (CUI; LI; NIU; ZHANG et al., 2015) ou imediatamente apds uma maratona e apds
exercicios resistidos agudos comopulldown, legpress e butterfly(UHLEMANN; MOBIUS-
WINKLER; FIKENZER; ADAM et al., 2014).

O papel dos c-miRNAs na adaptacdo induzida pelo exercicio vem sendo investigado,
incluindo hipertrofia, remodelacdo e metabolismo do musculo esquelético(DRUMMOND;
MCCARTHY:; FRY; ESSER et al., 2008b; SAFDAR; ABADI; AKHTAR; HETTINGA et al.,
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2009), angiogénese(Ll; ZHANG; LIU; DAI et al., 2013)e alteracBes estruturais cardiacas
(DUISTERS; TIJSEN; SCHROEN; LEENDERS et al., 2009b). A associacgao reciproca entre
inflamagdo e miRNAs foi relatada einvestigag0es in vitro e in vivo demonstraram que 0S
estimulos inflamatérios ativam a biogénese demiRNAS(TILI; MICHAILLE; CIMINO;
COSTINEAN et al., 2007). Dada a sua natureza dindmica, os miRNAs tém sido propostos na
regulacdo e otimizacdo da resposta inflamatéria e na manutencdo da homeostase (LIU;
ABRAHAM, 2013). As vias celulares alteradas por miRNAs relacionados a inflamacao variam
desde a sintese de citocinas até a ativacdo de leucocitos (O'CONNELL; RAO; BALTIMORE,
2012).

Perfis alterados de c-miRNAs foram relatados apds ambosexercicios agudos e cronicos
(BAGGISH; HALE; WEINER; LEWIS et al., 2011; SAWADA; KON; WADA; USHIDA et
al., 2013) e a maioria dos estudos analisaram c-miRNAs previamente descritos como
mediadores deprocessos fisiologicos ligados as adaptagbes do exercicio no musculo
esqueletico, coracdo ou vasculatura(AOI; ICHIKAWA; MUNE; TANIMURA et al., 2013;
BAGGISH; HALE; WEINER; LEWIS et al., 2011; BAGGISH; PARK; MIN; ISAACS et al.,
2014; BANZET; CHENNAOUI; GIRARD; RACINAIS et al., 2013; GOMES; OLIVEIRA-
JR; MADRID; ALMEIDA et al., 2014; MOOREN; VIERECK; KRUGER; THUM, 2014;
UHLEMANN; MOBIUS-WINKLER; FIKENZER; ADAM et al., 2014).

Dada a importancia fisioldgica da resposta inflamatéria induzida pelo exercicio na
adaptacdo a saude e treinamento, o papel dos c-miRNAs como comunicadores intercelulares,
reguladores das respostas fisioldgicas e seu potencial como biomarcadores estdo sendo
investigados eos c-miRNAsrelacionados a inflamacéo sdo chamados de c-inflammamiRs. Os
c-miR-21, -146 e -223 foram relatados em estudos relacionados a inflamacao induzida pelo
exercicio fisico (AOI; ICHIKAWA; MUNE; TANIMURA et al., 2013; BAGGISH; HALE;
WEINER; LEWIS et al., 2011; BAGGISH; PARK; MIN; ISAACS et al., 2014; BANZET;
CHENNAOUI; GIRARD; RACINAIS et al., 2013; GOMES; OLIVEIRA-JR; MADRID;
ALMEIDA et al., 2014; MOOREN; VIERECK; KRUGER; THUM, 2014; SAWADA; KON;
WADA; USHIDA et al., 2013; UHLEMANN; MOBIUS-WINKLER; FIKENZER; ADAM et
al., 2014).

A estreita associacdo entre inflamacéo e exercicio fisico tem consequéncias importantes
para as adaptacdes de treinamentoe satde. No entanto, informacdes limitadas estdo disponiveis
sobre a regulacdo de c-inflammamiRs, tanto emdoengascomo durante o exercicio fisico. Os
poucos estudosque avaliaram a expressdo de c-inflammamiRs em resposta ao exercicio
produziram resultados divergentes(AOl; ICHIKAWA; MUNE; TANIMURA et al., 2013;
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BAGGISH; HALE; WEINER; LEWIS et al., 2011; BAGGISH; PARK; MIN; ISAACS et al.,
2014; BANZET; CHENNAOUI; GIRARD; RACINAIS et al., 2013; GOMES; OLIVEIRA-
JR; MADRID; ALMEIDA et al., 2014; MOOREN; VIERECK; KRUGER; THUM, 2014;
UHLEMANN; MOBIUS-WINKLER; FIKENZER; ADAM et al., 2014).

Nielsen et al.relataram um aumento nos niveis circulantes doc-miR223, 1 hora ap6s a
realizacdo de exercicio resistido agudo. No entanto, esses autores também relataram uma
diminuicdo dos niveis circulantes dos miRNAs inflamatérios let-7i, c-miR-146, -148a e -221
imediatamente apds 0 mesmoexercicio(NIELSEN; AKERSTROM; RINNOV; YFANTI et al.,
2014). Além disso, a conclusdo de uma maratona resultou emum aumento nos niveis circulantes
do c-inflammamiR 146a (BAGGISH; PARK; MIN; ISAACS et al., 2014; UHLEMANN;
MOBIUS-WINKLER; FIKENZER; ADAM et al., 2014).

Varios fatores podem influenciarnas discrepancias entre estudos, incluindo a
intensidade, o tipo e a duracdo do exercicio, o desenho experimental, diferencasna idade e
origens geneticas e ambientaisdos participantes (MAKAROVA; MALTSEVA,;
GALATENKO; ABBASI et al., 2014). De fato, 0 aumento observado nos niveis de c-miR-21
e -221 induzidos por exercicios exaustivos é atenuado apds um periodo de treinamento fisico
ematletas competitivos, sugerindo um aumento dos c-inflammamiRsem participantes mais
ativos (BAGGISH; HALE; WEINER; LEWIS et al., 2011).

Além disso, de Gonzalo-Calvo et al. (2015) relataram que diferentes doses de exercicio
aerobio agudo induziram respostas distintas e especificas dos c-inflammamiRs, que podem
estar associadas ao controle da cascata inflamatoria induzida pelo exercicio. Esses resultados
apontam os c-inflammamiRs como potenciais biomarcadores de inflamagdo induzida por
exercicio (DE GONZALO-CALVO; DAVALOS; MONTERO; GARCIA-GONZALEZ et al.,
2015).
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2 JUSTIFICATIVA

Os exercicios fisicos conduzidos de forma aguda ou crénica induzem a adaptagdes no
metabolismo consideradas como primordiais para a manutencdo ou conquista do
condicionamento fisico. Ainda ndo estdo completamente esclarecidos 0s mecanismos que
podem conduzir as concentracbes séricas de biomarcadores especificos e frequentemente
empregados. Entre as diferentes formas de elucidar as altera¢6es induzidas pelo exercicio estdo
0s mMiRNAs.

Os miRNAs destacam-se como importantes reguladores da expressdao génica em
diversas condic¢des fisiologicas. A identificacdo de um padrdo de expressdo destas moléculas é
de extrema importancia no entendimento dos mecanismos biol6gicos que levam as adaptacdes
benéficas ligadas ao exercicio fisico.

Estudos disponiveis até 0 momento,apontam que tanto o exercicio agudoquanto o
crénicoalteram os perfis dos c-miRNAs de sujeitos saudaveis. No entanto, ha muita controversa
em funcdo das diferentes caracteristicas dos grupos estudados que influenciam diretamente os
resultados obtidos, entre eles o condicionamento fisico, tipo (agudo, crdnico, aerobio,
anaerdbio), intensidade, duracdo do exercicio fisico, e tempo de repouso para iniciar a coleta
de dados.

O entendimento da expressdo coordenada de c-miRNAs musculo-especificos podera,
futuramente,fornecer informacdes sobre os mecanismos envolvidos, otimizar estratégias de
treinamento e ajudar o0 monitoramento e controledos efeitos sobre a sadde, podendo consolida-
los como biomarcadores relacionados a um estado fisioldgico ou patoldgico, tanto na ciéncia

do esporte como da saude.
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

Determinar as variagdes daexpressdo de miRNAs circulantes em homens condicionados
e ndo condicionados fisicamente e biomarcadores bioquimicos e fisiolégicos relacionados a

lesdo tecidual e ao processo inflamatério, ap0s a realizacao de exercicio fisico agudo e crénico.

3.2 Objetivos especificos

e Determinar a influéncia do exercicio fisico agudo/cronico sobre indicadores
bioguimicos de leséo tecidual e processo inflamatorio em individuos condicionados
e ndo condicionados.

e Avaliar as alteracBes nos padrdes de expressdo de c-miRNAs em decorréncia da
mudanca do condicionamento fisico de homens adultos saudaveis.

e Comparar a expressao de c-miRNAs, antes e apés a realizacdo de exercicio fisico
agudo e crénico, em individuos com diferentes niveis de condicionamento fisico.

e Correlacionar a expressdo de miRNAs circulantes com as demais variaveis

estudadas.
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4 METODOS, RESULTADOS E DISCUSSAO

Os métodos, resultados e discussdo serdo apresentadas no formato de artigo (Artigo 1 e
Artigo 2).

OArtigo 1 refere-se a avaliacdoda influéncia do exercicio resistido agudo sobre as
respostas imediatasda expressdo de c-miRNAs especificos e sua relagdo com biomarcadores
bioquimicos de lesdo muscular e processo inflamatério em homens saudaveis com
diferentecondicionamento fisico. Os participantes do estudo foram submetidos a uma sesséo
isolada de exercicio resistido, composta pela realizacdo de repetices maximas de flexdo de
bragos, alternada e sem intervalos, com a realizacdo de repetichbes maximas de
agachamento,baseado no método de treinamento de falha concéntrica.

Como forma de complementar o conhecimento foi desenvolvido o Artigo 2, o qualtrata
da influéncia do incremento de condicionamento fisico, obtido por meio de treinamento
crénico(treinamento aerdébio de corrida continua por 12 semanas), sobre as adaptacGes da

expressdo de c-miRNAs especificos e sua relagdo com marcadores fisiologicos.

4.1 Artigo 1: MicroRNAs circulantes durante pratica de exercicio resistido agudo em

homens saudaveis com diferentes niveis de condicionamento fisico

RESUMO

Objetivo: avaliar a influéncia do exercicio resistido (ER) agudo sobre a expressdo de miRNAs
circulantes (c-miRNAs) especificos e sua relacdo com biomarcadores bioguimicos de lesdo muscular e
processo inflamatério em homens saudaveis com diferentes niveis de condicionamento
fisico.Métodos:Os participantes(18,5 = 0,5 anos) foram classificados em dois grupos: nao
condicionados(n=10) - VO2zmax < 41 ml/kg/min e condicionados(n=10) - VOzmax alto> 51 ml/kg/min, de
acordo com a classificacdo do American Collegeof Sports Medicine. Anterior a realizacdo doER
agudo(repeticdes maximas de flexdo de bragos, alternada e sem intervalos, com a realizagdo de
repeticdes maximas de agachamento), foi coletada uma amostra de sangue, assim como apos 1h e 24h.
Resultados:Apds o0 ER agudo, ambos 0s grupos apresentaram 0 mesmo comportamento dos marcadores
bioguimicos, aumento da concentracdo sérica de creatina quinasepés-1h e 24h (P<0,05) e manutengdo
da concentracdo serica da interleucina-6.Entretanto, os c-miRNAs apresentaram um comportamento
diferenciado, somente no grupo ndo condicionado, houve reducéo da expressdo do c-miR-1-3p pds-1h
da realizacdo do exercicio e retornou ao nivel inicial p6s-24h, enquanto o c-miR-133a apresentou uma
redugdo pds-24h (P<0,05). A expressdo dos c-miR1-3p e -133a, permaneceu constante no grupo
condicionado.No grupo condicionado a expressdo doc-miR-21-3p apresentou redugdo pos-24h
(P<0,05). Os c-miR-133b e-146-3p ndo foram expressos, em ambos 0s grupos, tanto no basal como pos-
1 e 24h do exercicio agudo.A realizacdo do ER agudo induziu alteragdes no padrdo de expressao dos c-
miRNAsmediadores da fungdo muscular no grupo ndo condicionado e induziu a reducdo da expressao
do mediador do processo inflamatdrio no grupo condicionado. Esses resultados sugerem que os padroes
temporais marcadamente diferentes dos c-miRNAs, em comparacdo com biomarcadores convencionais,
enfatizam um papel potencial como marcadores Gnicos e em tempo real da fisiologia do exercicio.
Palavras Chaves: Exercicio agudo, c-miRNAs.
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4.1.1 Introducéo

O exercicio agudo € caracterizado pela realizacdo de uma sessao isolada de exercicios
que gera respostas imediatas, as quais podem se manter ao longo das primeiras 24 ou 48 horas,
caracterizando-se como respostas tardias(HAWLEY; HARGREAVES; JOYNER; ZIERATH,
2014). O exercicio resistido (ER) € um potente estimulador da sintese de proteinas musculares
bem como do crescimento de células musculares (MORITANI, 1979; STARON;
KARAPONDO; KRAEMER; FRY et al., 1994), e quando realizado por mais de 2 minutos,
estd associado positivamente com 0 VOzmax (BENITO; ALVAREZ-SANCHEZ; DIAZ;
MORENCOS et al., 2016; ROBERGS; GORDON; REYNOLDS; WALKER, 2007).

Varios protocolos de ER parecem potencializar respostas a tradicionais biomarcadores
bioquimicos como hormonios (testosterona, cortisol e fator de crescimento semelhante a
insulina-1) (SCHROEDER; VILLANUEVA; WEST; PHILLIPS, 2013; SMILIOS;
PILIANIDIS; KARAMOUZIS; TOKMAKIDIS, 2003), citocinas inflamatorias circulantes
(interleucina-6, interleucina-10 e proteina C-reativa) (BENINI; PRADO; ORSATTI;
BARCELOS et al., 2015; NEME IDE; ALESSANDRO SOARES NUNES; BRENZIKOFER;
MACEDO, 2013) e marcadores de danos musculares creatina quinase, lactato desidrogenase e
alanina aspartato transaminase (CK, LDH e AST) (BENINI; PRADO; ORSATTI; BARCELOS
et al., 2015). Apesar de terem ajudado na compreensdo das respostas induzidas pelo exercicio
agudo, esses biomarcadores fornecem uma visao limitada das adaptacdes induzidas pelo
exercicio fisico (LI; YAO; ZHOU; CHENG et al., 2018).

As respostas ao ER agudo envolvem uma alteracdo gradual no conteido de proteinas e
atividades enzimaticas. Essas mudancas progressivas refletem a ativacao e/ou repressdo de vias
de sinalizacdo especificas que regulam a transcricdo e a traducédo e tém efeitos na expressdo
génica (PILEGAARD; SALTIN; NEUFER, 2003).

Os miRNAs sdo pequenos RNAs ndo-codificantes e variam de 18 a 25 nucleotideos de
comprimento. Regulam a expressdo génica em niveis pds-transcricionais por meio da inibicdo
da traducdo ou da degradacdo do RNAm alvo (FRIEDMAN; FARH; BURGE; BARTEL,
2009). Além da localizacdo intracelular na qual ocorre a sua biogénese, os miRNAs foram
detectados em diferentes fluidos corporais, incluindo o sangue, chamados de microRNAs
circulantes (c-miRNAS), que podem ser ativa ou passivamente liberados dos tecidos e podem
regular a expressdo génica de células distantes, agindo como uma verdadeiro mecanismo de
comunicacdo intercelular (MENDELL; OLSON, 2012).

O exercicio agudoou crénico é capaz de alterar os perfis dos c-miRNAs de individuos
saudaveis e podem ser usados como potenciais biomarcadores ou mediadores de adaptacdes
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fisiolégicas (AOIl; ICHIKAWA; MUNE; TANIMURA et al.,, 2013; BAGGISH; HALE;
WEINER; LEWIS et al., 2011; BANZET; CHENNAOUI; GIRARD; RACINAIS et al., 2013;
MOOREN; VIERECK; KRUGER; THUM, 2014). Com base em suas funcdes bioldgicas nas
respostas induzidas pelo exercicio, alguns c-miRNAs tem sido destacados como
osMyomirsmiR-1-3p, -133a, -133b e -206 (mediadores da funcdo muscular) e os c-
inflammamirs miR-21-3p e miR-146-3p (mediadores do processo inflamatério)(BAGGISH,;
HALE; WEINER; LEWIS et al., 2011; HORAK; NOVAK; BIENERTOVA-VASKU, 2016).
Apesar dos estudos apontarem para o uso dos c-miRNAscomo mediadores, em funcdo dos
diferentes tipos de exercicios e delineamento dos estudos, 0 comportamento da expressdo
dessesc-miRNAsé contraditorio (BAGGISH; PARK; MIN; ISAACS et al., 2014; BANZET;
CHENNAOUI; GIRARD; RACINAIS et al., 2013; CLAUSS; WAKILI; HILDEBRAND;
KAAB et al.,, 2016; CUI; LI; NIU; ZHANG et al., 2015; DE GONZALO-CALVO;
DAVALOS; MONTERO; GARCIA-GONZALEZ et al., 2015, MOOREN; VIERECK;
KRUGER; THUM, 2014; UHLEMANN; MOBIUS-WINKLER; FIKENZER; ADAM et al.,
2014).

O condicionamento fisico € uma variavel pouco estudada e merece mais atencéo, pois,
possivelmente, influencia a expressdo dos c-miRNAs ap0s a realizacdo de exercicio fisico
agudo. Considerando o exposto, a hipotese do presente estudo é que a expressao de c-miRNAs
com funcdes estabelecidas no tecido muscular e no processo inflamatorioocorre de
formadiferente em individuos com diferente niveis de condicionamento fisico expostos a um
exercicio resistido.

Para testar essa hipotese, o0 objetivo do estudo foi avaliar a influéncia do exercicio
resistido agudo sobre a expressao de c-miRNAs especificos e sua relacdo com biomarcadores
bioquimicos de lesdo muscular e processo inflamatério em homens saudaveis com diferentes
niveis de condicionamento fisico.

4.1.2 Métodos
4.1.2.1 Participantes

Cento e vinte homens adultos (18 + 0,5 anos), que se alistaram no servigo militar no
Centro de Treinamento Fisico do Exército, foram convidados a participar do presente estudo.

Todos exerciam atividades recreacionais, envolvidos em esportes individuais (corrida, natacao)
ou coletivo (futebol).
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Os participantes foram classificados de acordo com condicionamento fisico (Teste de
Cooper) e foram excluidos os que: 1) apresentavam VOzmax entre 41 e 51 ml/kg/min (n=81); 2)
doenca cronica; 3) indice de massa corporal (IMC) <18,5 kg/m2 e >30 kg/m2 (n=9); 4) estavam
em tratamento dietético ou farmacoldgico (n=5). Nenhum participante apresentava intolerancia
a glicose ou estava em tratamento dietético ou farmacologico.

Durante a execu¢do do ER, 5 individuos desistiram de participar do estudo (n= 3
condicionados, n= 2 ndo condicionados). Com isso concluiram todas as fases do estudo 10
individuos em cada grupo. O detalhamento do fluxo de incluséo e exclusdo ao longo do estudo
é demonstrado na Figura 1.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Salgado de Oliveira —
Universo (CAAE: 55948016.1.0000.5282)e foi realizado de acordo com a Declaracdo de
Helsinque. O objetivo do estudo e seus possiveis riscos e desconfortos foram explicados por

escrito e oralmente aos participantes antes da obtencéo do consentimento por escrito.

Figura 1- Fluxograma de incluséo e excluséo dos participantes do estudo

Teste de Cooper
Para definicdo dos grupos

Nio condicionado Condidionado
V02,0 < 41 mi/kg/min Vo2, > 51 mi/kg/min
(n=17) (n=22)

[ Critérios de exclusio

/

Condicionado
IMC < 18,5 kg/m?(n = 2), IMC > 30 kg/m’ (n = 3),
Tratamento dietético ou farmacolégico (n = 4),

Nio condicionado
IMC > 30 kg/m?(n = 4), Tratamento dietético ou
farmacoldgico (n = 1)

l Desisténcias l

Nio condicionado
Desisténcias (n=2)

Nio condicionado

Condiclonado
Desisténcias (n=3)

{n=10)

Exercicio Resistido

Condidonado

(n=10)

4.1.2.2 Delineamento do estudo

Os participantes realizaram o teste de Cooper para avaliar o grau de aptiddo aerdbia. O
teste de corrida/caminhada de 12 minutos de Cooper foi realizado em uma pista oficial de
atletismo de 400 metros. Os participantes foram orientados a percorrer a maxima distancia

possivel no tempo de 12 minutos. Para a estimativa do VOamax foi utilizada uma equacao



40

baseada na méxima distancia percorrida em metros (DP): VOomax (ml/kg/min) = (DP —
504,9)/44,73 (COOPER, 1968).

A partir dos resultados, os participantes foram classificados em dois grupos: nao
condicionados (aptiddo aerobica ruim; VOzmax< 41 ml/kg/min) e condicionados (aptiddo
aerobica excelente; VO2max> 51 ml/kg/min), de acordo com a classificacdo do American
Collegeof Sports Medicine(THOMPSON; GORDON; PESCATELLO, 2010).

A primeira fase de coletas de dados (basal) ocorreu ap6s 7 dias da realizacdo do teste de
Cooper, com o objetivo de eliminar os efeitos das alteragdes metabdlicas transitérias que
poderiam permanecer apés realizacdo do referido teste (CLARKSON, 1997).

No tempo basal foi coletado sangue venoso apés 8h de jejum, foram realizados testes
de forca (membros inferiores tracdo subescapular e preensdao manual), medidas antropométricas
e avaliacdo da composicao corporal, para caracterizacdo do grupo. Apés 24h foi iniciado oER
agudo. Novas amostras de sangue foram coletadas ap0s 1 e 24 horas da realizacéo do exercicio.

4.1.2.3 Testes de forca

O principal objetivo da realizagdo dos testes de forca foi verificar a existéncia de
discrepancias entre os grupos classificados de acordo com a capacidade aerobia. A forca
muscular da regido escapular e de membros inferiores foi determinada pelos transdutores de
forca (EMG System do Brasil) com capacidade de 1000kgf acoplados em médulo de aquisicédo
de sinais (EMG System do Brasil) com taxa de amostragem de 1kHz. A forca de preensdo
manual foi mensurada por um dinamdmetro eletrénico de forca de preensdo manual, modelo
TRF200 (EMG System do Brasil) com cabo de 2 m flexivel, blindado e um sistema de aquisi¢cdo
de dados que permitisse a leitura deste equipamento até 200 kgf.

No teste de tracdo escapular os participantes foram posicionados em pé com abducao de
ombro, flexdo de cotovelo, antebraco em posicdo neutra, punho com uma leve extensdo, o
polegar deveria estar com extensdo e abducdo e somente os demais dedos deveriam tocar a
empunhadura, devendo fazer forca de tracdo para as laterais.

No teste de forca de membros inferiores os participantes ficaram em pé sobre a
plataforma com o tronco ereto, os joelhos flexionados em angulo de 130° a 140° e segurando a
barra com a pegada pronada posicionando-a sobre as coxas.

Para o teste de forca de preensdo manual os participantes foram instruidos a se sentar
em uma cadeira com os pés colocados no chdo, ombros alinhados e neutros, o cotovelo

flexionado a 90° e punho em posic¢do neutra.
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Em todos os testes de forga foram executadas 3 tentativas com intervalo entre as medidas

de 15 segundos e os participantes foram instruidos a aplicar forca maxima por 3 segundos.

4.1.2.4 Antropometria e composi¢éo corporal

A massa corporal total foi aferida em balanca Filizola com precisdo de 0,1 kg e a estatura
por estadidmetro com aproximacao de 0,5 cm. Foi calculado o IMC dividindo a massa corporal
total pela estatura elevada ao quadrado (kg/m?).

A composicdo corporal foi determinada por absorciometria por dupla emissdo de raio-
X (DXA), de marca iDXA-Lunar, software Encore 2008 versdo 12.20, GE Healthcare, no modo
de escaneamento total automatico. Para a realizacdo do exame, os participantes foram
orientados para utilizar roupas leves sem assessorios de metal.

Os participantes foram colocados em decubito dorsal e solicitados a permanecerem
imoveis até o final do procedimento. O mesmo operador realizou todas as varreduras e as
medi¢bes no bloco de calibracdo (diariamente) e no simulador de coluna de calibracéo

(semanal), fornecidas pelo fabricante, apresentaram coeficientes de variacao < 0,7%.

4.1.2.5 Exercicio resistido agudo

Os participantes do estudo foram submetidos a uma sessdo isolada de exercicios
resistidos, baseado no método de treinamento de falha concéntrica.Para evitar um quadro de
hipoglicemia todos os participantes consumiram, 30 minutos antes da sessao de exercicios, suco
de laranja natural (200 mL) (indice glicémico 70) e polpa de banana verde (25 g) para causar
saciedade e garantir o baixo indice glicémico (< 50).

A sessdo foi composta pela realizacdo de repeticdes maximas de flexdo de bracos,
alternada e sem intervalos, com a realizacdo de repeticdes maximas de agachamento e todos
foram encorajados a se exercitar até a exaustao.

Os participantes iniciaram o teste realizando as repeticGes maxima de flexdes de bracos
até a interrupcdo do movimento durante a fase concéntrica devida a fadiga muscular
momentanea (falha concéntrica). Em seguida, iniciaram a realizacdo de agachamentos até a
falha concéntrica, mantendo a alternancia dos tipos de exercicios. O teste foi interrompido
quando o participante apresentava falha muscular total e foi registrado o nimero total de
repetices em cada tipo de exercicio (flexdo e agachamento) bem como o tempo total da

execucdo do teste.
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4.1.2.6 Coletas de sangue

No tempo basal foi coletado sangue venoso ap6s 8h de jejum. No dia do experimento,
apds 1h da realizacdo do exercicio resistido, nova amostra de sangue foi coletada (pés 1h). Na
manha do dia seguinte os participantes compareceram em jejum noturno e foi coletada a terceira
amostra de sangue venoso (p6s 24h). As puncgdes venosas foram realizadas por profissionais
capacitados. Em cada tempo foram coletados 20 ml de sangue em tubo sem anticoagulante.
Apos centrifugagdo por 15 minutos a 2.500 rpm o soro foi armazenado em aliquotas de 500 pL
a -80°C até o momento das anélises.

4.1.2.7 Determinacgdo de marcadores séricos de inflamacéo, lesdo muscular e glicemia

Foi considerado como marcador de lesdo tecidual a concentragdo sérica de CK,
analisada por reacao colorimétrica (kitt comercial Gold Analisa). A determinacéo da IL-6 foi
realizada com kit comercial para humanos Millipore ®, caracterizado como
MilliplexMagneticHighSensitivityHumanCytokine. Foi adotada a metodologia Luminex do
tipo sanduiche, com sensibilidade de 0,1 pg/mL. A concentracdo de glicose foi determinada
pelo método colorimétrico por meio do aparelho bioquimico BT/3000 Plus de marca Wiener.
A concentracdo basal foi considerada como referéncia para as variagdes encontradas (p6s-1h e
p0s-24h).

4.1.2.8 c-miRNAs selecionados

Com base em suas funcdes bioldgicas conhecidas na adaptacdo induzida pelo exercicio,
incluindo a hipertrofia do musculo esquelético, remodelacdo, metabolismo, angiogénese,
regeneracdo, além da sua atuacdo no processo inflamatorio, foram selecionados seis c-
miRNAs:MyomirsmiR-1-3p, -133a, -133b e -206 (mediadores da funcdo muscular), e c-
inflammamirs miR-21-3p e miR-146-3p (mediadores do processo inflamatorio)(BAGGISH,;
HALE; WEINER; LEWIS et al., 2011; HORAK; NOVAK; BIENERTOVA-VASKU, 2016).

4.1.2.9 Anaélise da expressdo de c-miRNAs de soro humano

Os miRNAs foram isolados de amostras de soro utilizando-se o kit

miRNeasySerum/Plasma Kit (Qiagen, Hilden, Germany). A expresséo relativa dos miRNA foi
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mensurada usando o equipamento AppliedBiosystems 7500 Fast Real-Time PCR System e o
kit TagManMicroRNAAssay (AppliedBiosystems, Foster City, CA, USA), depois de feita a
sintese  de CcDNA com o kit TagManTranscriptionReversionMicroRNA kit
(AppliedBiosystems, Foster City, CA, USA). As reacoes foram feitas em duplicatas em placas
de 96 pocos (MicroAmpOptical 96-Well Reaction Plate, AppliedBiosystems, Foster City, CA,
USA). Foram utilizados ensaios TagMan (AppliedBiosystems, Foster City, CA, USA) para
andlise da expressdo dos seguintes c-miRNAs: miR-1-3p (477820), -133a (478511), -133b
(480871), -206 (477968),-21-3p (477973) e -146-3p (478714). A expressdo relativa foi
calculada pela comparagdo com uma amostra calibradora controle, depois que os valores de CT
(CycleThreshold) foram normalizados pelo gene do miR451 (478107) (AppliedBiosystems,
Foster City, CA, USA). Todos os procedimentos para analises de expressdo dos miRNA
seguiram as instrucdes dos respectivos fabricantes. Os resultados do RT-PCR foram analisados
pelo método AACt(LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).

4.1.2.10 Analises estatisticas

As caracteristicas gerais dos participantes foram apresentadas como média + desvio
padrdo. As medidas bioquimicas, resultados do teste de fadiga, niveis de forca e VO2max foram
apresentados como mediana e intervalo interquartil (11Q). Para a comparacao entre 0s grupos
nos diferentes momentos foi utilizado o Teste ndo-paramétrico de Kruskal-wallis com post hoc
de Mann-Whitney. Para a comparacdo intragrupo foi utilizado o teste ndo-paramétrico de
Friedman com post hoc de Wilcoxon.

As variaveis IL6 e miR-1-3p apresentaram dados faltantes, para reduzir o viés gerado
pela auséncia de dados, foi aplicado o método de imputacdo de dados por estimativa de maxima
verossimilhanca com teste de Little > 0,05 (LITTLE; RUBIN, 2019) para a perda
completamente aleatdria. O critério de determinacéo de significancia adotado foi o nivel de 5%

e a analise estatistica foi processada pelo software estatistico SPSS.

4.1.3 Resultados

4.1.3.1 Caracteristicas dos participantes

As caracteristicas basais dos participantes sdo mostradas na Tabela 1. A idade dos

participantes foi semelhante entre os grupos, assim como a estatura, IMC e massa livre de
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gordura (MLG) (P > 0,005). Os individuos condicionados apresentaram menor massa corporal
total, massa gorda e percentual de gordura do que os ndo condicionados (P < 0,005). As
varidveis relacionadas a condicdo fisica somente 0 VO:zmax foi maior nos individuos
condicionados (P < 0,001).

Tabela 1- Caracteristicas gerais dos participantes, de acordo com a classificacdo do
condicionamento fisico (Grupo Condicionado e Nao Condicionado)

Caracteristicas Condicionado (n=10) N&ocondicionado (n=10) P-valor
Idade (anos) 18,5+0,5 18,5+0,5 1,000
Altura (cm) 171,3+6,7 175,2+5,6 0,218
MCT (kg) 6315 72,7+10,1 0,023
IMC (kg/m2) 216+1.8 24+29 0,123
MG (kg) 8,8+31 17,4 +6,7 0,002
MLG (kg) 54,1+4,1 55,3+4,7 0,853
G (%) 139+4.3 23,3+6,4 0,001
Condicéo Fisica
VO2 max (I/min/kg) 54,6+3 3326 < 0,001
MMI (kgf) 100,9 +39,2 109,1+17,1 0,203
ESC (kgf) 31,3+8 26,2+8,7 0,346
HND (kgf) 31,2+6,2 28,7+4,5 0,254

Os valores sdo apresentados em média e desvio padrdo. (MCT) massa corporal total, (IMC) indice de massa
corporal, (MG) massa gorda, (MLG) massa livre de gordura, (G) percentual de gordura, (MMI) forca de membros
inferiores, (ESC) forca de tracdo escapular (HND) forca de preensdo manual.

4.1.3.2 Exercicio resistido agudo

Durante a realizacdo do exercicio resistido agudo, foram computadas a quantidade total
de execucdo de cada exercicio e o0 tempo total de execucdo do teste. O grupo condicionado
realizou maior nimero de flex6es de bracos 49 repeticbes, 11Q (46 — 63) e P=0,006 e
agachamentos 123 repetices, 11Q (79 — 180) e P=0,004, quando comparado com 0 grupo nédo
condicionado 33 repeticdes, 11Q (24 — 41) e 67 repeticBes, 11Q (63 - 97), respectivamente.
Consequentemente, o tempo total de execucdo do grupo condicionado foi 60% maior com 401,5
segundos, 11Q (341 —481) e P=0,003 do que o grupo ndo condicionado 242 segundos, 11Q (213
- 254).

4.1.3.3 Alteraces nos marcadores bioquimicos em resposta ao exercicio resistido agudo

Os resultados dos marcadores bioguimicos sdo mostrados na Tabela 2.Na condicao
basal, ndo foram observadas diferencas entre os grupos para todos 0os marcadores bioguimicos
(P>0,05). A concentracdo sérica de CK apresentou 0 mesmo comportamento em ambos 0s

grupos, com aumento pds-1h (condicionado P= 0,009; ndo condicionado P= 0,007) e p6s-24h
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(condicionado P = 0,005; ndo condicionado P=0,037) da execuc¢do do exercicio agudo. O grupo
condicionado pds-24h, apresentou valores mais elevados (P= 0,029) quando comparado com o
ndo condicionado (Tabela 2).

A concentracdo sérica da IL-6 se manteve constante ao longo do estudo para ambos 0s
grupos. A concentracdo serica de glicose apresentou 0 mesmo comportamento para ambos 0S
grupos, com valores mais elevados pés-lh de exercicio (condicionado P= 0,005; néo
condicionado P= 0,012) e valores semelhantes ao basal p6s-24h. Ao longo do estudo nenhum

participante apresentou glicemia < 70 mg/dL (Tabela 2).

4.1.3.4 Expressdo dos c-miRNAs selecionados no momento basal

A expressdo relativa dos c-miRNA foi avaliada no momento basal, pos-1h e 24h da
execucdo de exercicio resistido. A Figura 2 apresenta a comparagdoda expressao dos c-miR-
133a e c-miR-21-3p somente no momento basal. Os c-miR-133b, -146-3p e -206 n&o foram
detectados em ambos 0s grupos. As expressdbes dos miR-133a e -21-3p foram
significativamente maiores no grupo ndo condicionado, enquanto a expressao miR-1-3p nédo

diferiu entre os grupos.

Tabela 2-. Mediana (11Q) da concentracdo sérica de marcadores bioquimicos de lesdo muscular,
processo inflamatdrio e glicemia, de acordo com a classificagdo pelo condicionamento fisico
(Grupo Condicionado e Nao Condicionado)

Condicionado NaoCondicionado
(n=10) (n=10)
Marcadores Basal Apobs 1h Apos 24h Basal Apos 1h Apos 24h
CPK (U/L) 165,1 211,6% 568,0% 133,7 193,6 * 213,5%
(112,9 - (151,1 - (485,1 - (103,8 - (110,8 - (162,8 —
624,5) 762,3) 1042,7) 186,5) 248,2) 750,2)
IL 6 (pg/mL) 17,2 13,8 7,3 11,3 10,0 17,5
(5,3 - (2,6 - (4,8 -26,0) (4,9 - (1,25 - (7,9 -
53,0) 21,9) 33,5) 32,1) 27,0)
Glicose 80,0 96,5* 84,5% 82,0 104,0* 83,0%
(mg/dL) (74,2 - (92,7 - (80,7 — (76,0 — (97,7 - (76,0 —
86,2) 100,5) 86,2) 106,5) 106,5) 92,0

CK - creatina fosfoquinase, IL6 - interleucina 6. Valores representados por mediana (intervalo interquartil), *
diferenca significativa comparado ao momento basal, ¢ Diferenca significativa comparado ao momento 1h e *
Diferenca significativa entre os grupos.
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Figura 2 - Comparagédo dos valores de expresséo relativa dos c-
miRNAs selecionados no momento basal. # diferenca significativa
entre 0s grupos.
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4.1.3.5 Alteracdes dos c-miRNASs em resposta ao exercicio agudo

As respostas imediatas da expresséo relativa dos c-miRNAs, 1h e 24h apds o término
do ER agudo, sdo apresentadas na Figura 3. A realizacdo do exercicio agudo sO induziu
alteracdes no padrdo de expressdo dos c-miRNAsmediadores da fungcdo muscular do grupo néo
condicionado. No entanto, a expressao do c-miR-21-3p, mediador do processo inflamatdrio, foi
reduzida pds-24h da realizacao do exercicio fisico somente no grupo condicionado.

Embora 0 miR-206 néo tenha sido detectado no momento basal, p6s-24h a realizacéo
do exercicio sua expressao relativa foi detectada em ambos os grupos sendo maior no grupo
ndo condicionado (p = 0,031) (Figura 3, A).

Somente no grupo ndo condicionado, a expressdo do miR-1-3p, quando comparada com
0 momento basal, apresentou uma diminuicdo (P = 0,043) p6s-1h da realizacdo do exercicio e
retornou ao nivel inicial pds-24h (Figura 3, B) enquanto o miR-133a apresentou uma queda
pos-24h (Figura 3, C). A expressdo dos miR1-3p e 133a, permaneceu constante no grupo
condicionado (Figura 3, B e C).

No grupo condicionado o miR-21-3p apresentou queda significativa (p = 0,022) pos-
24h, quando comparado com o momento basal. No grupo ndo condicionado, néo foi observado
alteracdo significativa pos-1 e 24h da realizacéo do exercicio agudo (Figura 3,D).

Os miR-133b e miR-146-3p ndo foram expressos, em ambos 0s grupos, tanto no basal

como pods-1 e 24h do exercicio agudo.
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Figura3 - Boxplots (mediana, percentil 25 e percentil 75) do comportamento da expresséo dos
c-miRNAs selecionados apds 1h e 24h de exercicio agudo em individuos condicionados e ndo
condicionados. miR 206 (A), miR1-3p (B), miR-133a (C), miR-21-3p (D). * diferenca
significativa comparado a0 momento basal e * diferenca significativa entre os grupos.
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4.1.4 Discussio

Para 0 nosso conhecimento, alem do presente estudo, somente um outro considerou o
condicionamento fisico como variavel relacionada a expressdo de c-miRNAs, porém 0s
individuos de ambos os sexos estavam em situacdo de repouso (BYE; RASJJ; ASPENES;
CONDORELLLI et al., 2013). Com isso, 0 presente estudo é o primeiro a verificar diferencas na
expressdo de c-miRNAs relacionados a lesdo tecidual e a inflamagdo considerando o
condicionamento fisico de homens jovens, antes e apés a realizacdo de ER agudo.

No inicio do estudo (momento basal) os grupos ndo apresentaram diferencas nos testes

de forca e nos marcadores bioquimicos. Entretanto, os c-miRNAs apresentaram um
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comportamento diferenciado. Os miR-133b e miR-206, que regulam RNAm alvos que atuam
na regeneracdo bem como na proliferacdo e diferenciacdo de mioblastos (HORAK; NOVAK;
BIENERTOVA-VASKU, 2016) e o miR-146-3p, que atua no processo inflamatorio
(BAGGISH; HALE; WEINER; LEWIS et al., 2011), apresentaram expressdes abaixo do limite
detectavel, em ambos os grupos. Nielsen et al (2014) também ndo detectaram alguns c-miRNAs
cardiacos e musculares como 0 miR-206 e miR-208 em 32 homens treinados antes da realizacao
de exercicio agudo com cicloergdmetro(NIELSEN; AKERSTROM; RINNOV; YFANTI et al.,
2014).

A ndo detec¢do desses c-miRNAs, apesar dos altos niveis de expressdo intracelular, esta
de acordo com a concep¢do de que o mecanismo de secrecdo celular de c-miRNAs é um
processo seletivo, sendo alguns destinados a serem secretados e outros a permanecerem no
compartimento intracelular (PIGATI; YADDANAPUDI; IYENGAR; KIM et al., 2010). Para
ambos 0s grupos do presente estudo, a expressdo do miR-1-3pfoi baixa e similar. Tem sido
descrito que sua expressao é muito baixa em individuos saudaveis e esta aumentada no infarto
agudo do miocardio (Al; ZHANG,; LI; PU et al., 2010).

O miR-21-3p recebeu consideravel atengdo de outros autores como marcador de estresse
oxidativo, inflamacdo e esta ligado a algumas doencas relacionadas a inflamacdo crénica
(CHENG; LIU; ZHANG,; LIN et al., 2009; ROY; SEN, 2011; THUM; GROSS; FIEDLER;
FISCHER et al., 2008; WEBER; BAKER; MOORE; SEARLES, 2010). Bye et al (2013)
observaram em adultos noruegueses que a expressao do miR-21-3p foi maior no grupo com
baixo VO2max em situagéo de repouso (BYE; RGSJJ; ASPENES; CONDORELLI et al., 2013).
No presente estudo, foi observado resultado semelhante, o grupo ndo condicionado também
apresentou maior expressao do miR-21-3p. Apesar da diferenca da faixa etaria dos participantes
dos respectivos estudos, os resultados sugerem que o nivel de condicionamento fisico parece
implicar na modulacdo da expressdo dos miR21-3p e apontam para a possivel ocorréncia de um
processo inflamatorio neste grupo.

O miR-133a é abundantemente expresso no miocardio e controla a hipertrofia
(MCCARTHY; ESSER, 2007a),promove a diferenciacdo e a regeneracdo dos mioblastos,
regula a angiogénese, controla o estresse oxidativo, e reduz a migracdo celular (CHEN;
MANDEL; THOMSON; WU et al., 2006). No presente estudo, a expressdo do miR-133a foi
maior no grupo ndo condicionado. Este resultado é inédito e sugestivo de que na auséncia de
condicionamento fisico a expressdao desse mIRNA é maior do que a dos individuos

condicionados.
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O VO2max € um indicador da capacidade aerobia, 0 exercicio proposto no presente estudo
possuia caracteristicas neuromusculares, no entanto alguns autores (BENITO; ALVAREZ-
SANCHEZ; DIAZ; MORENCOS et al., 2016; ROBERGS; GORDON; REYNOLDS;
WALKER, 2007) observaram que o ER realizado por mais de 2 minutos, envolvendo grandes
massas musculares, esta associado positivamente com 0 VOzmax. Esses achados possivelmente
ocorreram em fungdo das menores areas transversais do musculo esquelético, maiores
proporc¢des de fibras de contracdo lenta, aumento da atividade enzimatica aer6bica e maior
densidade mitocondrial e capilar (TESCH; WRIGHT; VOGEL; DANIELS et al,
1985).Embora essas qualidades ndo contribuam diretamente com a forca muscular maxima,
individuos com alto VO2max podem apresentar melhores indices de recuperacdo durante o
exercicio anaerébico (RATAMESS; ROSENBERG; KANG; SUNDBERG et al., 2014).
Semelhante aos resultados do presente estudo, individuos com alto VO2max foram capazes de
manter o desempenho no agachamento por mais tempo do que 0s com baixo
VO2max(RATAMESS; ROSENBERG; KANG; SUNDBERG et al., 2014) e foi encontrada uma
associacdo positiva entre o numero de flexdes de braco realizado e 0 VOamax em 1104
bombeiros americanos (YANG; CHRISTOPHI; FARIOLI; BAUR et al., 2019).

Os marcadores bioquimicos de lesdo tecidual e de inflamacdo sdo sensiveis a
intensidade e duracdo de exercicios fisicos (FISCHER, 2006). No presente estudo, apos a
realizacdo do ER de forma aguda, ambos os grupos (condicionados e ndo condicionados)
apresentaram marcadores bioquimicoscom comportamento semelhante, tanto pos-1h
quantop0s-24h da execucdo do exercicio. Em ambos 0s grupos, o exercicio proposto provocou
dano do tecido muscular, sugeridopelo aumento continuo da CK, mesmo pds-24h. O grupo
condicionado apresentou maiores valores séricos de CK, possivelmente devido a maior
quantidade total de execucdo de cada exercicio e o tempo final para execu¢édo do teste.

A concentracdo sérica de IL-6 responde a lesdo muscular e esta mais relacionada ao
exercicio concéntrico de forma independente a duracdo do exercicio, sendo este o fator mais
importante, o qual determina a amplitude de variacdo plasmatica da IL-6 pds-
exercicio(BRUUNSGAARD; GALBO; HALKJAER-KRISTENSEN; JOHANSEN et al.,
1997). Alteracbes na homeostase de calcio, reduzida disponibilidade de glicose e aumento da
formacdo de espécies reativas de oxigénio, sdo capazes de ativar a transcri¢do de fatores que
reconhecidamente regulam a sintese de IL-6 (FISCHER, 2006).No presente estudo, ndo foram
observadas diferencas na concentracdo sérica de IL-6 entre e inter-grupos, possivelmente
devido a disponibilidade de glicose, a qual apresentou variagao positiva pos-1 e 24h a realizagdo

do exercicio em ambos o0s grupos. Os participantes ndo apresentaram hipoglicemia durante todo
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0 estudo, mostrando a eficicia da ingestdo da bebida de baixo indice glicémico oferecida
anteriormente a realizacdo do exercicio agudo.

A relagdo entre expressdo dos c-miRNASs e a pratica de exercicios fisicos em diferentes
grupos foi descrita em diversos estudos (AOl; ICHIKAWA; MUNE; TANIMURA et al., 2013;
BAGGISH; HALE; WEINER; LEWIS et al., 2011; BANZET; CHENNAOUI; GIRARD;
RACINAIS et al, 2013; FERNANDEZ-SANJURJO; DE GONZALO-CALVO;
FERNANDEZ-GARCIA; DIEZ-ROBLES et al., 2018; MOOREN; VIERECK; KRUGER;
THUM, 2014). Apesar da ampla divulgacéo, ndo foram encontrados estudos que descrevessem
o perfil de expressdo dos c-miRNAs em individuos com diferente condicionamento fisico
submetidos a ER agudo.

Nossos resultados apontam que a expressdo relativa dos c-miRNAsmediadores da
funcdo muscular mostrou alteracdes dinamicas diferentes entre e inter-grupos, em resposta ao
exercicio proposto. O miR-206 atua na proliferacdo e diferenciacdo de mioblastos e na
regeneragdo muscular (HORAK; NOVAK; BIENERTOVA-VASKU, 2016), reprimindo o
gene HDAC4, um repressor da transcri¢do de muitos genes musculares, e os genes Pax3 e Pax7
que aumentam a capacidade proliferativa das células satéelites e prejudicam a diferenciacao
miogénica (CHEN; TAO; LI; DENG et al., 2010).

No presente estudo, o c-miR-206, embora nédo tenha sido detectado no momento basal,
apresentou expressdo relativa p6s-24h em ambos 0s grupos, sendo maior no grupo néo
condicionado, ndo obstante tenha realizado menor quantidade dos exercicios propostos e
apresentado valores de CK menores do que o grupo condicionado pés-24h.Possivelmente, o
aumento da expressdao do miR-206 pos-exercicio ndo esta associadoaodano do tecido muscular
pois, apesar do aumento da CK, outros c-miRNAs selecionados ndo apresentaram 0 mesmo
comportamento, reforcando a concepcdo do processo seletivo de secrecdo celular de c-
miRNAs. Além disso, as concentracfes séricas de CK foram maiores no grupo condicionado,
a0 passo que a expressao do miR-206 foi maior no grupo ndo condicionado.A menor expressao
do grupo condicionado, pode estar relacionado a maior adaptacdo ao exercicio fisico.

Os miR-1-3p e miR-133a além de atuarem na diferenciacdo e a regeneracdo dos
mioblastos e controlarem 0 estresse oxidativo, também controlam a hipertrofia
muscular(CHEN; MANDEL; THOMSON; WU et al., 2006). Foi observado que o nivel de
expressdo de ambos € regulado negativamente no ER ap0s sobrecarga muscular funcional,
permitindo a expressédo RNAms alvos como o HGF e IGF-1, que possuem papeis bem
estabelecidos na hipertrofia do musculo esquelético (MCCARTHY; ESSER, 2007a). No

presente estudo, o grupo condicionado néo apresentou qualquer diferenga entre os miR-1-3p e



51

-133a, pds-1h e -24h do exercicio agudo. Somente no grupo ndo condicionado foi observada
reducdo na expressdo do miR-1 pds-1h e do miR133a pds-24h, quando comparados aos valores
basais. Esses resultados sugerem uma maior adaptacdo do grupo condicionado e a necessidade
de regulagdo imediata no grupo ndo condicionado para permitir a traducéo de proteinas ligadas
a adaptacdo muscular que podem contribuir para a hipertrofia muscular.

O exercicio agudo induz a um processo inflamatorio com o objetivo de promover o
reparo e remodelamento tecidual ap6s o trauma (ZALDIVAR; WANG-RODRIGUEZ;
NEMET; SCHWINDT et al., 2006). O miR-21-3p regula muitas funcbes relevantes ao
exercicio entre elas, o processo inflamatdrio, a contratilidade do musculo esquelético e a
adaptacdo a hipdxia/isquemia (DONG; CHENG; YANG,; LI et al., 2009; SHEEDY, 2015;
WEBER; BAKER; MOORE; SEARLES, 2010). A ablacdo do miR-21-3p, em alguns modelos
experimentais, demonstrou maior protecdo contra doencas inflamatdrias, indicando que a
atividade do miR-21-3p promove o processo inflamacdo (GUINEA-VINIEGRA; JIMENEZ;
SCHONTHALER; NAVARRO et al., 2014; SHI; LIANG; YANG; XIA et al., 2013). Li et al
(2018) observaram a diminuicao da expressdo relativa do miR-21-3p apds a realizacdo de um
exercicio agudo com cicloergbmetro em 10 atletas masculinos de basquetebol (25 + 4 anos)
(LI; YAO; ZHOU; CHENG et al., 2018), assim como Cui et al (2017) observaram uma reducao
imediatamente ap0s um exercicio agudo, seguido de um aumento apds o inicio da fase de
recuperacgdo (24h) (CUI; SUN; YIN; GUO et al., 2017). Apesar de o presente estudo ndo ter
observado varia¢do na concentragdo sérica da IL-6 em ambos os grupos, o miR-21-3p reduziu
sua expressdo pos-24h da realizacdo do ER no grupo condicionado, fato ndo observado no
grupo nao condicionado, que apresentou maior expressao no inicio do estudo, sugerindo que a
dindmica das respostas ao exercicio agudo sdo capazes de permanecer apos 24h do esforgo
fisico. Este resultado sugere que o resultado inicial pode refletir uma acdo pro-inflamatéria
(grupo ndo condicionado), e a reducdo na fase de recuperacdo (grupo condicionado) uma
resposta anti-inflamatéria imuno regulatéria (SHEEDY, 2015). Concordando com 0S nossos
achados, existem evidéncias de que 0s processos pro-oxidativos e pré-inflamatorios, que
ocorrem apos o exercicio agudo, podem ser vitais para as respostas adaptativas de longo prazo
ao treinamento fisico(ALLEN; SUN; WOODS, 2015).

As limitacbes do presente estudo ndo comprometeram os resultados observados. O
tamanho amostral refletiu comportamento similar a outros estudos, a falta de controle das
atividades fisicas anteriores ao inicio do estudo dificultou a discussdo do grupo néo
condicionado, porém a consisténcia dos resultados permitiu o entendimento da relacéo entre a

expressao de c-miRNAs e o condicionamento fisico.
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Em concluséo, em situagcdo de repouso, foi observado maior expressao de alguns c-
miRNAs especificos em individuos ndo condicionados. Apds o ER agudo, ambos 0s grupos
apresentaram o0 mesmo comportamento nos marcadores bioquimicos, porém a regulacéo dos c-
miRNAs selecionados foi dinamica e distinta entre os grupos. A realizacdo do ER agudo
induziu alteragcdes no padrdo de expressao dos c-miRNAsmediadores da fungcdo muscular no
grupo ndo condicionado e induziu a reducao da expressao do mediador do processo inflamatério
no grupo condicionado. Esses padrfes temporais marcadamente diferentes dos c-miRNAs, em
comparagdo com biomarcadores convencionais, enfatizam um papel potencial como
marcadores Unicos e em tempo real da fisiologia do exercicio.

Como mostrado no presente estudo, o condicionamento fisico influencia na expressao
dos c-miRNAs especificos, tanto na condi¢do de repouso quanto apo6s a realizacao de ER agudo,
0 qual gera respostas fisiologicas imediatas e tardias. Para aprofundar o conhecimento sobre a
influéncia do condicionamento fisico sobre o perfil de expressdo dos c-miRNAs especificos de
lesdo tecidual e processo inflamatério, a utilizacdo de protocolos com exercicios cronicos
planificados parecem ser um bom modelo de estudo, uma vez que geram adaptacoes sistémicas

que melhoram o condicionamento fisico.
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4.2 Artigo 2: Influéncia do incremento do condicionamento fisico sobre a expressédo de
c-miRNAs especificos e sua relacdo com marcadores fisiologicos em homens

saudaveis.

RESUMO

Objetivo: Avaliar a influéncia do incremento de condicionamento fisico, por meio de
treinamento crénico sobre a expressdao demiRNAscirculantes (c=miRNAS) especificos e sua
relacdo com marcadores fisiologicos em homens saudaveis. Métodos:Os participantes foram
classificados em dois grupos: ndo condicionados(n=10) - VO2max < 41 ml/kg/min e
condicionados(n=10) - VOzmax alto> 51 ml/kg/min, de acordo com a classificagdo do American
Collegeof Sports Medicine. Os participantes foram envolvidos em um treinamento continuo de
12 semanas de corrida. Foram coletadas amostras de sangue antes (basal) e ap0Os este
periodo.Além disso, a forca de membros inferiores e de coluna lombar foram aferidas.
Resultados:As variaveis relacionadas a condigdo fisica (forca e VOamax) aumentaram em
ambos o0s grupos, demonstrando a eficAcia do treinamento para o incremento no
condicionamento fisico dos participantes ndo condicionados. Aexpressao dos c-miRNAs
selecionados foi distinta entre 0s grupos, somente no grupo nédo condicionado, a expressdo dos
c-miR-133a e -21-3p foi reduzida ap6s o incremento do condicionamento fisico, gerado pelo
treinamento crénico. Conclusdo:Nossos resultados sugerem que os c-miRNAs podem ser
promissores biomarcadores capazes de indicar o processo de adaptacdo causado pelo exercicio
fisico cronico.

Palavras Chaves: Exercicio cronico, c-miRNAs, condicionamento fisico.

4.2.1 Introducéo

O exercicio cronico refere-se a exposicao regular de sessdes de exercicios que geram
adaptacOes sistémicas, representando as alteragdes morfofuncionais que diferenciam um

individuo bem condicionado fisicamente de um mal condicionado (GARBER; BLISSMER,;



57

DESCHENES; FRANKLIN et al., 2011). O treinamento de endurance promove adaptacfes
fisiologicas como a remodelagdo miocérdica (BAGGISH; WANG; WEINER; ELINOFF et al.,
2008), hipertrofia do musculo esquelético (KIESSLING; PILSTROM; KARLSSON; PIEHL,
1973) e angiogénese vascular periférica (GUTE; FRAGA; LAUGHLIN; AMANN, 1996).

No entanto, as adaptacdes fisioldgicas que ocorrem em resposta ao treinamento fisico
diferem de acordo com a predisposi¢do genética (WOLFARTH; RANKINEN; HAGBERG;
LOOS et al., 2014) e a modalidade do exercicio (HOLLOSZY; COYLE, 1984; KRAEMER,;
FLECK; EVANS, 1996). Essas adaptacdes sdo induzidas por uma variedade de mecanismos,
incluindo alteracBes na expressdo génica e aumento da sintese de proteinas (COFFEY;
HAWLEY, 2007), mas os mecanismos especificos que conduzem essas modificacdes
moleculares permanecem pouco compreendidos. Esta definido que as adaptagdes ao exercicio
fisico regular envolvem uma alteracdo gradual no contetdo de proteinas e atividades
enzimaticas por meio de ativagéo e/ou repressao de vias de sinalizagéo especificas que regulam
a transcricdo e a traducdo e tém efeitos sobre a expressdo génica (PILEGAARD; SALTIN;
NEUFER, 2003).

Os miRNAs sdo pequenos RNAs nédo-codificantes e variam de 18 a 25 nucleotideos de
comprimento. Regulam a expressdo génica pds-transcricional por meio da inibigcdo da traducéo
ou da degradacdo do RNAm alvo (FRIEDMAN; FARH; BURGE; BARTEL, 2009). Além da
localizagdo intracelular, na qual ocorre a sua biogénese, os miRNAs foram encontrados em
diferentes fluidos corporais, incluindo o sangue, sendo denominados de microRNAs circulantes
(c-miRNAS), os quais podem ser ativa ou passivamente liberados dos tecidos e podem regular
a expressdao génica de celulas distantes, agindo como um verdadeiro mecanismo de
comunicacdo intercelular (MENDELL; OLSON, 2012). No entanto, 0S mecanismos precisos
subjacentes a secrecao, como a captacao e a atuacdo dos c-miRNAs nas células receptoras ainda
sdo desconhecidos (BOON; VICKERS, 2013; SAPP; SHILL; ROTH; HAGBERG, 2017).

O exercicio fisico é capaz de alterar os perfis dos c-miRNAs de individuos saudaveis e
podem ser usados como potenciais biomarcadores ou mediadores de adaptacGes fisioldgicas
(AOI; ICHIKAWA; MUNE; TANIMURA et al., 2013; BAGGISH; HALE; WEINER; LEWIS
et al.,, 2011; BANZET; CHENNAOUI; GIRARD; RACINAIS et al., 2013; MOOREN;
VIERECK; KRUGER; THUM, 2014). Com base em suas funcdes nas respostas induzidas pelo
exercicio, alguns c-miRNAs tem sido destacados como os Myomirs miR-1-3p, -133a, -133b e
-206 (mediadores da funcdo muscular) e os c-inflammamirs miR-21-3p e miR-146-3p
(mediadores do processo inflamatério) (BAGGISH; HALE; WEINER; LEWIS et al., 2011;
HORAK; NOVAK; BIENERTOVA-VASKU, 2016). Apesar de alguns autores demonstrarem
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alteracbes nos niveis de c-miRNAs, apds a realizacdo de programas de treinamento de
endurance, em fungdo dos diferentes tipos de exercicios e delineamento dos estudos, o
comportamento da expressdo de determinados c-miRNAs é divergente (BAGGISH; HALE;
WEINER; LEWIS et al., 2011; MOOREN; VIERECK; KRUGER; THUM, 2014; NIELSEN;
AKERSTROM; RINNOV; YFANTI et al., 2014; WARDLE; BAILEY; KILIKEVICIUS;
MALKOVA et al., 2015).

O condicionamento fisico € uma variavel pouco estudada e merece mais atencao, pois,
possivelmente, influencia a expressao dos c-miRNASs e, consequentemente, a regulacdo génica
que induz as adaptac0es fisioldgicas ao exercicio crénico. Considerando o0 exposto, a hipotese
do presente estudo é que o incremento do condicionamento fisico implica em modificacfes no
padréo de expressdo c-miRNAs, com funcdes estabelecidas no tecido muscular e no processo
inflamatorio. Para testar a hipdtese, o objetivo do presente estudo foi avaliar a influéncia do
incremento de condicionamento fisico, por meio de treinamento crénico sobre a expressao de

c-miRNAs especificos e sua relagdo com marcadores fisioldgicos em homens saudaveis.

4.2.2 Métodos

4.2.2.1 Participantes

Cento e vinte homens adultos (18 + 0,5 anos), que se alistaram no servi¢o militar no
Centro de Treinamento Fisico do Exército, foram convidados a participar do presente estudo.
Todos aceitaram participar e exerciam atividades recreacionais como esportes individuais
(corrida, natacao) ou coletivo (futebol).

Os participantes foram classificados de acordo com condicionamento fisico(Teste de
Cooper) e foram excluidos os que: 1) apresentavam VOzmax entre 41 e 51 ml/kg/min (n=81); 2)
doenca cronica; 3) indice de massa corporal (IMC) <18,5 kg/m2 e >30 kg/m2 (n=9); 4) estavam
em tratamento dietético ou farmacoldgico (n=5). Nenhum participante apresentava intolerancia
a glicose ou estava em tratamento dietético ou farmacoldgico. Apos o processo de exclusao, 0s
individuos participaram de um treinamento de corrida continua por 12 semanas. Durante a
execucdo do treinamento, cinco individuos desistiram de participar do estudo (n=3
condicionados, n=2 ndo condicionados). Com isso concluiram todas as fases do estudo 10
individuos em cada grupo. O detalhamento do fluxo de inclusdo e exclusdo ao longo do estudo

é demonstrado na Figura 1.
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O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Salgado de Oliveira —
Universo (CAAE: 55948016.1.0000.5282) e foi realizado de acordo com a Declaracdo de
Helsinque. O objetivo do estudo e seus possiveis riscos e desconfortos foram explicados por
escrito e oralmente aos participantes antes da obtencéo do consentimento por escrito.

Figura 1- Fluxograma de incluséo e excluséo dos participantes do estudo

Teste de Cooper
Para definigdo dos grupos

N3do condicionado Condiclonado
V02 < 41 ml/kg/min V02,14 > 51 mi/kg/min
{n=17) (n=22)

Critérios de exclusio

Ndo condicionado Condicionado
IMC > 30 kg/m? (n = 4), Tratamento dietético ou IMC < 18,5 kg/m?(n = 2), IMC > 30 kg/m?({n = 3),
farmacolégico (n=1) Tratamento dietético ou farmacologico (n = 4),
Desisténcias
N3o condicionado Condicionado
Desisténcias {n= 2) Desisténcias (n= 3)
Nio condicionado . Condicionado
{n = 10) Exercicio Cronico (n=10)

4.2.2.2 Delineamento do estudo

Os participantes realizaram o teste de Cooper para avaliar o grau de aptiddo aerébia. O
teste de corrida/caminhada de 12 minutos de Cooper foi realizado em uma pista oficial de
atletismo de 400 metros. Os participantes foram orientados a percorrer a maxima distancia
possivel no tempo de 12 minutos. Para a estimativa do VOzmax foi utilizada uma equacao
baseada na maxima distancia percorrida em metros (DP): VOomax (ml/kg/min) = (DP —
504,9)/44,73 (COOPER, 1968).

A partir dos resultados, os participantes foram classificados em dois grupos: néo
condicionados (aptiddo aerobica ruim; VOzmax< 41 ml/kg/min) e condicionados (aptiddo
aerobica excelente; VO2max> 51 ml/kg/min), de acordo com a classificacdo do American
Collegeof Sports Medicine(THOMPSON; GORDON; PESCATELLO, 2010). Apos as 12
semanas de treinamento, os participantes foram novamente classificados com o objetivo de

avaliar se houve modifica¢do no condicionamento fisico.



60

Classificacdo do ACSM para poténcia aerébia maxima (VOzamax): > 56 ml/kg/min —
superior; > 51 ml/kg/min — excelente; > 45 ml/kg/min — bom; > 42 ml/kg/min — razoavel; > 38
ml/kg/min — ruim; e > 26 ml/kg/min — muito ruim.

A primeira fase de coletas de dados (basal) ocorreu ap6s 7 dias da realizagdo do teste de
Cooper, com o objetivo de eliminar os efeitos das alteracdes metabdlicas transitorias que
poderiam permanecer apds realizacdo do referido teste (CLARKSON, 1997).

No tempo basal, apds 8h de jejum foi coletado sangue venoso, foram realizados testes
de forca (membros inferiores e lombar), medidas antropométricas e avaliacdo da composicao
corporal, para caracterizacdo do grupo. Para isolar a possivel influéncia dos testes de forc¢a, 0s
grupos iniciaram o treinamento de corrida continua apos o terceiro dia. O treinamento teve
duragéo de 12 semanas e a segunda coleta de dados, que incluiu nova coleta de sangue e testes
de forca de membros inferiores e lombar, ocorreu trés dias apos o termino do treinamento.
Finalizando o estudo, ap0s quatro dias da segunda avaliacéo, foi realizado novo teste de Cooper
para reclassificacdo dos participantes. O detalhamento do delineamento do estudo €
demonstrado na Figura 2.

Figura 2 — Detalhamento do delineamento do estudo

3 dins

12 semuanas

Treinamento
Corrida Continua

Teste - Teste de
d¢ Cooper Coleta basal Coleta pos-treinamento Cooper
-Coleta de sangue -Coleta de sangue
-Medidas antropométricas -Medidas antropométricas
-Composigio corporal -Composiciio corporal
-Testes de forga -Testes de forca

4.2.2.3 Testes de forca

O principal objetivo da realizacdo dos testes de forca foi verificar a existéncia de
discrepancias entre os grupos classificados de acordo com a capacidade aerobia. A forca
muscular da regido lombar e de membros inferiores foi determinada pelos transdutores de forca
(EMG System do Brasil) com capacidade de 1000kgf acoplados em mdédulo de aquisicdo de
sinais (EMG System do Brasil) com taxa de amostragem de 1kHz.

No teste de forca de tracdo lombar os participantes ficaram em pé sobre a plataforma
com os joelhos totalmente estendido, tronco entre 75° a 85° de flexdo e segurando a barra com

a pegada pronada com os cotovelos estendidos.
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No teste de forca de membros inferiores os participantes ficaram em pé sobre a
plataforma com o tronco ereto, os joelhos flexionados em angulo de 130° a 140° e segurando a
barra com a pegada pronada posicionando-a sobre as coxas.

Em todos os testes de for¢a foram executadas 3 tentativas com intervalo entre as medidas
de 15 segundos e os participantes foram instruidos a aplicar forca maxima por 3 segundos.

4.2.2.24 Antropometria e composicdo corporal

A massa corporal total foi aferida em balanca Filizola com precisdo de 0,1 kg e a estatura
por estadidmetro com aproximacédo de 0,5 cm. Foi calculado o indice de massa corporal (IMC)
dividindo a massa corporal total pela estatura elevada ao quadrado (kg/m?).

A composigdo corporal foi determinada por absorciometriade emisséo de raio-X de
dupla energia (DXA), de marca iDXA-Lunar, software Encore 2008 versdo 12.20, GE
Healthcare, no modo de escaneamento total automatico. Para a realizacdo do exame, 0S
participantes foram orientados para utilizar roupas leves sem assessorios de metal.

Os participantes foram colocados em decubito dorsal e solicitados a permanecerem
imoveis até o final do procedimento. O mesmo operador realizou todas as varreduras e as
medi¢bes no bloco de calibracdo (diariamente) e no simulador de coluna de calibracéo

(semanal), fornecidas pelo fabricante, apresentaram coeficientes de variacéo < 0,7%.

4.2.2.5 Treinamento fisico

Ambos os grupos foram submetidos a um treinamento aerébio de corrida continua por
12 semanas, executado trés vezes por semana, sempre na parte da manha.

A determinacdo do volume e intensidade inicial foi baseada na planilha de
desenvolvimento de padrdo de desempenho para corrida continua do Manual de Treinamento
Fisico Militar (EB20-MC-10.350). O grupo condicionado iniciou o treinamento com volume
de 4500 m e intensidade de 70% do VVO2max. Foi aplicado um incremento semanal de 368 metros
no volume e 0,11% do VO2max Na intensidade até a semana 8. Entre as semanas 9 a 12, houve
um decréscimo semanal de 680 metros e incremento de 1,62% do VO2max. O grupo néo
condicionado iniciou o treinamento com volume de 3700 m e intensidade de 70% do VO2max.
Foi aplicado um incremento semanal de 300 metros no volume e 0,07% do VO2zmax Na

intensidade. Entre as semanas 9 a 12, houve um decréscimo semanal de 550 metros e
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incremento de 1,36% do VOamax. Os participantes foram instruidos a manter suas rotinas

alimentares.

4.2.2.6 Coletas de sangue

Tanto no momento basal quanto no final, foi coletado sangue venoso ap6s 8h de jejum.
As puncdes venosas foram realizadas por profissionais capacitados. Em cada tempo foram
coletados 20 ml de sangue em tubo sem anticoagulante. Apds centrifugacdo por 15 minutos a
2.500 rpm o soro foi armazenado em aliquotas de 500 pL a -80°C até o momento das analises.

4.2.2.7 c-miRNAs selecionados

Com base em suas funcdes biologicas conhecidas na adaptacédo induzida pelo exercicio,
incluindo a hipertrofia do musculo esquelético, remodelacdo, metabolismo, angiogénese,
regeneracdo, além da sua atuacao no processo inflamatério, foram selecionados seis c-miRNAs:
Myomirs miR-1-3p, -133a, -133b e -206 (mediadores da funcdo muscular) e c-inflammamirs
miR-21-3p e miR-146-3p (mediadores do processo inflamatério) (BAGGISH; HALE;
WEINER; LEWIS et al., 2011; HORAK; NOVAK; BIENERTOVA-VASKU, 2016).

4.2.2.8 Analise da expressdo de c-miRNAs de soro humano

Os miRNAs foram isolados de amostras de soro utilizando-se o kit
miRNeasySerum/Plasma Kit (Qiagen, Hilden, Germany). A expressao relativa dos miRNA foi
mensurada usando o equipamento AppliedBiosystems 7500 Fast Real-Time PCR System e o
kit TagManMicroRNAAssay (AppliedBiosystems, Foster City, CA, USA), depois de feita a
sintese de <cDNA com o kit TagManTranscriptionReversionMicroRNA kit
(AppliedBiosystems, Foster City, CA, USA). As reacdes foram feitas em duplicatas em placas
de 96 pocos (MicroAmpOptical 96-Well Reaction Plate, AppliedBiosystems, Foster City, CA,
USA). Foram utilizados ensaios TagMan (AppliedBiosystems, Foster City, CA, USA) para
analise da expressdo dos seguintes c-miRNAs: miR-1-3p (477820), -133a (478511), -133b
(480871), -206 (477968), -21-3p (477973) e -146-3p (478714). A expressdo relativa foi
calculada pela comparacdo com uma amostra calibradora controle, depois que os valores de CT
(CycleThreshold) foram normalizados pelo gene do miR451 (478107) (AppliedBiosystems,

Foster City, CA, USA). Todos os procedimentos para analises de expressdo dos miRNA
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seguiram as instrucdes dos respectivos fabricantes. Os resultados do RT-PCR foram analisados
pelo método AACt(LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).

4.2.2.9 Andlises estatisticas

As caracteristicas gerais dos participantes sdo apresentadas como média * desvio
padrdo. Os niveis de forca, VO2max € composicdo corporal sdo apresentados como mediana e
intervalo interquartil (11Q). Para a comparacao entre os grupos nos diferentes momentos foi
utilizado o Teste ndo-paramétrico de Kruskal-wallis com post hoc de Mann-Whitney. Para a
comparacao intragrupo foi utilizado o teste ndo-parametrico de Friedman com post hoc de
Wilcoxon. Para as analises de correlacdo foi utilizado o método de Spearman. O critério de
determinacédo de significancia adotado foi o nivel de 5% e a analise estatistica foi processada
pelo software estatistico SPSS.

4.2.3 Resultados

4.2.3.1 Caracteristicas dos participantes

As caracteristicas basais dos participantes sdo mostradas na Tabela 1. A idade dos

participantes foi semelhante entre 0s grupos, assim como a estatura, IMC e MLG (P > 0,005).

Tabela 1 — Caracteristicas gerais dos participantes, de acordo com a classificacdo do
condicionamento fisico (N&do Condicionado e Condicionado)

Caracteristicas Nao Condicionado (n= 10) Condicionado (n=10) P-valor
Idade (anos) 18,5+0,5 18,5+0,5 1,000
Altura (cm) 1752+5,6 171,3+6,7 0,218
MCT (kg) 72,7+10,1 63+5 0,023
IMC (kg/m2) 24+£29 216+1,8 0,123
MG (kg) 17,4+6,7 8,8+3.1 0,002
MLG (kg) 55,3+4,7 54,1+4,1 0,853
% G (%) 23,3+6,4 139+4,3 0,001
Condicdo Fisica

VO2 max (I/min/kg) 33,216 54,6 +3 < 0,001
MMI (kgf) 109,1+17.1 100,9 + 39,2 0,203
LMB (kgf) 108,7 + 33,6 115,1+26,3 0,346

Os valores sdo apresentados em média e desvio padrdo. (MCT) massa corporal total, (IMC) indice de massa
corporal, (MG) massa gorda, (MLG) massa livre de gordura, (%G) percentual de gordura, (MMI) forca de
membros inferiores, (LMB) for¢a lombar.
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Os individuos condicionados apresentaram menor massa corporal total, massa gorda e
percentual de gordura do que os ndo condicionados (P < 0,005). Entre as varidveis relacionadas
a condicéo fisica, somente 0 VO2max foi maior nos individuos condicionados (P < 0,001).

4.2.3.2 AlteracGes nos marcadores fisiol6gicos em resposta ao exercicio crénico

O VO2max € 0s niveis de forca de membros inferiores e lombar apresentaram 0 mesmo
comportamento em ambos 0s grupos, com aumento apos o periodo de treinamento. Sendo que
0 VO:2max do grupo condicionado permaneceu mais elevado (Tabela 2).

As varaveis relacionadas a condicao fisica apresentaram 0 mesmo comportamento nos
grupos com o aumento semelhante dos niveis de forca de membros inferiores e lombar e
aumento do VO2max (Tabela 2). O grupo ndo condicionado, de acordo com a classificacdo dos
valores de VO2max, apresentou a seguinte distribuicdo: um (10%) participante alcancou a faixa
do “excelente”, seis (60%) participantes alcancaram a faixa “bom”, dois (20%) participantes
alcancaram a faixa “razodvel” e um (10%) participante permaneceu na faixa ruim. No grupo
condicionado sete (70%) participantes alcancaram a faixa superior, dois (20%) participantes

permaneceram na faixa excelente e um (10%) participante passou para a faixa bom.

4.2.3.3 Expressao dos c-miRNAs antes e depois do exercicio cronico

No momento basal, os c-miR-133b, -146-3p e -206 nao foram detectados em ambos os
grupos. As expressdes dos c-miR-133a (p=0,015) e -21-3p (p=0,035) foram maiores no grupo
ndo condicionado, enquanto a expressao do c-miR-1-3p apresentou elevada variagdo em ambos
0S grupos, o que prejudicou possiveis interpretacdes.

As respostas adaptativas da expressdo relativa dos c-miRNAs, antes e apds o periodo de
treinamento cronico, sdo apresentadas na Figura 3. A realizacdo do treinamento cronico
somente induziu alteracGes no padrdo de expressdo dos c-miRNAs especificos do grupo nédo
condicionado, no qual a expressdao do c-miR-133a (p=0,013) e -21-3p (p=0,037) foram
reduzidas apos a realizacdo do treinamento (Figura 3, A e B). O c-miR-206 apresentou
expressao relativa, em ambos os grupos, apds o periodo de treinamento cronico (Figura 3, C).
Ndo foram observadas correlagdes entre as varidveis estudadas em ambos 0s grupos

classificados de acordo com o condicionamento.
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Tabela 2- Mediana (11Q) das variaveis relacionadas a condicao fisica (poténcia aerdbia maxima, niveis de forca
lombar e membros inferiores) e composicao corporal, de acordo com a classificagdo pelo condicionamento fisico

aerébio
N&o Condicionados Condicionados
(n=10) (n=10)
Marcadores Basal Pds- P- Basal Pds- P-
treinamento valor treinamento valor
VO2zmax (I/min/kg) 35,6" 46,8* 0,005 53,5 60,2 0,02
(28,9 -37,8) (44,6 —49,6) (52,9 -58,0) (53,5-160,3)
FMI (kgf) 101,6 143,2 0,005 91,8 145,5 0,005
(96,4 -122,5) (124,7 - 166,8) (72,8 - (140,0 - 165,7)
135,5)
LMB (kgf) 101,6 165,0 0,005 114,1 180,4 0,005
(86,3 —-144,4) (143,5-180,4) (95,2 - (160,3 - 209,3)
127,5)

FMI — forca de membros inferiores, LMB — forca lombar. Valores representados por mediana (intervalo

interquartil), # Diferenca significativa entre os grupos.

Figura 3 -.Boxplots (mediana, percentil 25 e percentil 75) do comportamento da expresséo dos
c-miRNAs selecionados apos treinamento cronico em individuos condicionados e n&o
condicionados. c-miR-133a (A), c-miR-21-3p (B), c-miR-206 (C). * diferenca significativa
comparado ao momento basal e # diferenca significativa entre os grupos.
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4.2.4 Discussdo

O condicionamento fisico esta relacionado a expressao de c-miRNAs, em individuos
de ambos 0s sexos, em situacdo de repouso (BYE; RASJJ; ASPENES; CONDORELLI et al.,
2013). Para 0 nosso conhecimento, este € o primeiro estudo a mostrar a influéncia do
incremento do condicionamento fisico, por meio de treinamento de endurance, sobre a
expressdo de c-miRNAs mediadores da fungdo muscular (c-miR-1-3p, -133a, -133b e -206) e
do processo inflamatdrio (c-miR-21-3p e -146-3p).

No presente estudo, o plano de treinamento de corrida continua, durante 12 semanas,
gerou adaptacdes sisttémicas nos participantes e foi observado, em ambos os grupos, um
comportamento semelhante das variaveis relacionadas a condicéo fisica, com incremento da
forca de membros inferiores e coluna lombar, assim como o aumento do VO2zmax. Apesar da
semelhanca entre os grupos, a expressdo dos c-miRNASs selecionados mostrou comportamento
diferenciado em resposta ao treinamento proposto.

O miR-133a regula a hipertrofia, promove a diferenciacdo e a regeneracdo dos
mioblastos, regula a angiogénese, controla o estresse oxidativo e reduz a migracdo celular
(CHEN; MANDEL; THOMSON; WU et al., 2006). Foi observado gque o seu nivel de expressao
é regulado negativamente apds sobrecarga muscular funcional, permitindo a expressdo de
RNAmM alvos como o HGF e IGF-1, que possuem papeis bem estabelecidos na hipertrofia do
musculo esquelético (MCCARTHY; ESSER, 2007a). Além disso, foi observado que a
expressdo do miR-133a foi reduzida ap6s um treinamento de endurance de 12 semanas
(NIELSEN; AKERSTROM; RINNOV; YFANTI et al., 2014).

No presente estudo, a expressdo do c-miR-133a do grupo nao condicionado, embora
tenha sido reduzida ap6s a incremento de condicionamento fisico, foi maior do que a do grupo
condicionado durante todo o estudo. Este resultado € inédito e sugestivo de que o
condicionamento fisico regula o c-miR-133a, pois sua expressdo é maior em individuos nao
condicionados. No entanto, 0s mecanismos subjacentes ao direcionamento e captacdo pelas
células receptoras e sua forma de atuacdo ainda ndo foram esclarecidos (BOON; VICKERS,
2013; RAYNER; HENNESSY, 2013).

Os c-miR-133b e -206, que regulam RNAm alvos que atuam na regeneracdo bem como
na proliferacdo e diferenciacdo de mioblastos (HORAK; NOVAK; BIENERTOVA-VASKU,
2016) e 0 miR-146-3p, que atua no processo inflamatorio (BAGGISH; HALE; WEINER;
LEWIS et al., 2011), apresentaram expressdes abaixo do limite detectavel, em ambos 0s grupos.
Nielsen et al (2014) observaram resultado semelhante (NIELSEN; AKERSTROM: RINNOV;
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YFANTI et al., 2014), apesar dos altos niveis de expressao intracelular, fato que reforca a
concepcao de que o mecanismo de secrecdo celular de c-miRNAs é um processo seletivo, sendo
alguns destinados a serem secretados e outros a permanecerem no compartimento intracelular
(PIGATI; YADDANAPUDI; IYENGAR; KIM et al., 2010).

O c-miR-206 atua na proliferacdo e diferenciacdo de mioblastos e na regeneracao
muscular (HORAK; NOVAK; BIENERTOVA-VASKU, 2016), reprimindo o gene HDAC4,
um repressor da transcri¢do de muitos genes musculares, e 0s genes Pax3 e Pax7 que aumentam
a capacidade proliferativa das células satélites e prejudicam a diferenciacdo miogénica (CHEN;
TAO; LI; DENG et al., 2010). No presente estudo, o c-miR-206, embora ndo tenha sido
detectado no momento basal, apresentou expressao relativa em ambos os grupos apés o periodo
de treinamento. Possivelmente, a realizacdo de exercicio fisico regularmente induziu o aumento
da expressdao do miR-206, em funcdo da modulagdo necessaria para a regeneracao das celulas
musculares contribuindo para as adaptacGes geradas pelo exercicio fisico.

O c¢-miR-21-3p regula muitas funcdes relevantes ao exercicio entre elas, o processo
inflamatorio, a contratilidade do mdusculo esquelético e a adaptagdo a hipoxia/isquemia
(DONG; CHENG; YANG; LI et al., 2009; SHEEDY, 2015; WEBER; BAKER; MOORE;
SEARLES, 2010). A ablacao do c-miR-21-3p, em alguns modelos experimentais, demonstrou
maior protecdo contra doencas inflamatdrias, indicando que a atividade do c-miR-21-3p
promove o processo inflamacio (GUINEA-VINIEGRA; JIMENEZ; SCHONTHALER;
NAVARRO et al., 2014; SHI; LIANG; YANG; XIA et al.,, 2013). Nielsen et al (2014)
demonstrou que a expressdo do c-mir-21-3p foi reduzida apés um periodo de 12 semanas de
treinamento com ciclo ergdmetro (NIELSEN; AKERSTROM; RINNOV; YFANTI et al.,
2014). Nossos resultados demonstraram que a expressdao do c-miR-21-3p no grupo néo
condicionado, embora elevada no momento basal, comparada com o grupo condicionado,
reduziu drasticamente apds o periodo de treinamento, se igualando ao grupo condicionado.

Possivelmente, esta € uma resposta adaptativa ao incremento do condicionamento fisico deste

grupo.
4.2.5 Conclusio

Ap0Gs o periodo de treinamento, 0s grupos apresentaram comportamento semelhante das
variaveis relacionadas a condicdo fisica, porém a expressdo dos c-miRNAs selecionados foi

distinta entre os grupos. A realizacdo do exercicio cronico induziu alteracfes no padrdo de
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expressao dos c-miRNAs mediadores da fun¢do muscular e do processo inflamatorio somente
no grupo néo condicionado.

O condicionamento fisico influenciou na expressdo dos c-miRNAs especificos, tanto na
condicédo de repouso quanto apds a realizacdo de exercicio cronico. A expressdo dos c-miR-21-
3p e -133a no grupo ndo condicionado foi modificada em funcdo do incremento do
condicionamento fisico, gerado pelo treinamento crénico. Nossos resultados sugerem que oS c-
miRNAs podem ser promissores biomarcadores capazes de indicar o processo de adaptacao

causado pelo exercicio fisico cronico.
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CONSIDERACOES FINAIS

Nossos resultados, em conjunto, apontam para a importancia do condicionamento fisico no
estudo dos c-miRNAs. Em condicdo de auséncia de treinamento fisico (basal), foi observado
maior expressdo c-miRNAs especificos (c-miR-21, -133a) em individuos ndo condicionados.
Ap0s a realizacdo do ER agudo, ambos 0s grupos apresentaram comportamento similar dos
marcadores bioquimicos, porém a regulacdo c-miRNAs foi dindmica e distinta (grupo nao
condicionado - fun¢do muscular; grupo condicionado - mediador do processo inflamatorio). O
incremento do condicionamento fisico, possivelmente, influenciou o perfil de expressao dos c-
miRNAs especificos de lesdo tecidual e processo inflamatério. Os c-miRNAs podem ser
promissores biomarcadores capazes de indicar 0 processo de resposta ou de adaptacao causado
pelo exercicio fisico.Estudos subsequentes s@o necessarios para explorar esse conceito,
examinando c-miRNAs em diversas populacdes expostas a diferentes tipos de exercicios
fisicos, duragéo e intensidade, considerando o condicionamento fisico. Expandir essa analise
para c-miRNAs adicionais também € importante para o melhor entendimento das adaptagdes
relevantes para o incremento do condicionamento fisico e diferenciar essas alteraces daquelas

observadas em condi¢des de doencas.
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