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RESUMO

GUIMARAES, Thiago Teixeira. Treinamento aerébio em diferentes volumes na
modulacao da funcao de macréfagos e infeccdo de camundongos Balb/c por
Leishmania major. 2019. 122 f. Tese (Doutorado em Ciéncias do Exercicio e do
Esporte) - Instituto de Educacéo Fisica e Desportos, Universidade do Estado do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

Introducédo: A inatividade fisica é uma das principais causas atribuidas ao
desenvolvimento de doencas cronicas ndo transmissiveis. No entanto, cargas
extenuantes de exercicio podem provocar imunossupressao celular, prejudicando o
desempenho e a saude. Objetivo: Investigar o efeito do treinamento aerdbio em
diferentes volumes na modulagdo da funcdo de macréfagos infectados com Leishmania
major in vitro e no desenvolvimento da infeccdo no modelo in vivo com camundongos
Balb/c. Métodos: A amostra total consistiu de 89 camundongos BALB/c machos jovens,
com seis semanas de idade em média. Dois experimentos semelhantes com infeccéo in
vitro foram realizados com 71 camundongos. Um terceiro experimento com infecgéo in
vivo foi realizado com 18 camundongos. Os 71 camundongos dos experimentos in vitro
foram divididos em cinco grupos experimentais: controle sedentario (SED), baixo volume
(BV), médio volume (MV), alto volume (AV) e muito alto volume (MAV). Com excec¢do do
SED, os demais grupos foram submetidos a 10 semanas de treinamento de natacéo,
variando a carga de zero a 3,5% da massa corporal, duracdo de 20 a 120 minutos por
sessdo e frequéncia de duas a cinco vezes por semana. O grupo polimento (POL) foi
constituido ao final da décima semana de treinamento a partir do grupo MAV. O descanso
ativo neste grupo teve a duracdo de duas semanas, onde a frequéncia, duracdo e
intensidade das sessfes foram reduzidas. O teste de capacidade fisica foi realizado
antes, no meio e ao final do periodo de 10 semanas de treinamento, assim como ao final
do periodo de polimento para o grupo POL. Apos a eutandsia, macrofagos foram obtidos
por lavagem peritoneal e mantidos in vitro na presenca de promastigotas de Leishmania
major. Foram mensurados 0s niveis das citocinas TNF, MCP-1, IL-10 e IL-6 nos
sobrenadantes de células cultivadas em macrofagos, além do fator de infeccdo. Os 18
camundongos do treinamento com infeccdo in vivo foram divididos em trés grupos
experimentais: controle sedentéario (n=5), alto volume (n=7) e alto volume né&o periodizado
(n=6). O periodo de treinamento de natag&o teve a duragéo total de 12 semanas. Foram
analisadas as seguintes variaveis: producdo de oxido nitrico, desenvolvimento da leséo,
resposta de hipersensibilidade tardia (DTH), carga parasitaria e peso dos linfonodos.
Resultados: Nos experimentos in vitro, o teste de capacidade fisica apds cinco semanas
revelou o melhor desempenho para o grupo MAV (P<0,01). Entretanto, ao final das 10
semanas, nao houve diferenca estatistica entre os grupos MAV, MV e AV, além de que o
grupo POL piorou o desempenho em relacdo ao grupo MAV (P=0,011). O grupo MV
apresentou o menor indice de infec¢édo na condi¢do sem LPS (P<0,01), enquanto o grupo
MAYV, na condicdo com LPS, exibiu o maior indice de infec¢cdo (P<0,001) quando
comparados aos demais. O padrdo nas concentracdes de citocinas obtidas in vitro sugere
um perfil predominante da resposta celular no grupo MV. No experimento in vivo, o
treinamento de alto volume provocou uma maior vulnerabilidade a infecgédo por L. Major.
Concluséo: O treinamento aerdbio de muito alto volume e a inatividade fisica aumentam
a suscetibilidade de infec¢cdes em macréfagos, além de que a distribuicdo moderada das
cargas de treinamento promove o equilibrio imunol6gico e desempenho.

Palavras-Chave: Sistema imunologico. Overtraining. Ovearreaching. Leishmania
major. Natagao.



ABSTRACT

GUIMARAES, Thiago Teixeira. Aerobic training at different volumes in modulation
of macrophage function and in vivo infection of Balb/c mice by Leishmania major.
2019. 122 f. Tese (Doutorado em Ciéncias do Exercicio e do Esporte) - Instituto de
Educacao Fisica e Desportos, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 20109.

Introduction: Physical inactivity is one of the main causes attributed to the
development of chronic noncommunicable diseases. However, strenuous exercise
loads can develop cellular immunosuppression, impairing performance and health.
Aim: To investigate the effect of aerobic training at different volumes on the
modulation of function of macrophages function infected in vitro with Leishmania major
and on the development of infection in the Balb/c in vivo model. Methods: The total
sample consisted of 89 young male BALB/c mice, with an average age of six weeks.
Two similar experiments with in vitro infection were performed with 71 mice. A third
experiment with in vivo infection was performed with 18 mice. The 71 mice from the in
vitro experiments were divided into five experimental groups: sedentary control (SED),
low volume (BV), medium volume (MV), high volume (AV) and very high volume (
MAV). With the exception of SED, the other groups underwent 10 weeks of swimming
training, ranging in intensity from zero to 3.5% of body mass, duration of 20 to 120
minutes per session and frequency of two to five times a week. The tapering group
(POL) was formed at the end of the tenth week of training from the MAV group. Active
rest in this group lasted two weeks, in which the frequency, duration and intensity of
the sessions were reduced. The physical capacity test was performed before, in the
middle and at the end of the 10 week training period, as well at the end of the tapering
period for the POL group. After euthanasia, macrophages were obtained by peritoneal
wash and maintained in the presence of Leishmania major promastigotes in vitro. The
levels of cytokines TNF, MCP-1, IL-10 and IL-6 were measured in macrophage
cultured cell supernatants, besides the infection index. The 18 training mice with in
vivo infection were divided into three experimental groups: sedentary control (n=5),
high volume (n=7) and high non-periodized volume (n=6). The swimming training
period had a total duration of 12 weeks. The following variables were analyzed: nitric
oxide production, lesion development, late hypersensitivity response (DTH), parasitic
load and lymph node weight. Results: In the in vitro experiments, the physical capacity
test after five weeks revealed the best performance for the MAV group (P<0.01).
However, at the end of 10 weeks, there was no statistical difference between the MAV,
MV and AV groups, besides that the POL group worsened the performance compared
to the MAV group (P=0.011). The MV group presented the lowest infection rate in the
condition without LPS (P <0.01), while the MAV group presented the highest infection
rate (P<0.001) when compared to the others. The standard of in vitro cytokine
concentrations suggests a predominant profile of cellular response in the MV group. In
the in vivo experiment, high volume training caused a greater vulnerability to L. Major
infection. Conclusion: Very high-volume aerobic training and physical inactivity
increase the susceptibility of macrophage infections, and the moderate distribution of
training loads promotes immune balance and performance.

Keywords: Immune system. Overtraining. Ovearreaching. Leishmania major.

Swimming.
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INTRODUCAO

O engajamento em programas de exercicios fisicos regulares e
adequadamente orientados é reconhecido como determinante para a promogao e
manutencdo de saude e qualidade de vida (FIUZA-LUCES; GARATACHEA;
BERGER; LUCIA, 2013; HEINONEN; KALLIOKOSKI; HANNUKAINEN; DUNCKER
et al., 2014). Nos ultimos anos, estudos vém demonstrando que um estilo de vida
moderadamente ativo estd associado a promoc¢do da saude e a prevencdo de
doencas (FIUZA-LUCES; GARATACHEA; BERGER; LUCIA, 2013; HALLAL;
ANDERSEN; BULL; GUTHOLD et al, 2012; HEINONEN; KALLIOKOSKI;
HANNUKAINEN; DUNCKER et al., 2014). Pessoas que praticam exercicio fisico
por no minimo 30 minutos, cinco dias por semana, em intensidade moderada
podem reduzir em 14% o surgimento de doenca coronariana e em 20%, no caso
de 300 minutos por semana (SATTELMAIR; PERTMAN; DING; KOHL et al.,
2011).

Embora a expectativa média de vida no mundo tenha aumentado, cada vez
mais pessoas sdo acometidas por doencas crénicas ndo transmissiveis, como por
exemplo, doencas cardiovasculares, diabetes, diversos tipos de cancer,
transtornos mentais, dos ossos e das articulacdes (HANDSCHIN; SPIEGELMAN,
2008; LEE; SHIROMA; LOBELO; PUSKA et al., 2012). De acordo com a
Organizagdo Mundial da Saude (2014) (ORGANIZATION, 2014), além de
causarem sofrimento, dependéncia funcional, gastos intangiveis nos sistemas de
saude e reducdo da qualidade de vida, essas doencas sdo responsaveis por
58,5% de todas as mortes ocorridas no mundo. No Brasil, constituem o problema
de saude de maior magnitude, correspondendo a 72% das causas de mortes e
75% dos gastos com atencdo a salde no Sistema Unico de Salde (SAUDE,
2011). A inatividade fisica figura como uma das principais causas atribuidas a
mortalidade (HALLAL; ANDERSEN; BULL; GUTHOLD et al., 2012).

Por outro lado, pessoas que se exercitam dez vezes acima de 150 minutos
semanais em intensidade moderada ou acima de 75 minutos semanais em
intensidade vigorosa apresentam o mesmo risco de morte em relacdo a pessoas
pouco ativas fisicamente (AREM; MOORE; PATEL; HARTGE et al., 2015). O

exercicio parece produzir beneficios a saude em doses moderadas (AREM;
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MOORE; PATEL; HARTGE et al., 2015). Ainda que o esforco intenso seja capaz
de aperfeicoar o desempenho e a saude (GOHIL; BROOKS, 2012; SOBRAL-
MONTEIRO-JUNIOR; MAILLOT; GATICA-ROJAS; AVILA et al., 2019), cargas
extenuantes de estresse fisico e mental podem o0s comprometer. Atletas
amadores, profissionais ou de recreacdo séo frequentemente acometidos por
desordens de origem metabdlica, imunolégica, neuroldgica, enddcrina,
cardiovascular, muscular e esquelética (GUIMARAES; TERRA; DUTRA, 2017;
MEEUSEN; DUCLOS; FOSTER; FRY et al., 2013).

A linha ténue entre prejuizos e beneficios de sucessivas sessdes fatigantes
de esforco ndo depende exclusivamente do entendimento de conceitos e
principios metodoldgicos do treinamento. O exercicio fisico pode apresentar uma
relacdo paradoxal e sua prescricdo consistente depende de uma melhor
compreensao sobre seus mecanismos celulares (CADEGIANI; KATER, 2019;
GUIMARAES, 2016; GUIMARAES; TERRA; DUTRA, 2017). Neste sentido, a
investigacao sobre as adaptacdes do treinamento fisico no sistema imunoldgico é

um assunto promissor e pode contribuir com a elucidacdo de tais mecanismos.

16



1 FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1 Supertreinamento

Desde anos antes de Cristo, especula-se que o0 excesso de exercicio fisico
impacta negativamente no desempenho e salude. Hipdocrates, Platdo e Aristoteles
alertaram ndo apenas para as possiveis complicacOes deletérias da inatividade
fisica, como também para a cultura da dor sem moderacdo, uma realidade
observada desde a antiguidade (ALBANIDIS, 2013). Os antigos ideais gregos,
incluindo os relacionados ao exercicio e saude, influenciaram a cultura ocidental
moderna e desempenharam um papel importante na pratica da higiene preventiva
(ALBANIDIS, 2013; KLEISIARIS; SFAKIANAKIS; PAPATHANASIOU, 2014).

Passados alguns séculos, ainda ndo existe um consenso sobre a melhor
forma de se definir e diagnosticar os sintomas e complicacdes da exaustao cronica
provocada pelo excesso de estresse/exercicio fisico (MEEUSEN; DUCLOS;
FOSTER; FRY et al., 2013). Overtraining, sindrome do overtraining, overreaching
(funcional e nao funcional), sindrome inexplicAvel do baixo desempenho
(unexplained underperformance syndrome) e sindrome de descondicionamento
paradoxal sdo termos recorrentes na literatura cientifica (CADEGIANI; KATER,
2019; MEEUSEN; DUCLOS; FOSTER; FRY et al.,, 2013; MEEUSEN; DUCLOS;
GLEESON; RIETJENS et al., 2006). No senso comum parece prevalecer o
paradigma de que apenas atletas de elite sdo suscetiveis aos sintomas de
overtraining. Porém o “descondicionamento paradoxal’ ndo € uma exclusividade
das ciéncias dos esportes e performance, e precisa ser repensado em outras
areas, sobretudo a da saude (CADEGIANI; KATER, 2019).

Entende-se como supertreinamento ou overtraining a condicdo de ma
adaptacdo a um periodo cronico de estresse excessivo provocado pelo esforco
fisico, que resulta em perda de desempenho e desenvolvimento de sua sindrome
(KREHER; SCHWARTZ, 2012). Os sinais e sintomas que caracterizam a
sindrome do overtraining sdo os transtornos de humor e ansiedade, depressao,
apatia geral, instabilidade emocional, perda de apetite, disturbio de sono,
alteracdes hormonais, aumento da frequéncia cardiaca de repouso e aumento da

vulnerabilidade a infeccbes e lesdes, além de dores musculares e articulares

17



(KELLMANN, 2010; MATTA MELLO PORTUGAL; CEVADA; SOBRAL
MONTEIRO-JUNIOR; TEIXEIRA GUIMARAES et al., 2013; REARDON; FACTOR,
2010; SCHAAL; TAFFLET; NASSIF; THIBAULT et al., 2011). Diferencas
individuais no tempo de recuperacao, capacidade de realizar e tolerar o esforco
fisico, alétm de outros estimulos estressores nado relacionados ao treinamento
(sono, dieta, familia, estudos, trabalho, lazer e outros) podem explicar porque cada
praticante apresenta uma resposta diferente para uma mesma rotina ou
planejamento de treinamento (FREITAS; MIRANDA; BARA FILHO, 2009).

Outra definicdo de overtraining € um acumulo de treinamento e/ou estresse
sem treinamento resultando no decréscimo, a longo prazo, da capacidade de
desempenho, com ou sem sinais fisioldgicos e psicoldgicos relacionados, além de
sintomas de ma adaptacdo nos quais a restauracdo da capacidade de
desempenho pode levar varias semanas ou meses (MEEUSEN; DUCLOS;
FOSTER; FRY et al.,, 2013). Enquanto overtraining caracteriza um processo de
treinamento intensificado, a expressdo "sindrome" é utilizada para enfatizar a
etiologia multifatorial de forma a reconhecer que o exercicio (treinamento) néo é
necessariamente o Unico fator causal da sindrome (MEEUSEN; DUCLOS;
FOSTER; FRY et al., 2013).

Entretanto, o exercicio fisico, através de duracdes prolongadas, cargas
extremas e/ou frequéncia elevada pode apresentar beneficios, caracterizando um
paradoxo (CADEGIANI; KATER, 2019; GUIMARAES; TERRA; DUTRA, 2017). Ha
uma linha ténue entre riscos e beneficios induzidos por excesso de exercicio.
Como beneficios potenciais, ha praticantes que podem experimentar ativacdes no
sistema limbico de recompensas cerebral, sensacdes de prazer e bem-estar, além
de aumentos no gasto energético e reducdes ou manutencdes na distribuicdo da
gordura corporal (GUIMARAES, 2016; GUIMARAES; TERRA; DUTRA, 2017). Se
a perturbacdo da homeostase for devidamente programada, monitorada e avaliada
ao longo de um ciclo de treinamento, ainda que ocorra uma exaustao temporaria
induzida pelo excesso de treinamento, € possivel reverter o status de
esgotamento, recuperar a constancia interna e aprimorar o rendimento através da
supercompensacédo fisiolégica (CADEGIANI; KATER, 2019). Overreaching é
justamente a exaustdo temporaria seguida da supercompensacédo fisioldgica,

porém, ao contrdrio do overtraining que requer meses, sua recuperacao €
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relativamente facil de ocorrer em curto prazo, entre uma a quatro semanas
(HALSON; JEUKENDRUP, 2004), periodo conhecido como tapering ou polimento.

Segundo o Colégio Europeu de Ciéncias do Esporte (2006), o overtraining
pode ser resultado de dois estados diferenciados em relacdo ao desempenho:
overreaching de curta duracao, funcional, ou overreaching extremo, néo-funcional
(MEEUSEN; DUCLOS; GLEESON; RIETJENS et al., 2006). O estado funcional é
caracterizado por uma queda rapida no desempenho seguido por uma eventual
melhora, em um processo que se assemelha a teoria da supercompensacao de
adaptacdes fisiolégicas (MEEUSEN; DUCLOS; GLEESON; RIETJENS et al.,
2006). Ainda de acordo com o posicionamento, no estado nao-funcional, a queda
na performance tem recuperacdo mais prolongada. Normalmente, € acompanhada
de fadiga e alteracdes bioguimicas, imunologicas, fisiolégicas e comportamentais
(MEEUSEN; DUCLOS; GLEESON; RIETJENS et al., 2006). O estado néo-
funcional desencadearia a sindrome do overtraining, que por sua vez afetaria
negativamente diversos sistemas biologicos, sendo de recuperacdo muito lenta
(MEEUSEN; DUCLOS; GLEESON; RIETJENS et al., 2006).

Apesar dos inumeros esfor¢cos para tentar classificar operacionalmente os
diferentes termos, a distin¢cdo entre o overreaching nao-funcional e a sindrome do
overtraining € muito dificil e depende do resultado clinico e diagnéstico por
exclusdo (CADEGIANI; KATER, 2019; MEEUSEN; DUCLOS; FOSTER; FRY et
al., 2013). Ainda assim, de acordo com um comunicado especial publicado pelo
Colégio Americano de Medicina do Esporte e Colégio Europeu de Ciéncias do
Esporte em 2013, ndo existe evidéncia cientifica para se confirmar ou refutar essa
sugestdo (MEEUSEN; DUCLOS; FOSTER; FRY et al., 2013).

No Reino Unido, o termo sindrome inexplicavel do baixo desempenho
(unexplained underperformance syndrome — UUPS) tem sido adotado, ao invés de
sindrome do overtraining, para descrever um episodio de baixo desempenho com
fadiga persistente, ou seja, ma adaptacdo. Esse constructo, sindrome inexplicavel
do baixo desempenho, reflete a complexidade da sindrome, a etiologia multifatorial
e 0 supertreinamento ou um desequilibrio entre a carga de treinamento e a
recuperacdo pode nédo ser a principal causa do desempenho insuficiente (LEWIS;
COLLINS; PEDLAR; ROGERS, 2015).

De uma forma geral, independentemente da definicAo operacional,

diferentes causas tém sido associadas ao baixo desempenho: lesbes
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musculoesqueléticas como traumas, tendinopatias e estresses 0sseos; causas
fisiologicas como sobrecarga funcional, alteracdo do ritmo biolégico apéds
mudancas do fuso horario em longas viagens de avido (jet lag), sono insuficiente,
gravidez, calor, frio, altitude, desidratacdo; infeccGes do trato respiratorio superior
e inferior, doenca semelhante a gripe, diarreia/gastroenterite, febre, asma,
alergias; deficiéncias nutricionais de proteinas, carboidratos, minerais, vitaminas
(por exemplo, D), deficiéncia de ferro (anemia), doenca celiaca; outras condi¢cdes
como menorragia, abuso de antiinflamatério ndo esteroidal, abuso de drogas,
concussao, estresse mental, ansiedade e depresséo (LEWIS; COLLINS; PEDLAR;
ROGERS, 2015).

Cargas de treinamento internas e externas podem fornecer uma viséo
melhor sobre o estresse provocado pelo treinamento. As medidas de carga de
treinamento podem ser categorizadas como internas ou externas. As cargas
internas de treinamento séo definidas como os estressores bioldgicos (fisioldgicos
e psicoldgicos) impostos ao atleta durante o treinamento ou competicdo. Medidas
como frequéncia cardiaca, lactato sanguineo, consumo de oxigénio e percepc¢ao
subjetiva de esforco sdo comumente utilizadas para avaliar a carga interna. Por
outro lado, as cargas externas de treinamento sdo medidas objetivas do trabalho
realizado pelo atleta durante o treinamento ou competicdo e sdo avaliadas
independentemente das cargas interna de trabalho. Medidas comuns de carga
externa incluem poténcia, velocidade, aceleracdo, analise de tempo-movimento
parametros do sistema de posicionamento global (GPS), por exemplo
(BOURDON; CARDINALE; MURRAY; GASTIN et al., 2017). Entretanto, as
inimeras formas de se controlar as distribuicbes de cargas tém se mostrado
insuficientes para prevenir o desenvolvimento de sinais e sintomas da exaustao

cronica.

1.2 Prevaléncia

A prevaléncia dos sintomas do excesso de treinamento é raramente
estudada, mas estima-se que 60% dos maratonistas, 50% dos jogadores de
futebol e 33% dos jogadores de basquete ja os experimentaram (ARMSTRONG;
VANHEEST, 2002). Dentre os corredores de elite 60% das mulheres e 64% dos

homens indicaram ter experimentado pelo menos um episodio de overtraining,
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enquanto para a ndo elite a ocorréncia foi verificada em 33% de corredores.
Nadadores colegiais que completaram um ciclo de treinamento relataram uma
prevaléncia média de 10% (variacdo de 7% a 21%) de sinais e sintomas de
overtraining (RAGLIN; MORGAN; LUCHSINGER, 1990), mas outro estudo
longitudinal com nadadores britanicos revelou que 29% desenvolveram
overtraining pelo menos uma vez, com o risco positivamente relacionado ao nivel
de habilidade (MATOS; WINSLEY; WILLIAMS, 2011). Em um estudo com
nadadores universitarios dos Estados Unidos, verificou-se que 91% da amostra
que desenvolveu a sindrome do overtraining durante sua primeira temporada de
treinamento colegial foi diagnosticada com a sindrome do overtraining novamente
em um ou mais dos trés anos seguintes de treinamento (SINGER; MURPHEY;
TENNANT, 1993).

O excesso de exercicio fisico parece ndo acometer apenas atletas de alto
rendimento. Com frequéncia, programas de condicionamento fisico para pessoas
que ndo objetivam a competicdo envolvendo exercicios de endurance, forca e
velocidade também provocam danos e efeitos colaterais agudos ou crénicos
indesejaveis (CADEGIANI; KATER, 2019; GUIMARAES; COSTA; ALONSO;
RUBINI et al., 2018; ROGERO; MENDES; TIRAPEGUI, 2005). O estresse severo
provocado pelo esforco fisico no ambiente ndo competitivo também pode levar a
complicacBes extremas, como no estudo de caso apresentado em 2011, durante o
congresso anual do Colégio Americano de Medicina Esportiva (MATTHEW;
HADEED; KUEHL, 2011). Trés dias ap0s uma sessdo de exercicios intensos,
baseada no método CrossFit®, um homem de 33 anos, previamente assintomatico
e fisicamente ativo, experimentou um quadro de rabdomiolise, sindrome grave que
pode levar ao Obito e ocorre devido a morte das fibras musculares, que liberam
seu conteldo para a corrente sanguinea, provocando insuficiéncia renal aguda,
letargia, fraqueza, nauseas e tontura, por exemplo (MATTHEW,; HADEED;
KUEHL, 2011).

Entre criancas e adolescentes, 0 sucesso de jovens atletas pode ser
definido por convites para competicdes nacionais ou internacionais, ou para bolsas
de estudo. Apesar de apenas 0,02% a 0,5% dos atletas do ensino médio continuar
a participar em nivel profissional, o numero de jovens atletas que se torna
especialista em unico esporte continua a crescer (SOLOMON; WEISS KELLY,
2016). O aumento da dedicagcédo a regimes intensos de treinamento apresenta
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desafios fisicos, emocionais e cognitivos ao jovem atleta que podem colocar em
risco a saude geral (SOLOMON; WEISS KELLY, 2016). Ndo € do nosso
conhecimento a existéncia de dados na literatura que permitam uma discussao
mais aprofundada sobre a epidemiologia do supertreinamento nessa populacéo.

Apesar de controverso o assunto em funcdo de dados ainda inconsistentes,
0 exercicio de endurance praticado por pessoas com diferentes niveis de aptidao
fisica pode induzir o remodelamento patolégico de estruturas do coracéo e artérias
adjacentes (O'KEEFE; PATIL; LAVIE; MAGALSKI et al., 2012). Maratonas,
ultramaratonas, triatlons, corridas de bicicleta muito longas, podem causar
sobrecarga aguda de volume nos atrios e ventriculo direito, com reducgdes
transitorias na fracdo de ejecéo do ventriculo direito e elevacdo de biomarcadores
cardiacos. Cronicamente, o0 estresse repetitivo pode resultar em fibrose do
miocardio, fibrilagcbes e arritmias (O'KEEFE; PATIL; LAVIE; MAGALSKI et al.,
2012; PATIL; O'KEEFE; LAVIE; MAGALSKI et al., 2012).

Embora haja evidéncias de que o exercicio fisico intenso possa promover o
desempenho e a saude (GOHIL; BROOKS, 2012), considerado uma “polipilula”
(FIUZA-LUCES; GARATACHEA; BERGER; LUCIA, 2013) capaz de promover
inimeros beneficios bioldgicos e funcionais, ndo se pode descartar a existéncia de
uma linha ténue entre seus riscos e beneficios. Existem efeitos colaterais,
inclusive entre as populacdes mais frageis fisicamente, ainda que estudos
epidemioldgicos sejam escassos. Sinais e sintomas de overtraining, rabdomidlise,
dores e lesdes musculoesqueléticas, sindrome da mulher atleta envolvendo
distarbios na alimentacao, ciclo menstrual e densidade mineral éssea (JAVED;
TEBBEN; FISCHER; LTEIF, 2013), doencas crbnicas nao transmissiveis,
infeccbes bacterianas e virais (doencas transmissiveis) (CAMPBELL; TURNER,
2018) sao alguns exemplos de seus efeitos colaterais.

Como exemplo de que sintomas de exaustao fisica e mental ndo acometem
exclusivamente a populacéo de atletas de alto rendimento, um estudo envolvendo
186 universitarios de diversas areas da saude evidenciou que o grupo de
insuficientemente ativos apresentou maior pontuagcdo no Questionario de
Sintomas Clinicos do Overtraining em relacdo aos grupos de moderadamente
ativos e superativos (GUIMARAES; COSTA; ALONSO; RUBINI et al., 2018). Os
autores sugerem que existem questdes relacionadas ao desenvolvimento da

sindrome do overtraining que ndo sao justificadas exclusivamente pela frequéncia,
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intensidade, durac&o e o intervalo das sessées de exercicio fisico (GUIMARAES;
COSTA; ALONSO; RUBINI et al., 2018). Dados ainda n&o publicados pelos
mesmos autores, de dois diferentes estudos com universitarios do curso de
medicina (Apéndice 05) e militares, respectivamente, revelaram resultados
semelhantes. Existe ainda a recomendacdo de que pacientes com doencas
neuromusculares de carater crbnico, progressivo e muitas vezes inexoravel,
necessitem de uma abordagem com enfoque no gerenciamento da fraqueza
muscular, e ndo no incremento da forca, para evitar o estado de overtraining
(ORSINI; HASUE; LEITE; MENEZES et al., 2014).

Um programa de condicionamento ou treinamento fisico, portanto, se mal
gerenciado pode provocar sinais e sintomas de exaustdo ou esgotamento fisico e
mental, lesGes celulares e funcionais, reducdo da adesdo ao exercicio fisico e,
consequentemente, aumento das estatisticas de inatividade fisica e doencas
cronicas ndo transmissiveis (GUIMARAES, 2016; GUIMARAES; TERRA; DUTRA,
2017).

1.3 Resposta imune

O sistema imunoldgico é um sistema baseado na cooperacgéo, responsavel
pelo reconhecimento do que € proprio e ndo proprio do organismo. Sua funcéo
geral é reparar danos e preservar a homeostase (MURPHY, 2014; TERRA; SILVA;
SALERNO; DUTRA, 2012). No desempenho de suas fun¢gbes, em resposta aos
desequilibrios apresentados pelo organismo, o sistema imune pode apresentar
dois tipos principais de resposta: resposta imune inata e resposta imune
adaptativa (MURPHY, 2014).

A resposta inata inclui barreiras fisicas (ex.: pele), quimicas (ex.: lagrima,
sistema complemento) e a participacdo de células como macrofagos, neutrofilos,
células dendriticas, células natural killers (NK) e moléculas microbicidas como o
oxido nitrico (NO) e anion superéxido (O2°). A resposta imune adaptativa envolve
principalmente linfocitos T (T CD4" e T CD8") e B, além de seus produtos como
citocinas e anticorpos, respectivamente. Pode ser dividida em resposta imune
humoral (mediada por anticorpos) e resposta imune celular (mediada por células,
tais como linfocitos T e macréfagos) (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2019).
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Geralmente os microrganismos sao detectados e destruidos rapidamente
por mecanismos menos especificos apresentados pela resposta imune inata. Para
sua deteccédo, esses microrganismos precisam ser reconhecidos e tanto o sistema
imune inato quanto o adaptativo sdo capazes de distinguir entre o proprio e o ndo
préprio. Contudo, eles diferem na maneira como fazem esse reconhecimento. Na
imunidade inata existe um namero limitado de receptores e proteinas secretadas
que sao codificadas na linhagem germinativa e que reconhecem caracteristicas
comuns a muitos patdégenos. S&o os chamados receptores de repeticdo de
padrées (PRRs). J4 na imunidade adaptativa 0s receptores para o reconhecimento
do organismo invasor sdo formados por um processo de rearranjo génico. Ainda
assim, a resposta imune inata € muito eficiente na discriminacédo entre células
hospedeiras e patdgenos, proporcionando as defesas iniciais e também
contribuindo para a indugdo da resposta imune adaptativa através da agcdo das
células apresentadoras de antigenos (APCs) (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2019).

Podemos dizer que a resposta imunologica a uma infeccao inicial ocorre em
trés fases: resposta imune inata, resposta imune induzida precocemente e
resposta imune adaptativa (ANEXO A). As primeiras duas fases fazem o
reconhecimento do patéogeno por meio dos PRRs. Na terceira fase, o
reconhecimento é feito por meio de receptores variaveis para antigenos
especificos formados por um processo de rearranjo génico nas células somaticas
que produz um enorme repertério de receptores de antigenos, 0s quais Sao
capazes de distinguir perfeitamente entre moléculas muito relacionadas. Deste
modo, a imunidade adaptativa ocorre posteriormente, porque as poucas células B
e células T precisam sofrer expansédo clonal antes de se diferenciarem em células
efetoras que eliminam a infec¢cdo. Contudo, os mecanismos efetores que eliminam
0s agentes infecciosos sdo similares ou idénticos em todas as fases (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2019).

Apenas 0S mecanismos que envolvem 0s componentes sollveis e
celulares da imunidade inata ndo sdo capazes de promover uma memoria
imunoldgica protetora de longo tempo. Deste modo, a imunidade inata, quando o
patdgeno rompe as duas primeiras fases de sua resposta, € responsavel pela
inducdo da resposta imune adaptativa, a terceira fase da resposta a infeccéo
inicial por um patdégeno. Essa inducao leva a expansao dos linfocitos antigeno-

especificos que tém como alvo os patdégenos especificos e a formacdo de células
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de memodria, que proporcionam uma imunidade especifica persistente (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2019).

1.3.1 Resposta imune inata

A resposta inata é aquela com a qual ja nascemos. E pronta, imediata e
inclui barreiras fisicas (como a pele, por exemplo), quimicas (lagrima, sistema
complemento) e a participagcdo de células fagociticas como os macrofagos,
neutrofilos e células dendriticas, além dos linfécitos conhecidos como células
natural killers (NK) e de moléculas microbicidas como o 6xido nitrico (NO) e anion
superoéxido (027 (MURPHY, 2014) (ANEXO B).

As primeiras defesas apresentadas incluem varias classes de moléculas
solaveis pré-formadas presentes no sangue, nos liquidos extracelulares e nas
secrecOes epiteliais. Podemos citar as enzimas antimicrobianas, como a lisozima,
que inicia a digestdo da parede celular bacteriana; os peptideos antimicrobianos,
como as defensinas, que sao capazes de lisar diretamente a membrana da célula
bacteriana; e um sistema de proteinas plasmaticas muito importantes, conhecido
como sistema do complemento, que promove a lise do microrganismo ou a sua
fagocitose por células fagociticas do sistema imune inato, como os macréfagos,
neutrofilos e células dendriticas como importantes exemplos (MURPHY, 2014).

O reconhecimento dos patdégenos pelas células da imunidade inata na
segunda fase da resposta € feito por meio de moléculas tipicas dos
microrganismos, as quais ndo sao compartilhadas pelas células do hospedeiro. As
moléculas especificas dos microrganismos que séao reconhecidas pelas células da
imunidade inata sdo denominadas padrdes moleculares associados a patdogenos
(PAMPs, do inglés Pathogen-associated molecular pattern). Os PAMPs séo
reconhecidos pelos ja citados PRRs. Eles reconhecem estruturas como
oligossacarideos ricos em manose, peptideoglicanos e lipopolissacarideos (LPS)
da parede celular bacteriana. Também podem reconhecer DNA CpG néo metilado.
Essas moléculas sdo comuns a muitos patdgenos e tém sido conservados durante
a evolugao.

Além dos PAMPs, os receptores PRRs também séo capazes de reconhecer
moléculas préprias ao organismo que surgem em situacbes onde ha

comprometimento do equilibrio, denominadas padrdes moleculares associados a
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danos (DAMPs, do inglés Damage-associated molecular pattern). Sdo exemplos
as proteinas induzidas por estresse (proteinas de choque térmico HSPs, do inglés
heat shock protein), cristais e proteinas nucleares (MURPHY, 2014) (ANEXO C).

Os macrofagos (“makros” = grande, “phagein” = comer) sao células
fagociticas que desempenham a funcdo de células apresentadoras de antigenos.
Seu papel central no sistema imunologico inato pode estar no controle da
fagocitose, na promoc¢édo da morte de microrganismos, na producao de citocinas
ou mesmo nha apresentacdo de antigenos aos linfécitos T virgens para o
desenvolvimento da resposta imune adaptativa. Estas células foram identificadas
pela primeira vez pelo zodlogo russo Elie Metchnikoff em 1883, que descobriu que
muitos microrganismos poderiam ser engolfados e digeridos por células
fagociticas (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2019).

Os macréfagos expressam varios PRRs que o0s permitem reconhecer
componentes especificos dos microrganismos. Aqueles que se ligam a
carboidratos da parede celular das bactérias, das leveduras e dos fungos séo os
receptores de manose e de glicano e os receptores de varredura. Os receptores
semelhantes ao Toll (TLRs, do inglés Toll-like receptors) sdo uma importante
familia de receptores PRRs que estdo presentes nos macrofagos e em outras
células imunes. Os TLRs sdo capazes de se ligarem a diferentes tipos de
microrganismo, como por exemplo, TLR-2 liga-se aos componentes da parede
celular das bactérias gram-negativas, enquanto TLR-4 se liga aos componentes
da parede celular das bactérias gram—positivas. O CD14 é o receptor de LPS, o
lipopolissacarideo presente na parede celular de bactérias gram-negativas
(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2019). O LPS é muito utilizado experimentalmente
para a ativacao classica de macréfagos (ANEXO D).

Os macrofagos consistem em duas importantes classes principais:
macrofagos residentes nos tecidos e macréfagos infiltrantes. Como macréfagos
residentes em tecidos podemos citar as células de Kupffer hepaticas, micréglia,
macrofagos peritoneais, macrofagos alveolares, macréfagos da polpa esplénica e
da medula. Em seus tecidos especificos esses macréfagos mantém a integridade
e a homeostase dos sistemas através da remoc¢do de patdgenos invasores, de
células apoptodticas e de detritos de células (debris celular) (MURPHY, 2014). Por
outro lado, os macrofagos infiltrantes sdo encontrados somente ap0s uma

patologia, sendo eles oriundos da diferenciacdo dos mondcitos classicos (também
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conhecidos como mondcitos “inflamatoérios" ou classicamente ativados). Esses
macréfagos geralmente sdo encontrados em contextos patolégicos, como o
cancer, aterosclerose e doenca metabdlica (MURPHY, 2014).

Quando um processo inflamatorio € desencadeado pela perturbacdo da
homeostase tecidual, mondcitos derivados da medula éssea que circulam na
corrente sanguinea sdo atraidos para local da inflamacédo, através da atragéo
realizada por quimiocinas inflamatorias secretadas por macréfagos residentes,
células do tecido conjuntivo e endoteliais (ITALIANI; BORASCHI, 2014; VIOLA;
MUNARI; SANCHEZ-RODRIGUEZ; SCOLARO et al., 2019). No local da
inflamacg&o, mondcitos se diferenciam em macrofagos, que cooperam com células
residentes para manter a imunidade ou promover a resolucdo de inflamacéao e
regeneracao tecidual, dependendo do fendtipo de macréfago no qual o mondcito
se diferencie (MURPHY, 2014). Este processo de diferenciacdo de macréfagos em
um determinado fendétipo é chamado de polarizagdo e ocorre em resposta a
estimulos provenientes do microambiente local. De acordo com essa polarizagao,
os macrofagos podem ser classificados em classicamente ativados (pro-
inflamatérios ou M1) e alternativamente ativados (anti-inflamatérios ou
M2)(ITALIANI; BORASCHI, 2014). Esses fendtipos sdo baseados em programas
especificos de expressao génica que levam a aquisi¢do de diferentes marcadores
de superficie celular, a secrecdo de determinadas citocinas, bem como as
adaptacbes metabdlicas dos macréfagos (VIOLA; MUNARI; SANCHEZ-
RODRIGUEZ; SCOLARO et al., 2019). Os macréfagos pro-inflamatérios (M1) séo
ativados por produtos microbianos como o lipopolissacarideo (LPS) e outros
ligantes de TLRs, ou por acédo de citocinas secretadas por linfocitos Thl, como
IFN-y e TNF. Sao caracterizados por sua capacidade de eliminar patégenos e
apresentar seus antigenos aos linfocitos T virgens, iniciando o desenvolvimento de
respostas adaptativas. Assim, eles expressam moléculas do complexo principal de
histocompatibilidade de classe Il (MHC-II), ciclooxigenase 2 (COX-2) e o6xido
nitrico sintase induzivel (INOS) e CD 14, o receptor de LPS. Eles também
produzem altos niveis de citocinas inflamatérias, como TNF, IL1-B, IL-6, IL-12 e IL-
23 e induz respostas do tipo Thl (ITALIANI; BORASCHI, 2014; VIOLA; MUNARYI;
SANCHEZ-RODRIGUEZ; SCOLARO et al., 2019) (ANEXOS E e F).

Macrofagos M2 sdo alternativamente ativados por acao das citocinas IL-4

ou IL-13 secretadas por mastocitos, basdfilos (imunidade inata) e linfécitos Th2
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(imunidade adaptativa) (ITALIANI; BORASCHI, 2014; VIOLA; MUNARI;
SANCHEZ-RODRIGUEZ; SCOLARO et al., 2019). Esse fenoétipo é caracterizado
por um perfil anti-inflamatorio, que permite a resolucdo da inflamacédo e a
reparacao tecidual. Eles expressam altos niveis de receptor de manose (CD206),
bem como o antagonista da IL-1R, e produzem fatores proé-fibréticos, como o fator
de crescimento e transformacao beta (TGF-f3) e fator de crescimento semelhante a
insulina 1 (IGF-1), suprimindo ativamente a inflamacdo e promovendo o reparo
tecidual. Macréfagos M2 induzem angiogénese e linfangiogénese por producéao do
fator de crescimento endotelial vascular A (VEGF-A), fator de crescimento
endotelial (EGF), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e IL-8
(VIOLA; MUNARI; SANCHEZ-RODRIGUEZ; SCOLARO et al., 2019). O fenétipo
M2 pode ser subdividido em 4, dependendo do estimulo que promova sua
diferenciacdo. Esse fenétipo induzido por IL-4/IL-13 é conhecido como M2a.
Outros estimulos, incluindo imune complexos/ligantes de TLR/agonistas de IL-1R
(M2b), glicocorticoides/IL-10 (M2c) ou ligantes de TLR/agonistas de A2R/IL-6
(M2d) também promovem a polarizacdo deste fagocito (ANEXOS E e F) (VIOLA;
MUNARI; SANCHEZ-RODRIGUEZ; SCOLARO et al., 2019). Considerando a
complexidade do microambiente tecidual e a plasticidade dos macréfagos, uma
visdo estética da polarizacdo M1 — M2 adotada em experimentos in vitro pode nao
descrever completamente a polarizagdo de macrofagos in vivo, o que deve ser
considerado um processo extremamente dinamico e especifico do organismo vivo
(VIOLA; MUNARI; SANCHEZ-RODRIGUEZ; SCOLARO et al., 2019).

1.3.2 Resposta imune adaptativa

A resposta imune adaptativa envolve, principalmente, células como
linfécitos T e B e seus produtos, como citocinas e anticorpos, respectivamente.
Citocinas sao proteinas glicosiladas ou ndo, que, em geral, apresentam baixo
peso molecular (entre 5.000 e 30.000) e desempenham um papel central na
mediacdo e regulacdo das respostas imunologicas (MURPHY, 2014). Elas atuam
como mensageiras entre as células do sistema imune, hematopoiético e
neuroendocrino. As citocinas tém sido classificadas como pré6 ou anti-
inflamatorias, de acordo com as funcdes desempenhadas (TERRA; SILVA;
SALERNO; DUTRA, 2012).
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Os linfécitos T podem apresentar diferentes marcadores na superficie
celular. Os principais sdo os chamados cluster de diferenciacdo (CD), que
representam um conjunto de moléculas marcadoras da superficie celular usado
para diferenciar variados tipos de células. Dois deles sao considerados bastante
importantes e dividem os linfocitos T em CD4" e CD8". Os linfécitos TCD4" s&o
chamados de auxiliares (helper - Th) enquanto os linfécitos TCD8" sdo os
conhecidos linfocitos T citotoxicos (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2019).

Por sua vez, a resposta imune adaptativa pode se dividir em resposta
imune celular (mediada por células, tais como linfocitos T e macréfagos) e
resposta imune humoral (mediada por anticorpos, produzidos por linfocitos B)
(MURPHY, 2014). Ambas precisam da participacdo de linfocitos T auxiliares (T
helper) para a producdo de citocinas que criam o microambiente favoravel a um
tipo ou outro de resposta. Os linfécitos ThO (T CD4" virgens) podem diferenciar-se
em diversas subpopulacdes dentre as quais se destacam as células Thl (T helper
tipo 1), as células Th2 (T helper tipo 2), as células Th17 (T helper tipo 17) e as
células Treg (T regulatorias) (Esquema 4). Cada um desses tipos celulares produz
diferentes padrdes de citocinas e sua diferenciacdo nesses diversos fenotipos
depende da presenca das citocinas que predominam no microambiente de
ativacdo, moléculas co-estimulatérias e do tipo de antigeno a ser apresentado
(DEL PRETE, 2008). Para que esta diferenciacdo ocorra, € necessario que o
linfécito T helper seja ativado através da apresentacdo de antigenos pelas
moléculas de MHC de classe |l presente nas células apresentadoras de antigeno
como os macrofagos e as células dendriticas (WU; FAN; CHEN; CHEN et al.,
2019).

A diferenciacdo de ThO em Th1l esta relacionada a acéo e a responsividade
a IL-12, citocina que pode ser produzida por células dendriticas e por macrofagos
durante a resposta imune inata, na fase aguda de uma infeccdo por
microrganismos intracelulares. Além de estimular os linfocitos ThO a se
diferenciarem em células Thl e a produzirem IFN-©, a IL-12 também estimula as
células Natural Killer (NK) a produzirem esta importante citocina inflamatéria
(STAFFORD; NEUMANN; BELOSEVIC, 2002).

Os linfécitos ThO apresentam receptores (IL-12RB2), que se ligam a IL-12
permitindo sua sinalizagcao intracelular, a qual envolve moléculas transdutoras e

ativadoras de transcricdo como a STAT 1 e STAT 4. Aléem destas, a diferenciacéo
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em Thl também passa pela ativacdo do fator de transcricdo Thet (ANEXO G). O
interferon gama (IFN-y) é a citocina predominantemente produzida pelo fenétipo
Thl. Esta citocina atua sobre macréfagos estimulando a expressao da enzima
oxido nitrico sintase induzida (INOS ou NOS2), a qual oxida o atomo de nitrogénio
guanidinico terminal da L-arginina a citrulina com a concomitante liberacdo de
oxido nitrico (NO) (STUEHR; CHO; KWON; WEISE et al., 1991). O oxido nitrico
representa o principal mecanismo microbicida capaz de destruir microrganismos
cuja célula hospedeira seja 0 macrofago, como por exemplo varios patdogenos,
incluindo T. cruzi, T. musculis, M. avium, M. leprae, Toxoplasma gondii, Candida
albicans e L. major .

Além do NO, as espécies reativas de oxigénio (ROS) também podem
participar como mecanismo microbicida em macréfagos induzidos por IFN-y ou
receptores do tipo Toll. ROSs derivam da reducéo de oxigénio, gerando um grupo
de ions, moléculas e radicais altamente reativos e podem ser geradas nas
mitocondrias como produtos da cadeia respiratéria e podem participar da
sinalizacdo celular e destruicdo de patdgenos intracelulares. Deste modo, em
resumo, as células Thl produzem predominantemente IFN-y que ativam
classicamente os macrofagos, e estéo relacionadas a resposta imune celular e ao
controle de infec¢cdes causadas por microrganismos intracelulares (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2019).

O padréo apresentado pelo fenétipo Th2 inclui as citocinas IL-4, IL-5, IL-10
e IL-13, e esta associado com a resposta as infec¢des extracelulares, sendo
tipicamente uma resposta imune humoral. A diferenciacdo neste fenétipo ocorre
por estimulo pela IL-4 em decorréncia da interacdo com helmintos e bactéria
extracelulares (MURPHY, 2014). A IL-4 pode ser produzida por mastocitos,
eosindfilos e, possivelmente, outras populacdes de células (como células linfoides
inatas) ou as proprias células TCD4" estimuladas pelo antigeno que secretam
pequenas quantidades de IL-4 a partir de sua ativacao inicial (MURPHY, 2014). A
diferenciacdo em Th2 passa pela ativacdo dos fatores de transcricdo GATA3 e
STATG6. A resposta imune humoral esta associada as respostas anti-inflamatorias,
promovendo a ativacdo alternativa de macréfagos, além da ativacdo de mastocitos
e de eosindfilos, que auxiliam na defesa contra helmintos (MURPHY, 2014)
(ANEXO H).
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A transformacdo de ThO em Th17 é estimulada pelas citocinas IL-1, IL-6 e
IL-23 produzidas em resposta as infec¢des por bactérias e fungos (REVU; WU,;
HENKEL; RITTENHOUSE et al., 2018). Essas citocinas ativam o fator de
transcrigdo orfao gama relacionado a RAR (RORyt), fazendo com que os linfécitos
diferenciados em Th17 secretem as citocinas IL-17, IL-21, IL-22. A IL-17 tem um
papel protetor contra infec¢des a bactérias extracelulares e fungos, devido a sua
capacidade de recrutar neutrofilos para as areas de infeccdo (REVU; WU;
HENKEL; RITTENHOUSE et al., 2018) (ANEXO H).

A diferenciacdo de ThO em linfocitos T regulatérios (Treg) ocorre a partir
da ativacao do fator de transcricdo FoxP3 realizada pelas citocinas IL-2, IL-10 e
TGF-B (MARTINEZ-SANCHEZ; HUERTA; ALVAREZ-BUYLLA; VILLARREAL
LUJAN, 2018). Esses linfécitos foram inicialmente descritos na década de 1970,
como linfécitos T supressores. Posteriormente, essas células foram redescobertas
por Sakaguchi e colaboradores (1995), os quais mostraram que havia um pequeno
grupo de linfécitos T helper que co-expressavam o marcador CD25 e exibiam
atividade supressora em cobaios adultos. Desde entdo, varios grupos
descreveram linfécitos TCD4'CD25" com acdo regulatéria em humanos
(MARTINEZ-SANCHEZ; HUERTA; ALVAREZ-BUYLLA; VILLARREAL LUJAN,
2018).

As células Treg sdo encontradas na periferia e suas citocinas sao
responsaveis por inibirem a proliferacdo de Linfocitos T efetores. Inibem a
secrecdo de IL-12 e prejudicam sua capacidade de promover a ativagéo de células
T e diferenciacdo em Thl. Sua deficiéncia esta envolvida no desenvolvimento de
sindromes autoimunes severas (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2019).

A diferenciacao das células T CD4 € mais variada do que as células T CD8,
gue possuem um fendtipo citotoxico uniforme. Células T citotéxicas contém
lisossomas especializados chamados de granulos liticos, que apresentam
proteinas citoliticas. As células T CD8" citotdxicas efetoras sdo essenciais na
defesa do hospedeiro contra os agentes patogénicos que vivem no citosol, como
0s virus, por exemplo. As células T citotoxicas podem induzir as células-alvo a
sofrer morte celular programada, exterminando seletivamente e de forma seriada
os alvos que expressam um antigeno especifico. O principal mecanismo de acao
das células T citotoxicas € a liberacdo, dependente de calcio, de proteinas

citotoxicas (granzinas e perforinas, por exemplo) apdés o reconhecimento do
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antigeno na superficie de uma célula-alvo. As células T citotoxicas também atuam
liberando citocinas IFN-gama, TNF, por exemplo (MURPHY, 2014).

1.4 Excesso de exercicio e resposta imune

O estresse é fundamental em processos adaptativos, sejam eles fisicos ou
psicoldgicos. Ele pode ser considerado um conjunto amplo de eventos, consistindo
de um estimulo estressor, uma reacao processada no sistema nervoso central, e
respostas de luta ou fuga a partir da ativagdo de diversos sistemas fisioldgicos
(DICKERSON; KEMENY, 2004). Praticamente todas as células do corpo
respondem aos fatores liberados em situacbes de estresse como adrenalina,
noradrenalina, cortisol e diversas citocinas (DICKERSON; KEMENY, 2004).

Existe uma hipotese classica de que o overtraining se origina ho momento
em que novas sessdes vigorosas de exercicios sdo realizadas sem o tempo
necessario de recuperacdo da imunossupressao (NIELSEN; PEDERSEN, 2008;
SMITH, 2000). O exercicio exaustivo pode levar a leucocitose aguda transitéria
seguida de supressao parcial da imunidade celular, redu¢cdo no niamero ou funcao
de leucdcitos e outros componentes do sistema imunolégico (SILVA; MACEDO,
2011; TERRA; SILVA; SALERNO; DUTRA, 2012). O periodo em que agentes do
sistema imunoldgico sdo suprimidos ap0s o esgotamento causado por uma
sessao de treinamento ou evento competitivo € conhecido como janela aberta da
oportunidade (FEBBRAIO; PEDERSEN, 2005). O aumento do risco de infec¢des
do trato respiratério superior ou outras condi¢cdes deletérias da oportunidade de
patdogenos pode variar dentro de uma a nove horas (PEDERSEN; FISCHER,
2007), 72 horas (STEENSBERG; VAN HALL; OSADA; SACCHETTI et al., 2000)
ou até mesmo duas semanas (FISCHER; HISCOCK; PENKOWA; BASU et al.,
2004). O desequilibrio imunolégico parece ser a origem da sindrome do excesso
de treinamento (NIELSEN; PEDERSEN, 2008; SMITH, 2000).

Pessoas que participam de eventos de endurance parecem ser mais
suscetiveis a infecgbes. Por exemplo, existe a observacao classica na literatura de
dores de garganta e sintomas semelhantes ao da gripe acometem com maior
frequéncia pessoas engajadas em atividades de longa duracdo em relacdo a
populacdo em geral, além de que uma vez infectados o tempo necessario para a

recuperacdo é maior (NIEMAN, 1995). A maior susceptibilidade as infecc¢des
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parece decorrer de um desequilibrio no sistema imune e acredita-se que um
periodo de exercicio fisico intenso é acompanhado de respostas semelhantes as
infeccbes (NIEMAN, 1995). Ainda que os danos extremos do exercicio sejam
associados a imunossupressdo, o0 aumento da incidéncia de infec¢cdes nédo é
exclusivo desta condigdo, mas, sobretudo, da alteracdo do perfil imunologico, da
predominancia da imunidade humoral associada a supresséo da imunidade celular
(LAKIER SMITH, 2003).

Enquanto o exercicio de intensidade moderada promove protecdo contra
infecgbes causadas por microrganismos intracelulares, pois direciona a resposta
imune a predominancia de um perfil de resposta do tipo Thl, atividades vigorosas
geram concentracdes crescentes de citocinas anti-inflamatorias. Esta condigcédo
induz o predominio de um perfil de resposta Th2 com a finalidade de reparar o
dano tecidual muscular e a inflamacé&o sistémica, embora iSso possa resultar em
aumento da susceptibilidade a infeccdes por microrganismos intracelulares
(TERRA,; SILVA; SALERNO; DUTRA, 2012).

No fim do século passado, Smith (2000) prop6s uma teoria para explicar o
desenvolvimento dos sinais e sintomas da sindrome do overtraining com base nas
citocinas. Apesar de multifatorial, os sinais e sintomas podem ser decorréncia da
acdo autrocrina, paracrina e/ou enddcrina das citocinas, que orquestram nao
apenas 0 sistema imunolégico como também determinam a comunicacdo com
diversos oOrgdos do corpo, especialmente o hipotalamo, crucial na regulacéo
central da homeostase e interacdo com todos 0s demais sistemas organicos
(SMITH, 2000).

Dados obtidos pelo nosso grupo mostraram que células de linfonodos de
camundongos submetidos a natacdo em intensidade moderada por 12 semanas
apresentaram elevacéo das concentracdes de IFN-y e TNF, enquanto IL-4 e IL-10
diminuem significativamente em relagéo ao grupo sedentario. A razéo IL-10/ IFN-y
tendeu para um perfil Thl. Além disso, macroéfagos isolados de camundongos
exercitados produziram mais IL-12 e TNF, apos estimulo com LPS. A infec¢céo
desses macrofagos por Leishmania major resultou em maior producéo de IL-12 do
que foi observado com os macréfagos do grupo controle. A producdo de NO
também foi aumentada em macrofagos, estimulados com LPS, oriundos do grupo

exercitado. Esses dados sugerem que exercicios moderados promovem a
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predominancia de uma resposta imune protetora tipo Thl em camundongos
(TERRA; ALVES; GONCALVES DA SILVA; SALERNO et al., 2013).

Por outro lado, a revisdo classica de Smith (2000) sugere que o trauma
gerado no sistema muscular e esquelético, a partir do estresse extremo provocado
pelo exercicio, produz grandes quantidades de citocinas pro-inflamatoérias, como
IL-18, IL-6 e TNF (SMITH, 2000). A retroalimentacdo positiva dos componentes
anti-inflamatoérios torna-se iminente e o desequilibrio no perfil Thl e Th2 pode
refletir uma condicdo perturbadora da homeostase. Os estimulos cronicos
sucessivos do treinamento excessivo, sem uma recuperacao adequada do estado
fisiologico estavel, podem desenvolver sintomas deletérios a saude, como por
exemplo, os disturbios neuroendocrinos e comportamentais (CADEGIANI; KATER,
2017; 2019; GUIMARAES; TERRA; DUTRA, 2017).

Poucos estudos, no entanto, testaram a hipétese de que os perfis Thl e
Th2 séo cronicamente alterados pelo overtraining. Existem limitacdes éticas em
pesquisas com seres humanos e, nesse contexto, animais sao mais utilizados.
Apesar dos diferentes protocolos de esgotamento crénico e populagdes utilizadas,
os resultados indicam uma predominancia da resposta Th2 em Thl (GUIMARAES;
TERRA; DUTRA, 2017).

No estudo de Ceddia e Woods (1999), foi verificado que camundongos
experimentam uma supressdo na apresentacao de antigenos por macrofagos
ap0s quatro dias de treinamento exaustivo, quando comparados aos
camundongos do grupo que treinou moderadamente. Especula-se que, uma vez
comprometidos, os macrofagos podem perder a capacidade de estimular a
diferenciacdo de linfocitos T CD4" virgens em Thi, provocando imunossupressio
celular (CEDDIA; WOODS, 1999). Estudos com maior tempo de intervencao,
como o de Ru e Peije (2009), onde oito ratos foram submetidos a nove semanas
de treinamento com distribuicdo progressiva de cargas, seis dias por semana,
também verificaram uma imunossupresséao celular por predominancia da resposta
Th2. A relacdo Thl1l/Th2 pelas citocinas IFN-y/IL-4 foi desequilibrada,
predominando o perfil Th2 (RU; PEIJIE, 2009).

Exercicios prolongados e extenuantes diminuem a expressao de toll-like
receptors (TLRs) em macrofagos e comprometem a apresentacdo de antigenos
para os linfocitos T impedindo, sobretudo, a resposta inflamatéria Thl. Esse efeito

anti-inflamatoério impede o dano tecidual causado pelos mediadores inflamatorios e

34



reduz o risco de doencas inflamatdrias cronicas, mas aumenta a susceptibilidade
de infec¢cdes por microrganismos intracelulares (ELENKOV, 2004; GLEESON,
2006; TERRA; ALVES; GONCALVES DA SILVA; SALERNO et al., 2013). Por
outro lado, a pratica regular de exercicios em intensidade moderada pode induzir a
resposta imune celular (Thl) e, consequentemente, favorecer o controle de
infecgbes causadas por microrganismos intracelulares (GLEESON, 2006; TERRA;
ALVES; GONCALVES DA SILVA; SALERNO et al.,, 2013; TERRA; SILVA,
SALERNO; DUTRA, 2012).

Gholamnezhad e colaboradores (2014) investigaram o efeito de oito
semanas de treinamento moderado e onze semanas de treinamento severo
(overtraining) na concentragdo plasmatica de citocinas de ratos. O treinamento
moderado promoveu a imunidade celular, enquanto em outros grupos, incluindo o
controle, foi observada uma imunossupressdo celular. A imunossupressao
observada nesses grupos foi associada ao direcionamento da resposta ao perfil
Th2, enquanto no grupo moderado houve um direcionamento da resposta imune
para o perfil do tipo Thl (GHOLAMNEZHAD; BOSKABADY; HOSSEINI; SANKIAN
et al.,, 2014). No entanto, neste trabalho ndo estdo publicados os resultados dos
testes de capacidade e os animais ndao foram submetidos a nenhum tipo de
infeccéo.

Em relacdo ao periodo de polimento ou tapering, Gholamnezhad e
colaboradores (2014) verificaram que duas semanas de reducdo gradual nas
cargas de treinamento ndo foram suficientes para reverter a imunossupressao
celular. O tapering € caracterizado como um periodo de recuperacdo ativa que
varia entre duas e quatro semanas antes de algum evento importante. Esse
periodo pode provocar efeitos de supercompensacao fisiologica e melhorar o
desempenho, a partir do overreaching funcional (HALSON; JEUKENDRUP, 2004).

No estudo de Farhangimaleki e colaboradores (2009), o grupo de ciclistas
que realizou o polimento durante trés semanas, ap0s oito semanas de
treinamento, experimentou um melhor desempenho em relacdo ao grupo controle,
gue treinou onze semanas com sobrecarga progressiva. As citocinas IL-1 B, IL-6 e
TNF no grupo controle apresentaram concentragcdes mais altas. Embora os
autores ndo tenham avaliado o perfil Th2, os achados reforcam a necessidade do
periodo de polimento para evitar disturbios na homeostase fisioldgica, risco de
infecgoes e fadiga (FARHANGIMALEKI; ZEHSAZ; TIIDUS, 2009)
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1.5 Leishmaniose

O efeito do exercicio fisico na modulacao do sistema imunologico também
vem sendo estudado através do modelo experimental com camundongos Balb/c.
Linhagens distintas de camundongos apresentam susceptibilidade e resisténcia a
infeccdo por parasitos de forma diferenciada. Um excelente modelo de estudo
sobre essa dicotomia susceptibilidade/resisténcia € a infeccdo de camundongos
Balb/c (susceptiveis) e C57BL/6 (resistentes) por Leishmania major. A resisténcia
dos camundongos C57BL/6 esta relacionada com a resposta Thl levando a
infeccdo autolimitada e néo progressiva. Por outro lado, camundongos Balb/c sé&o
susceptiveis ao desenvolvimento progressivo de lesGes néo cicatrizantes, estando
este fato associado a resposta do tipo Th2 (MOSMANN; CHERWINSKI; BOND;
GIEDLIN et al., 2005).

As leishmanioses sdo um grupo de doencas parasitarias transmitidas por
vetores. Elas sdo endémicas em 102 paises e territérios distribuidos entre os cinco
continentes (OMS, 2019), as quais sado promovidas por parasitos do género
Leishmania. Os flebotomineos sdo os principais vetores de transmissdo das
leishmanioses. Essas parasitoses apresentam um largo espectro de
manifestacdes clinicas, que se distribuem desde lesdes cutaneas autolimitadas
até o envolvimento visceral severo, podendo levar a morte.

Leishmania s&@o parasitos obrigatoriamente intracelulares, sendo
preferencialmente o macréfago sua célula hospedeira (CHANG, 1983).
Aproximadamente 350 milhdes de pessoas correm risco de infeccdo com
incidéncia anual de cerca de 1,6 milhdes e uma prevaléncia de 12 milhdes de
individuos (OMS, 2019). As leishmanioses causam entre 20.000 e 30.000 mortes
anuais e, de acordo com a analise global do 6nus das doencgas infecciosas, sdo
responsaveis por 2,35 milhdes de anos de vida perdidos por invalidez
(Organizacao Pan-Americana de Saude, 2019).

Dependendo da espécie da Leishmania essas doencas apresentam
caracteristicas clinicas especificas: leishmaniose visceral (LV) e leishmaniose
tegumentar (LT). A leishmaniose visceral acomete 0Orgaos internos, havendo
acentuado tropismo do parasito pelo sistema fagocitico mononuclear do figado,

baco, medula 6ssea e tecidos linféides. Esse tipo de leishmaniose € o mais grave,
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podendo levar ao 6bito se nao tratado a tempo. Quase 90% dos casos de
leishmaniose visceral de todo o mundo estdo concentrados entre o Brasil, India,
Sudéao, Sudao do Sul, Etiépia e Quénia. Nas Ameéricas, 12 paises apresentam
areas endémicas de leishmaniose visceral. No periodo de 2001-2017 foram
registrados 59.769 casos novos, com incidéncia anual de 3.516 casos. Cerca de
96% (57.582) desses casos foram reportados pelo Brasil, que apresentou um
aumentou de 28% dos seus casos em 2017. Contudo, paises Sul Americanos
como Argentina, Coldombia, Paraguai e Venezuela também estdo entre aqueles
com maiores registros de casos (Organizagdo Pan-Americana de Saude, 2019).

As principais formas clinicas da LT sdo: (1) leishmaniose cutanea, onde ha
ocorréncia de lesdes exclusivamente cutaneas; (2) leishmaniose mucosa,
apresentando lesdes destrutivas nas mucosas do nariz, boca e faringe; (3)
leishmaniose muco-cutanea, onde ocorrem concomitantemente lesdes na pele e
mucosas, e; (4) leishmaniose cutdnea difusa, levando a ocorréncia de lesdes
cutaneas disseminadas (TERRA; ALVES; GONCALVES DA SILVA; SALERNO et
al., 2013; VANNIER-SANTOS; MARTINY; DE SOUZA, 2002).

1.5.1 Resposta imune a leishmaniose

Geralmente a resposta imunoldgica protetora na leishmaniose esta
associada a resposta imune celular, onde participam ativamente linfocitos T e
macréfagos (resposta tipo Thl). Grande parte dos conhecimentos a respeito da
resposta imune e da dicotomia Thl/Th2 na leishmaniose € proveniente de
experimentos em camundongos utilizando o modelo Leishmania major - Balb/C —
C57BL/6. Embora a infeccdo humana seja muito mais complexa do que esta
dicotomia ha alguma associacdo com os dados obtidos em estudos desenvolvidos
em camundongos (LIEW; MILLOTT; PARKINSON; PALMER et al., 1990;
STENGER; THURING; ROLLINGHOFF; BOGDAN, 1994).

A resisténcia em todas as formas de leishmaniose tem sido relacionada as
respostas do tipo Thl com producao de IFN-y (BELOSEVIC; FINBLOOM; VAN
DER MEIDE; SLAYTER et al., 1989), enquanto a suscetibilidade esta associada a
uma resposta do tipo Th2 com producdo de IL-4 (BOGDAN; GESSNER;
SOLBACH; ROLLINGHOFF, 1996; LAUNOIS; TACCHINI-COTTIER; PARRA-
LOPEZ; LOUIS, 1998; MANSUETO; VITALE; DI LORENZO; RINI et al., 2007;
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ROMAGNANI; ABBAS, 1996; SACKS; NOBEN-TRAUTH, 2002). Entretanto, no
Novo Mundo o prognéstico é positivo quando a resposta imune celular é
equilibrada. Individuos com leishmaniose cutanea difusa e leishmaniose visceral
apresentam resposta ndo protetora do tipo Th2 (MANSUETO; VITALE; DI
LORENZO; RINI et al., 2007; ROMAGNANI; ABBAS, 1996), enquanto na
leishmaniose mucosa classica, uma exacerbacdo da resposta do tipo Thl
(hiperergia) leva a crescente destruicdo do tecido onde ha presenca de antigenos
parasitarios. Nestes casos, os niveis de IFN-y e TNF sdo muito altos, associados a
uma producéo relativamente baixa de IL-10 (ANEXO J).

A cura da leishmaniose € clinica. Deste fenbmeno poderiam surgir as
recidivas tardias, onde a perda da eficiéncia da resposta imune pode levar a
quebra do equilibrio entre hospedeiro e parasito permitindo a replicacdo
parasitaria e o ressurgimento de lesdes (BRASIL, 2013).

Recentemente nosso grupo demonstrou que camundongos BALB/c
infectados com L. major submetidos a atividade natatoria tiveram uma diminuicédo
significativa no desenvolvimento da lesédo leishmaniética, além de apresentarem
carga parasitaria mais baixa que os animais controle. Os animais infectados e
treinados apresentaram resposta de hipersensibilidade tardia a antigenos
especificos de Leishmania positiva quando comparados aos animais controle. A
razdo IFN-y/IL-4 e IFN- y/IL10 nestes animais mostram uma predominancia de
resposta Thl em células de linfonodos drenantes da lesdo. Esses dados sugerem
gue o exercicio de intensidade moderada é capaz de modular uma resposta Thl
que promove um efeito protetor contra o desenvolvimento de infec¢do por L. major
(TERRA; ALVES; GONCALVES DA SILVA; SALERNO et al.,, 2013; TERRA;
ALVES; LIMA; GOMES et al., 2019).

1.6 Justificativa e relevancia

A discussdo sobre principios e conceitos relacionados ao excesso de
treinamento (overtraining, overreaching, tapering/polimento, exaustdo, sindrome
inexplicavel do baixo desempenho, sindrome de descondicionamento paradoxal,
por exemplo), monitoramento de cargas externas e internas, além da integracéo
da imunologia e parasitologia as ciéncias do exercicio e medicina do esporte, pode

permitir uma melhor compreenséo sobre condi¢des perturbadoras da homeostase
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relacionadas ao estresse fisico. Trata-se de assuntos cientificamente atuais e
muito promissores.

Pouco se sabe a respeito dos possiveis efeitos colaterais do excesso de
exercicio. Parece prevalecer o paradigma de que apenas atletas de alto
rendimento os experimentam. Ainda ndo h& sequer um consenso sobre
marcadores objetivos, precisos e confiaveis, a partir de parametros fisiolégicos e
bioquimicos classicamente estudados, para o diagnostico da exaustdo crbnica
relacionada ao treinamento. Nao € do nosso conhecimento a existéncia de um
anico estudo que reuna diferentes protocolos de treinamento em relacdo ao
volume, do leve ao extenuante, e ainda que realize um periodo de descanso ativo
(polimento/tapering), exponha resultados de capacidade fisica e envolva a
infeccdo de animais para avaliar funcbes especificas do sistema imune. Mais
pesquisas sao requeridas e relevantes, havendo a necessidade de maior crivo
cientifico no que se refere a inducdo do supertreinamento, elucidacdo de seus
mecanismos, ferramentas diagnosticas e definicbes operacionais sobre o0s
conceitos associados.

Dentro das ciéncias do exercicio e esporte diversas dificuldades
metodologicas limitam o avango sobre o entendimento do tema abordado. Por
exemplo, experimentos com humanos devem respeitar critérios éticos que
protejam o bem-estar fisico e emocional dos sujeitos, sendo necessaria a
utilizacdo de modelo animal.

O estresse provocado pelo exercicio fisico pode apresentar uma relacdo
dose-resposta paradoxal. Recomendacdes e prescricdes consistentes dependem

de uma melhor compreensao sobre seus mecanismos fisioldgicos e funcionais.

1.7 Hipoteses

= O treinamento aerdbio de muito alto volume compromete a capacidade
fisica.

= O treinamento aerobio de muito alto volume e a auséncia de treinamento
sdo condicbes que aumentam a suscetibilidade de infecgcbes em
macréfagos (in vitro) em relagdo ao treinamento com volume moderado.

= O treinamento de volume moderado direciona o perfil de citocinas para uma

resposta imune predominantemente celular.
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O treinamento aerdbio de muito alto volume e a auséncia do treinamento
sdo condigbes que direcionam o perfil de citocinas para uma resposta
imune predominantemente humoral.

O polimento de duas semanas com reducdo do desempenho caracteriza a
exaustdo e € acompanhado de maior suscetibilidade de infec¢cdes em
macrofagos (in vitro).

O treinamento aerobio de alto volume aumenta a suscetibilidade dos

animais a infeccao in vivo por Leishmania major.
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2 OBJETIVOS

Objetivo geral

Investigar o efeito do treinamento aerdbio em diferentes volumes na
modulacdo da funcdo de macroéfagos infectados com Leishmania major in vitro e

no desenvolvimento da infec¢gdo no modelo in vivo com camundongos Balb/c.

Objetivos especificos

= Comparar o efeito de diferentes volumes do treinamento aerdbio e da
condicao sedentaria na capacidade de macréfagos peritoneais no controle
da infeccao intracelular por Leishmania major in vitro.

= Verificar se o treinamento aerdbio de muito alto volume compromete a
capacidade fisica.

= Verificar se o treinamento aerébio de muito alto volume e a auséncia de
treinamento sdo condigdes que aumentam a suscetibilidade de infecgbes
em macrofagos em relacéo ao treinamento com volume moderado.

= Avaliar o efeito do treinamento aerdbio no perfil de citocinas produzidas por
macrofagos e verificar se o treinamento de volume moderado direciona o
perfil de citocinas para uma resposta imune predominantemente celular.

= Verificar se o treinamento aerébio de muito alto volume e a auséncia do
treinamento sdo condi¢cdes que direcionam o perfil de citocinas para uma
resposta imune predominantemente humoral.

= Verificar o efeito do treinamento aerdbio em diferentes volumes na
producdo de Oxido nitrico por macréfagos peritoneais infectados ou nédo
com Leishmania major.

= Avaliar o efeito do treinamento aerobio em diferentes volumes no
desenvolvimento da infecgéo in vivo por Leishmania major.

= Verificar se o treinamento aerdbio em diferentes volumes promove
visceralizagéo da infecg&o in vivo por Leishmania major.

= Verificar se o treinamento aerobio em diferentes volumes aumenta a

suscetibilidade dos animais a infec¢éo por Leishmania major in vivo.



3 METODOS

3.1 Amostra

A amostra total consistiu de 89 camundongos BALB/c machos jovens, com
seis semanas de idade em média. Dois experimentos semelhantes com infeccao
in vitro foram realizados com 71 camundongos. Um terceiro experimento com
infecgao in vivo foi realizado com 18 camundongos.

Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas, em grupos com no
méaximo cinco camundongos por gaiola, alojados em um biotério sob condicéo
padrao de iluminacdo (ciclo claro/escuro, 12/12 horas), a uma temperatura
variando entre 22 e 24 °C e umidade de 65%, com alimento e agua fornecidos ad
libitum.

O projeto foi realizado sob aprovacdo pelo Comité de Etica em Uso
Experimental e Cuidado Animal do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes
(protocolo numero CEA/043/2015), estando de acordo com os padrdes éticos do
IJSM (HARRISS; ATKINSON, 2011).

3.2 Adaptacgéo ao treinamento e teste de capacidade fisica

A natacdo foi o modelo de treinamento adotado. As sessdes foram
realizadas em um tanque de acrilico (50 x 50 x 40 cm), com uma profundidade de
30 cm. A amostra foi submetida a uma semana de adaptacdo ao meio aquético,
seguida de uma semana para a realiza¢do do primeiro teste de capacidade fisica.

O teste de capacidade fisica consistiu de uma sessdo de natacdo com
carga de 2% da massa corporal (MC) até o ponto de fadiga, definido como o
momento em que o animal permaneceu submerso por 10 segundos sem retornar
a superficie para respirar (TERRA; ALVES; GONCALVES DA SILVA; SALERNO
et al.,, 2013; TERRA; ALVES; LIMA; GOMES et al.,, 2019). O tempo em que a

fadiga ocorreu foi registrado em minutos.
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3.3 Desenho experimental e protocolos de treinamento in vitro

Os 71 camundongos do treinamento para infec¢ao in vitro foram divididos
em cinco grupos experimentais homogéneos, estabelecidos com base nos
resultados do primeiro teste de capacidade: controle sedentario (SED, n=11),
baixo volume (BV, n=12), médio volume (MV, n=13), alto volume (AV, n=17) e
muito alto volume (MAV, n=18). O periodo de treinamento de natacao foi realizado
na sequéncia e teve a duracao total de 10 semanas. O protocolo de treinamento
aplicado no grupo MV (CASIMIRO-LOPES; ALVES; SALERNO; PASSOS et al.,
2008) foi utilizado em estudos anteriores do nosso laboratério (TERRA; ALVES;
GONGCALVES DA SILVA; SALERNO et al., 2013; TERRA; ALVES; LIMA; GOMES
et al., 2019) e serviu para nortear o treinamento dos demais grupos experimentais.
As Tabelas 1, 2, 3 e 4 informam a distribuicdo de cargas ao longo das semanas de

treinamento.

43



Tabela 1- Distribuicdo das cargas de treinamento no grupo experimental BV
(n=12) ao longo das 10 semanas de intervencao.
Semanas Duracéo total da Duragéo da sessdao Carga Treinos por

sessdo (min) com carga (min) semana
30 0
30
30
30
30
30
30
30
30
30
Fonte: O autor, 2019.
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Tabela 2- Distribuicdo das cargas de treinamento no grupo experimental MV
(n=13) ao longo das 10 semanas de intervencao.

Semana  Duragéo total da  Duracédo da sesséo Carga Treinos por
S sessao (min) com carga (min) semana
1 30 15 2% MC 3
2 30 26,54 + 6,68 3,5% MC 3
3 30 30 3,5% MC 3
4 30 28,39 + 5,05 3,5% MC 3
5 30 30 3,5% MC 3
6 30 29,44 + 2,36 3,5% MC 3
7 30 30 3,5% MC 3
8 30 30 3,5% MC 3
9 30 30 3,5% MC 3
10 30 30 3,5% MC 3

Fonte: O autor, 2019.



Tabela 3- Distribuicdo das cargas de treinamento

(n=17) ao longo das 10 semanas de intervencao.

no grupo experimental AV

Semana  Duragéo total da  Duracéo da sesséo Carga Treinos por
S sessao (min) com carga (min) semana
1 60 15 2% 3
2 60 3015 3,5% MC 3
3 60 45 + 15 3,5% MC 3
4 88,95+ 5,10 72,69 + 25,24 3,5% MC 3
5 90 66,08 + 25,26 3,5% MC 3
6 90 72,35 + 25,89 3,5% MC 3
7 90 90 3,5% MC 3
8 90 81,95 + 19,08 3,5% MC 3
9 90 87,91 +8,77 3,5% MC 3
10 90 83,1 + 15,96 3,5% MC 3

Fonte: O autor, 2019.

Tabela 4- Distribuicdo das cargas de treinamento no grupo experimental MAV

(n=18) ao longo das 10 semanas de intervencao.

Semana Duracao total da  Duracgdo da sessao Carga Treinos por
S sessao (min) com carga (min) semana
1 90 15 2% 5
2 90 3015 3,5% MC 5
3 90 45 + 15 3,5% MC 5
4 120 69,41 + 29,42 3,5% MC 5
5 120 70,86 = 24,35 3,5% MC 5
6 120 74,88 + 21,95 3,5% MC 5
7 117,5+7,95 81,86 + 21,54 3,5% MC 5
8 115,47 £10,84 87,11 + 29,96 3,5% MC 5
9 113,07 £ 14,21 92,83 + 26,38 3,5% MC 5
10 118,01 + 6,69 84,24 + 30,44 3,5% MC 5

Fonte: O autor, 2019.

Ao final do periodo de 10 semanas de treinamento foi constituido o sexto

grupo experimental, a partir do grupo MAV, denominado polimento (POL, n=5).
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Cinco animais que realizaram o protocolo de treinamento de muito alto volume
foram submetidos ao polimento (tapering), que consistiu de um descanso ativo,
com duracao total de duas semanas. Houve reducdo na frequéncia, duracédo e
intensidade neste periodo. A frequéncia foi reduzida para duas sessdes semanais,
com duracao de 60 minutos e sem sobrecarga adicional na cauda.

Além do primeiro teste de capacidade fisica mencionado, outros trés foram
realizados em momentos diferentes. O segundo teste de capacidade fisica ocorreu
no inicio da segunda metade do periodo de 10 semanas de treinamento (sexta
semana). O terceiro teste de capacidade fisica ocorreu no inicio da semana
seguinte ao periodo de 10 semanas de treinamento (décima primeira semana). No
inicio da semana seguinte ao final do periodo de polimento, ou seja, nha décima
terceira semana, o grupo POL teve sua capacidade fisica avaliada (quarto teste de

capacidade fisica). A Figura 1 apresenta o desenho experimental do estudo.

Esquema 1- Desenho experimental.

ADAPTACAO PERIODO DE TREINAMENTO POLIMENTO
‘ {10 SEMANAS) (2 SEMANAS)
sem sem sem 1 sem SEm sem sem
-1 0o 6 . 11 12 13
CAPACIDADE CAPACIDADE CAPACIDADE CAPACIDADE
Fisica 1 FisicA 2 FiSICA3E FiSICAAE
EUTANASIA EUTANASIA

(GRUPO POLIMENTO)

3.4 Desenho experimental e protocolos de treinamento in vivo

Os 18 camundongos do treinamento com infecg¢ao in vivo foram divididos
em trés grupos experimentais homogéneos, estabelecidos com base nos
resultados do primeiro teste de capacidade: controle sedentario (SED, n=5), alto
volume (AVi, n=7) e alto volume ndo periodizado (AVINP, n=6). O periodo de
treinamento de natacao foi realizado na sequéncia e teve a duracéo total de 12
semanas. O protocolo de treinamento moderado aplicado nos experimentos in
vitro, previamente utilizado e publicado (CASIMIRO-LOPES; ALVES; SALERNO;
PASSOS et al., 2008), inclusive pelo nosso grupo (TERRA; ALVES; GONCALVES
DA SILVA; SALERNO et al., 2013; TERRA; ALVES; LIMA; GOMES et al., 2019),
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serviu para nortear o treinamento dos grupos experimentais adotados. As Tabelas
1 e 2 informam a distribuicdo de cargas ao longo das semanas de treinamento.

Tabela 5- Distribuicdo das cargas de treinamento com infec¢do in vivo: grupo
experimental AVi (n=7) ao longo das 12 semanas de intervencao.

Semana Duracdo total da  Duracgdo da sessao Carga Treinos por
S sessao (min) com carga (min) semana
1 90 15 2% 5
2 90 30+15 3,5% MC 4
3 90 45 + 15 3,5% MC 3
4 120 67,71 + 28,42 3,5% MC 5
5 120 72,17 + 25,69 3,5% MC 4
6 120 77,30 £19,19 3,5% MC 3
7 120 88,86 + 31,59 3,5% MC 5
8 120 97,61 + 35,06 3,5% MC 4
9 120 102,33 + 16,45 3,5% MC 3
10 120 101,14 + 20,74 3,5% MC 3

Fonte: O autor, 2019.

Tabela 6- Distribuicdo das cargas de treinamento com infec¢do in vivo: grupo
experimental AVINP (n=6) ao longo das 12 semanas de intervencao.

Semana Duracao total da  Duracgdo da sessao Carga Treinos por
S sessao (min) com carga (min) semana
1 60 15 2% 3
2 60 3015 3,5% MC 2
3 60 45 + 15 3,5% MC 3
4 60 45 + 15 3,5% MC 2
5 90 60 + 30 3,5% MC 1
6 90 60 + 30 3,5% MC 2
7 90 90 3,5% MC 2
8 90 85,95 + 10,37 3,5% MC 3
9 90 90 3,5% MC 2
10 90 81,1 + 25,06 3,5% MC 2

Fonte: O autor, 2019.



3.5 Consumo alimentar

O consumo alimentar foi calculado semanalmente, no mesmo dia e horario,
sendo representado pela diferenca, em gramas, entre o alimento oferecido e o

residual. Posteriormente foi calculada a média de consumo por animal.
3.6 Avaliacdo da massa corporal

A massa corporal dos animais foi verificada uma vez por semana, antes das
sessOes de treinamento, onde foi utilizada uma balancga digital com precisao de
0,1g¢.

3.7 Microrganismos

Utilizamos promastigotas na fase estacionaria da cepa LV39 de Leishmania
major, cultivados sob condi¢des previamente descritas (CUBA CUBA; NETTO;
MARSDEN; ROSA et al., 1986), em tubos de tampa de rosca de 15 mL, contendo
5,0 mL de meio Schneider’'s, suplementado com 20% de soro fetal bovino e
mantidos a 26°C.

3.8 Manutencao da infecg¢ao in vivo

A cepa (virulenta) de L. major foi mantida através de inoculacdo em
camundongos BALB/c. Os promastigotas (10° parasitos) na fase estacionaria
foram ressuspensos em PBS estéril, e inoculados na pata traseira direita. Apds
cerca de 2 meses de infeccdo, os animais infectados foram sacrificados, para
retirada dos linfonodos inguinal e popliteo e puncdo da lesdo da pata. Estes
tecidos  foram macerados em meio  Schneider, acrescido  de
Estreptomicina/Penicilina 0,1%. O resultado da maceracéo foi colocado em tubos
de tampa de rosca de 15 mL, contendo 5,0 mL de meio Schneider, suplementado
com 20% de soro fetal bovino e agar-sangue, e mantidos a 26°C. Apo6s o
isolamento, os parasitos foram mantidos até o quarto repiqgue semanal, quando

novamente foram inoculados em camundongos BALB/c.
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3.9 Modelo de infecgdo com L. major in vivo

Camundongos BALB/c foram infectados no coxim plantar da pata traseira

direita com 2 x 10° promastigotas de L. major em um volume de 20 [I.

O curso da lesao foi acompanhado pela medida da pata infectada com
paquimetro (Mitutoyo, Brasil) uma vez por semana. O tamanho da lesédo foi
calculado pela diferenca entre o tamanho da pata infectada em relagcdo ao
tamanho da pata contralateral.

3.10 Eutanasia

A eutanasia dos experimentos in vitro nos camundongos que constituiram
0s grupos SED, BV, MV, AV e MAV ocorreu cerca de 48 horas apds o teste de
capacidade fisica 3. Ja a dos camundongos do grupo POL ocorreu 48 horas ap6s
0 teste de capacidade fisica 4. No treinamento com infeccdo in vivo, a eutanasia
foi realizada 48 horas apds o ultimo teste de capacidade fisica. O procedimento,

em todos os casos, foi realizado através da injecédo de cloridrato de cetamina (7,5
mg).

3.11 Obtencéo de macrofagos peritoneais e infec¢cdo com L. Major

Nos experimentos in vitro e in vivo, os macrofagos foram retirados por
lavagem peritoneal com meio de cultura RPMI, quantificados por contagem em
camara de Neubauer, centrifugados a 1.500 g, por 10 minutos a 4°C, plaqueados
sobre laminulas de vidro em placas de 24 pocos (1 x 10° células) e incubados a
37°C, em atmosfera de CO, a 5% por 30 minutos. Apds este periodo, 0s
macrofagos foram novamente lavados em meio RPMI para a retirada das células
nao aderentes. Apos esta lavagem, as células foram incubadas em atmosfera de
CO; a 5% por 2 horas em meio RPMI, e posteriormente utilizadas nos ensaios de

interacdo celular. Os parasitos L. major foram deixados em contato com o0s
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macréfagos a uma proporcéo de 5:1, em atmosfera de CO, a 5% a 37°C, por 24
horas na auséncia ou na presenca de lipopolissacarideo bactreriano (LPS) 10
ng/mL. Apés este periodo o sobrenadante foi colhido e estocado a -20°C para
posterior dosagem da concentracdo das citocinas e da concentracdo de Oxido
nitrico (NO). As laminulas foram fixadas com metanol e coradas por Giemsa e
montadas em laminas de vidro para posterior contagem. Em cada laminula
contou-se, ao menos, 200 macréfagos e os parasitos que os infectavam. Os
resultados destes experimentos foram expressos como um fator que visa associar
o percentual de macréfagos infectados com o nimero médio de parasitos por cada
uma dessas células hospedeiras. Assim:

Fator de infeccdo (FI) = percentual de macrofagos infectados x o niumero

médio de amastigotas por macrofago.

3.12 Dosagem de oxido nitrico (NO) no sobrenadante de macrofagos

No experimento in vivo, o sobrenadante dos macréfagos (100 pL) foi
plagueado em microplaca de 96 pocos. As duas solucdes de reagente de Griess
(Naftiletilienodiamino 0,1% em acido fosforico 5% e sulfonamina p-aminobenzeno
1% em &cido fosforico 5%) foram misturadas numa proporcéo de 1:1 no momento
do uso. Foi adicionado 100 pL do reagente de Griess em cada amostra e 0S
sistemas foram incubados por 15min, na auséncia de luz, a temperatura ambiente.
Em seguida, as amostras foram lidas em leitor de microplacas TP reader Thermo
Plate, a 550 nm. O NO foi calculado utilizando a curva padréo de nitrito de sédio
(10-200 pM) (STUEHR; MARLETTA, 1985).

3.13 Quantificagcdo da carga parasitaria na pata infectada e em linfonodos

popliteos

No experimento in vivo, para a obtencdo dos parasitos, ap0s a eutanasia
dos animais, as patas infectadas foram cortadas, tiveram garras e pele retiradas e

foram maceradas em meio Schneider (8 mL) e decantada por cinco minutos. O
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sobrenadante desta maceracéo foi plaqueado em microplacas de 96 pogos em
diluicdes seriadas de 1:5 a 1:78.125 em meio Scheneider suplementado com 20%
de SFB e Estreptomicina/Penicilina 0,1%. Os sistemas foram incubados a 26°C
até observar-se 0 crescimento de parasitos no sistema controle (sedentario),

guando os parasitos foram quantificados por contagem em camara de Neubauer.

Células de linfonodos popliteos drenantes da infeccdo dos animais de todos
0S grupos experimentais foram obtidas por maceracdo, plaqueadas em
microplacas de 96 pocos em diluicbes seriadas de 1:5 a 1:78.125 em meio
Scheneider suplementado com 20% de SFB e Estreptomicina/Penicilina 0,1%. Os
sistemas foram incubados a 26°C até observar-se o crescimento de parasitos na
altima diluicdo do sistema controle (sedentario), quando os parasitos foram
guantificados por contagem em camara de Neubauer. O surgimento dos parasitos
ocorreu apos 24h da maceracéo e plagueamento. O resultado das contagens foi
ajustado para a concentracdo de parasitos no macerado e dividido pelo peso em

grama do linfonodo.

3.14 Obtencdo de células do baco

No experimento in vivo, ap0s a eutanasia dos animais, os bacgos foram
macerados com a ajuda de um émbolo de seringa. O macerado foi centrifugado a
1500 g, por 10 minutos a 4°C, o sedimento foi ressuspenso em tampao ACK (0,15
M NH4CI, 1,0 mM KHCOS3, 0,1 mM Na2EDTA, pH 7,2) e incubado por 1 min em
banho de gelo. Apos a incubacdo o ACK foi inativado pela adicdo de 5mL de
RPMI. As células foram entdo centrifugadas a 1500 g, por 10 minutos a 4°C, o
sedimento foi ressuspenso em meio RPMI. As células foram quantificadas em
camera de Neubauer utilizando Azul de Trypan 0,02% e plaqueadas a 1x10°
células por poco em placa de 24 pocos e incubadas a 37°C, por 48 horas em
atmosfera de CO, a 5%. Os sobrenadantes foram guardados a -80°C para
posterior dosagem de citocinas.

Uma parte deste macerado foi plaqueado (1:5) em placa de 24 pogos
contendo meio Schneider suplementado com 20% de SFB e as placas foram

incubadas a 26°C para verificar se houve visceralizagcdo da infeccdo. Todos o0s
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dias os pogos foram checados para verificar se havia crescimento de
promastigotas.

3.15 Dosagem de citocinas por citometria de fluxo (Cytometric Bead Array —
CBA)

No experimento in vitro, amostras de sobrenadante de cultura de
macréfagos e de bacos macerados foram coletados e armazenados a -80°C até o
momento de sua utilizacdo. A concentracao de citocinas foi determinada usando o
Kit BD Cytometric Bead Array (CBA) Mouse Inflammation (TNF, MCP-1, IL-10, IL-
6; BD Biosciences, CA, EUA) de acordo com as recomendacdes do fabricante. As
amostras foram incubadas por 3 horas a temperatura ambiente com uma mistura
de esferas fluorescentes de captura recobertas com anticorpo especifico para
cada citocina, e anticorpos de deteccdo também marcados fluorescentemente.
Apés este periodo, as amostras foram lavadas com solucdo fornecida pelo
fabricante. Foram adquiridos 2500 eventos em citdmetro de fluxo FACS Canto Il
(Becton Dickinson, Mountain View, CA, EUA) utilizando o programa FACSDiva. A
analise dos dados foi realizada utilizando o programa FCAP Array (BD Bioscience)
e a concentragdo de citocinas foi determinada tendo como base a curva-padrao
estabelecida, de acordo com as orientagdes do fabricante.

3.16 Analise estatistica

Inicialmente, foi realizada a andlise de Kolmogorov-Smirnov para testar a
normalidade dos dados. Atendido esse pressuposto, os dados foram tratados
atraveés de testes parameétricos e expressos em média e desvio-padrao.

No experimento in vitro foi utilizada a ANOVA de duas entradas, com post
hoc de Bonferroni quando necessario (razbes F significativas), para analisar
possiveis diferencas estatisticas nos resultados relacionados ao consumo
alimentar, massa corporal, testes de capacidade fisica, indices de infeccdo de
macréfagos e concentracdes de citocinas entre os diferentes grupos experimentais
(SED, BV, MV, AV, MAV e POL), momentos (tempo de interven¢&o) ou condi¢des

(com ou sem LPS). O Teste t pareado foi empregado para comparar o tempo até a



exaustdo em minutos entre o grupo MAV no teste de capacidade fisica 3 e o grupo
POL (teste de capacidade fisica 4).

A ANOVA de duas entradas para os resultados relacionados ao consumo
alimentar (quantidade de racdo em gramas) e massa corporal (em gramas)
consistiu de uma comparacdo 5 x 10 (cinco grupos experimentais x 10 semanas
de intervencdo). Para os testes de capacidade fisica (tempo até a exaustdo em
minutos) a ANOVA de duas entradas consistiu de uma comparacao 5 x 3 (cinco
grupos experimentais x 3 momentos [pré, durante e pos treinamento]).

Para os fatores de infeccdo de macrofagos e concentragcbes de citocinas
(pg/mL) a ANOVA de duas entradas consistiu de uma comparagdo 6 x 2 (seis
grupos experimentais x 2 condicfes [com ou sem LPS]).

Os resultados obtidos na experimentacdo in vivo, exceto o do
desenvolvimento das lesbes (Figura 10), foram analisados por ANOVA de Unica
entrada seguido de teste de comparac¢Bes mdultiplas de Tukey. Também foram
analisados por ANOVA de Unica entrada, seguido de teste de comparacdes
multiplas de Tukey, o experimento do fator de infeccéo obtido apos 12 semanas
de treinamento dos animais e o0s resultados da dosagem de Oxido nitrico
resultante dessa interacéo.

A ANOVA de duas entradas para o ensaio de desenvolvimento da leséo
leishmaniotica consistiu de uma comparacéo 3 x 12 (3 grupos experimentais x 12
semanas de treinamento).

Todos o0s procedimentos estatisticos foram efetuados no software

Graphpad Prism 5.01®, assumindo-se o nivel de significancia P < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Morte experimental

No treinamento para infeccdo in vitro, seis mortes ocorreram no total,
representando em termos relativos 8,45% dos 71 animais que constituiram a
amostra. Dos 18 animais do grupo MAV, trés morreram durante a primeira,
segunda e nona semana do periodo de treinamento, respectivamente,
representando em termos relativos 16,67% para este grupo. Dos 17 animais do
grupo AV, um morreu durante a sexta semana do periodo de treinamento,
representando 5,89% em termos relativos para este grupo. Dos 13 animais do
grupo MV, dois (15,38%) morreram durante a quinta e oitava semana do periodo
de treinamento, respectivamente.

J& no treinamento com infeccao in vivo, um animal do grupo AVi morreu na

sexta semana e outro do grupo AVINP morreu na décima primeira semana.

4.2 Consumo alimentar e massa corporal

Os resultados estatisticos relacionados ao consumo alimentar semanal e
massa corporal (em gramas) entre os diferentes grupos experimentais e semanas
de intervencdo no treinamento para infeccdo in vitro sdo apresentados nas
Tabelas 7 e 8, respectivamente.

A ANOVA de duas entradas seguida do post hoc de Bonferroni revelou
diferencas estatisticas no consumo alimentar dos camundongos (quantidade de
racdo em gramas) entre as semanas (P < 0,0001), grupos experimentais (P <
0,0001) e na interacdo momento x tratamento (P < 0,0001). Destacamos, na
Tabela 5, o grupo MAV com maior consumo alimentar em relagdo aos demais
grupos experimentais ao longo das semanas de intervencgéao.

O grupo MAV apresentou diferenca estatistica significativa em todas as
semanas quando comparado ao grupo AV (P < 0,001), exceto nas semanas 4 e 6;
grupo MV (P < 0,001), exceto na semana 4; grupo BV (P < 0,001), exceto nas
semanas 3, 5 e 9; grupo SED (P < 0,001), exceto nas semanas 3, 4, 6 e 10.
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Também foram encontradas diferencas estatisticas significativas em todas
as semanas entre os grupos BV e SED (P < 0,01), exceto na terceira; BV e MV (P
< 0,001), exceto na primeira, segunda e sétima; BV e AV (P < 0,001), exceto na
sétima; MV e SED (P < 0,01), exceto na sexta; MV e AV (P < 0,001), exceto na
quinta e sétima; AV e SED (P < 0,001), exceto na segunda, quarta, sexta, oitava,

nona e décima.

Tabela 7- Consumo alimentar semanal entre os diferentes grupos experimentais
ao longo das semanas de treinamento, expresso em gramas (média + desvio-
padrdo).

SED BV MV AV MAV POL
Sem 1 39,08 + 35,55 + 33,62 + 30,38 + 48,84 +
2,51 3,42 3,34% 2,31 2,40*
Sem 2 34,64 + 43,54 + 41,76 + 36,44 + 48,84 +
2,19 3,11 3,59% 2,57 411*
Sem 3 43,29 + 44,23 + 53,34 + 33,02 + 43,42 +
1,97 2,91 2,18" 2,11 1,89*
Sem 4 43,29 + 29,97 + 46,04 + 42.68 + 43,75 +
2,41 3,03 1,98 3,90 2,87
Sem 5 44 83 + 47,94 + 41,96 + 41,58 + 49,85 +
2,35 3,49 2,17* 2,15 2,44*
Sem 6 43,86 + 48,92 + 45,08 + 42,13 + 42,5+
2,66 2,37 4,41% 4 33 2,32*%
Sem 7 34,44 + 40,92 + 41,76 + 42,3 + 59,24 +
2,43 2,56 2,13" 2,49 4 95*
Sem 8 44 .42 + 41,36 * 345+ 45,15 + 53,75
2,17 3,12 1,94% 2,12 4 20*
Sem 9 56,8 + 50,4 + 42,06 + 55,76 49,35 +
2,23 2,98 2,07* 1,90 3,91*
Sem 10 48,23 + 42,88 + 375+ 46,35 + 48,84 +
2,01 2,98 2.44% 2,12 2,33*
Sem 11 49,35 +
411
Sem 12 44,74 +
2,11

Consumo 43,29 + 42 57 + 41,76 + 41,58 + 48,84 +
médio 6,51 6,20 5,78 7,18 5,05

Destacamos *P < 0,001 entre MAV e MV, e P < 0,01 entre MV e SED.
Fonte: O autor, 2019.
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Fonte: O autor, 2019.

Em relacdo a massa corporal (mensurada em gramas), a ANOVA de duas
entradas seguida do post hoc de Bonferroni revelou diferencas estatisticas entre
as semanas (P < 0,0001), grupos experimentais (P < 0,0001) e na interagao
momento X tratamento (P = 0,034). Destacamos, na Tabela 6, o grupo MV com a
menor massa corporal em relagcdo aos demais grupos experimentais ao longo das
semanas de intervencao.

O grupo MV apresentou diferenca estatistica significativa em todas as
semanas em relacdo ao AV (P < 0,01) e ao SED (P < 0,01), exceto na nona
semana. Em relacdo ao grupo BV, o MV apresentou menor massa corporal nas
semanas 1, 2 e 8 (P < 0,05). Em relagdo ao grupo MAV, o MV apresentou menor
massa corporal nas semanas 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8 (P < 0,01). Também foram
encontradas diferencas estatisticas significativas entre os grupos BV e AV na
semana 5 (P < 0,05), BV e MAV na semana 3 (P < 0,05), MAV e SED na semana
1 (P <0,001).
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Tabela 8- Massa corporal (MC), expressa em gramas, entre os diferentes grupos
experimentais ao longo das semanas de treinamento (média + desvio-padrao).

SED BV MV AV MAV POL
Sem1 30,15+ 2827+ 2632+ 2828+ 273+
1,33 1,08 1,48 1,47 1,33
Sem2 2998+ 283+ 262+ 28,88+ 30+
1,27 1,75 2,11* 1,88 1,27
Sem3 2959+ 2856+ 2633+ 30,28+ 30,77+
1,78 2,12 1,77 2,09 1,78
Sem4 2979+ 289+ 27,01+ 303+ 302+
2,01 2,29 2,13 1,94 2,01
Sem5 30,03+ 29,03+ 2747+ 3097+ 30,28+
1,11 1,54 1,37 1,33 1,11*
Sem6 31,00+ 2932+ 2775+ 31,13+ 30,35+
1,08 1,12 1,33 1,27 2,12
Sem7 31,33+ 2998+ 2819+ 31,20+ 30,31+
1,75 1,81 1,27 1,78 2,20
Sem8 31,77+ 30,85+ 288+ 31,43+ 308+
1,54 15 1,78 2,01 1,54
Sem9 3207+ 31,01+ 30,11+ 32,00+ 30,96+
1,12 2,29 2,01 1,11 1,12
Sem10 3228+ 3212+ 3023+ 3278+ 31,35%
1,81 213 1,11* 1,77 1,81
Sem 11 32,08 =
2,12
Sem 12 32,58 =
1,44

MC média 30,81 29,63 + 27,84 + 30,74 + 30,23 £
1,02 1,31 1,49 1,37 1,11

Destacamos *P < 0,01 entre MV em relagdo ao SED e AV, e entre MAV e MV.
Fonte: O autor, 2019.
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Fonte: O autor, 2019.

4.3 Capacidade fisica

Os resultados estatisticos para os testes de capacidade fisica 1, 2 e 3 dos
experimentos in vitro estdo apresentados na Figura 1. A ANOVA de duas entradas
seguida do post hoc de Bonferroni revelou diferencas estatisticas no tempo até a
exaustdo, registrado em minutos, entre 0S momentos, grupos experimentais e na
interacdo momento x tratamento (P < 0,0001). Destacamos, no Grafico 10, a
progressiva melhora dos grupos AV e MV, assim como a piora de desempenho do
grupo MAV do segundo para o terceiro teste de capacidade fisica.

O grupo BV apresentou diferencas estatisticas significativas em relacédo ao
MV (P < 0,001), AV (P < 0,001) e MAV (P < 0,01) no teste de capacidade fisica 3.
O grupo AV também diferiu estatisticamente em relagdo ao MAV no teste de
capacidade fisica 2 (P < 0,001). Nao houve diferenca estatistica significativa entre
BV e SED.

O grupo MV diferiu estatisticamente em relacdo ao MAV (P < 0,001) no
teste de capacidade fisica 2, e em relagdo ao SED (P < 0,001) no teste de
capacidade fisica 3. Ndo houve diferenca estatistica significativa entre MV e AV.

O grupo AV apresentou diferenca estatistica significativa quando

comparado ao MAV (P < 0,001) no teste de capacidade fisica 2, e em relacdo ao
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SED no teste de capacidade fisica 3 (P < 0,001). O grupo MAV diferiu
estatisticamente em relacdo ao SED (P < 0,001) nos testes de capacidade fisica 2
e 3.

Figura 1- Testes de capacidade fisica (tempo até a exaustdo em minutos) entre diferentes grupos
experimentais antes (CF1), durante (CF2) e apés (CF3) o periodo de 10 semanas de treinamento.
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Legenda: Valores expressos em média + EP e analisados estatisticamente utilizando-se ANOVA
one-way seguida do teste post hoc de Bonferroni. *P < 0,001 no CF2 para MAV em relacdo ao
SED, BV e MV; *P < 0,001 no CF3 para MV, AV e MAV em relacéo ao SED e BV.

Fonte: O autor, 2019.
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Ainda em relacdo aos experimentos in vitro, a Figura 2 apresenta o
resultado da comparacao estatistica (Teste t pareado) para o tempo até a
exaustdo (em minutos) entre o grupo MAV no teste de capacidade fisica 3 e 0
grupo POL no teste de capacidade fisica 4. Houve diferenca estatistica
significativa (P = 0,011), indicando uma piora no rendimento do grupo POL,

mesmo apesar da reducéo das cargas de treinamento durante duas semanas.

Figura 2- Testes de capacidade fisica (tempo até a exaustdo em minutos) entre os grupos MAV
apos o periodo de 10 semanas de treinamento (CF3) e POL (CF4).
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Legenda: Valores expressos em média + EP e analisados estatisticamente utilizando-se Teste t.
*P =0,011.
Fonte: O autor, 2019.

4.4 Efeito do exercicio fisico nainfeccdo de macrofagos por L. major

Nos experimentos in vitro, o treinamento fisico de BV e de MV foi capaz de
melhorar a atividade microbicida dos macréfagos, inibindo significativamente seus
fatores de infeccdo. Ja o grupo POL parece ter tido sua atividade microbicida

inibida, pois apresentou o maior fator de infec¢ao (Figura 3A).
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Figura 3- Efeito do exercicio fisico crénico na interacdo entre macréfagos peritoneais de
camundongos BALB/c e promastigotas de L. major.
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Legenda: Os valores representam a média e o erro padrdo de pelo menos 3 animais por grupo. A
— 10 semanas de treinamento para infecgao in vitro. B (Distribuicdo dos valores individuais dos
animais) e C - 12 semanas de treinamento com infeccao in vivo. Os graficos B e C representam o0s
mesmos grupos de animais, o gréafico de distribuicdo é apenas para uma melhor visualizagdo dos
resultados. Os dados foram analisados por ANOVA de dupla entrada, seguido pelo teste post hoc
de Bonferroni para o grafico A e por ANOVA de Unica entrada seguido pelo teste de comparacdes
multiplas de Tukey para os graficos B e C. *P<0,001 em relacdo ao grupo sedentario sem LPS (A,
B e C) e em relacdo ao grupo sedentario com LPS (A). # p<0,05 em relagcdo ao grupo POLem B e
p<0,001 em relacdo ao grupo sedentario com LPSem C,D e E.

Fonte: O autor, 2019.

Na presenca de LPS o exercicio de MAV provavelmente promoveu uma
inibicdo da capacidade microbicida dos macrofagos, apresentando o maior fator
de infeccdo apods tratamento com LPS (225 + 90,7), o qual € significativamente
maior que todos os outros grupos (Figura 3). Como anteriormente visto, 0
exercicio BV e de MV inibiu o fator de infeccdo entre o parasito e sua célula
hospedeira. Enquanto o exercicio de MAV promoveu um aumento no fator de

infeccdo de macrofagos tratados com LPS.



ApoOs 12 semanas de treinamento com infeccdo in vivo, os macrofagos
oriundos dos animais submetidos ao exercicio de AVi (MAV na figura) e AVINP
(AVI na figura) apresentam uma maior suscetibilidade a infeccéo por L. major em

relacdo ao controle sedentario, como pode ser observado nas Figuras 3B e 3C.

4.5 Efeito do exercicio fisico na producao de 6xido nitrico por macrofagos

Embora apds 12 semanas de treinamento com infecgdo in vivo 0s
macréfagos oriundos dos animais do grupo AVi (MAV na figura) tenham
apresentado um aumento significativo no fator de infec¢cado encontrado (Figuras 3B

e 3C), ndo houve alteracédo na producédo de 6xido nitrico (Figura 4).

Figura 4 — Efeito do exercicio fisico cronico de muito alto volume na producéo de 6xido nitrico (NO)
por macrofagos peritoneais de camundongos Balb/C.
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Legenda: Os macréfagos foram extraidos do peritbnio dos camundongos, posteriormente
plagueados na auséncia ou na presenca de lipopolissacarideo bacteriano (LPS) 1 pg/mL por um
periodo de 24h e, entdo, deixados em contato com promastigotas de L. major na proporgdo de 5
parasitos por macrofago, por igual periodo de 24h. Os sobrenadantes foram coletados e a
concentracdo de nitrito dosada pelo método de Griess (Material e Métodos). A — Gréfico de
distribuicdo das concentra¢des de NO produzido por cada animal; B - Grafico do valor médio das
concentracdes de NO produzido por cada animal. Os dois graficos representam os mesmos grupos
de animais, o grafico de distribuicio é apenas para uma melhor visualizacdo dos resultados
obtidos por cada animal. Os valores representam a média e o erro padrdo de, pelo menos, 3
animais por grupo. Os dados foram analisados por ANOVA de Unica entrada, seguido pelo teste de
comparacao multipla de Tukey. N&o houve diferenca significativa.

Fonte: O autor, 2019.

4.6 Efeito do exercicio fisico na producéo de citocinas por macrofagos

62



As Figuras de 5 a 9 apresentam a concentragéo das citocinas TNF, MCP-1,
IL-10, IL-6 e razdo TNF/IL-10 dosadas no sobrenadante de macréfagos oriundos
de camundongos BALB/c treinados para infecg&o in vitro. Esses macrofagos foram
infectados por Leishmania major na auséncia ou na presenca de LPS.

O grupo polimento promoveu uma inibicdo na producdo de TNF, tanto em
macrofagos controle, quanto naqueles tratados com LPS (Figura 5). O exercicio
de MAV também promoveu uma inibicdo na concentracdo de TNF oriunda dos
macrofagos tratados com LPS (Figura 5). O exercicio de MV estimulou a

producdo de TNF por macréfagos tratados com LPS (Figura 5).

Figura 5- Efeito do treinamento fisico na producdo de TNF por macréfagos infectados por
Leishmania major.
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Legenda: Os macréfagos foram extraidos do peritbnio dos camundongos, posteriormente
plagueados na auséncia ou na presenca de lipopolissacarideo bacteriano (LPS) 1 pg/mL por um
periodo de 24h e, entdo, deixados em contato com 0s protozoérios (L. major) na proporcdo de 5
parasitos por macréfago, por igual periodo de 24h. Os valores representam a média e o erro
padrdo de dois experimentos com, pelo menos, 6 animais por grupo. Os dados foram analisados
por ANOVA de dupla entrada seguido pelo teste post hoc de Bonferroni. *P < 0,05 para MV em
relacdo ao SED, BV, AV, MAV e POL na condi¢gdo com LPS. Todos os grupos tratados com LPS
apresentam P<0,001 em relacdo ao seu respectivo controle ndo tratado com LPS.

Fonte: O autor, 2019.

A producdo da quimiocina MCP-1 por macréfagos nao tratados com LPS
também foi inibida por todos os volumes de exercicios aos quais 0s camundongos
foram submetidos (Figura 6). Ja naqueles fagocitos tratados com LPS, apenas BV,

AV e POL foram capazes de inibir a sintese dessa quimiocina (Figura 6).
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Figura 6- Efeito do treinamento fisico na producdo de MCP-1 por macrofagos infectados por
Leishmania major.
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Legenda: Os macréfagos foram extraidos do peritbnio dos camundongos, posteriormente
plagueados na auséncia ou na presenca de lipopolissacarideo bacteriano (LPS) 1 pg/mL por um
periodo de 24h e, entdo, deixados em contato com os protozodrios (L. major) na proporgéo de 5
parasitos por macréfago, por igual periodo de 24h. Os valores representam a média e o erro
padrdo de dois experimentos com, pelo menos, 6 animais por grupo. Os dados foram analisados
por ANOVA de dupla entrada seguido pelo teste post hoc de Bonferroni. *P < 0,05 na condicéo
sem LPS para BV em relacdo ao SED, AV, MAV e POL, além de P < 0,001 para MV em relagéo
ao SED, AV, MAV e POL; *P < 0,05 na condicdo com LPS para BV em relacdo ao SED, AV, MAV e
POL.

Fonte: O autor, 2019.

Os macréfagos nao ativados por LPS tiveram sua producdo de IL-6
estimulada nos grupos MV e MAV (Figura 7). Entretanto, somente MV continuou
estimulando a producgéo desta citocina nos macréfagos tratados com LPS, onde o

grupo BV mostrou ter sua producao diminuida (Figura 7).
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Figura 7- Efeito do treinamento fisico na produgdo de IL-6 por macréfagos infectados por
Leishmania major.
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Legenda: Os macréfagos foram extraidos do peritbnio dos camundongos, posteriormente
plagueados na auséncia ou na presenca de lipopolissacarideo bacteriano (LPS) 1 pg/mL por um
periodo de 24h e, entdo, deixados em contato com os protozodrios (L. major) na proporgdo de 5
parasitos por macréfago, por igual periodo de 24h. Os valores representam a média e o erro
padrdo de dois experimentos com, pelo menos, 6 animais por grupo. Os dados foram analisados
por ANOVA de dupla entrada seguido pelo teste post hoc de Bonferroni. *P < 0,05 na condicéo
sem LPS para MV e MAV em relacdo ao SED, BV, AV e POL; *P < 0,001 na condicdo com LPS
para BV em relacdo ao SED, MV, AV, MAV e POL.

Fonte: O autor, 2019.

A producédo de IL-10 foi inibida por BV, MV e AV nos macrofagos néo
estimulados com LPS (Figura 8) enquanto que BV, MV e MAV inibiram a producao
de IL-10 nos macroéfagos tratados com LPS (Figura 8).
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Figura 8- Efeito do treinamento fisico na produgéo de IL-10 por macréfagos infectados por
Leishmania major.
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Legenda: Os macréfagos foram extraidos do peritbnio dos camundongos, posteriormente
plagueados na auséncia ou na presenca de lipopolissacarideo bacteriano (LPS) 1 pg/mL por um
periodo de 24h e, entdo, deixados em contato com os protozodrios (L. major) na proporgdo de 5
parasitos por macréfago, por igual periodo de 24h. Os valores representam a média e o erro
padrdo de dois experimentos com, pelo menos, 6 animais por grupo. Os dados foram analisados
por ANOVA de dupla entrada seguido pelo teste post hoc de Bonferroni. *P < 0,01 na condic¢éo
sem LPS para BV e MV em relagdo ao SED e MAV; *P < 0,001 na condi¢cdo com LPS para BV em
relacdo ao SED, MV, AV, MAV e POL.

Fonte: O autor, 2019.

A razdo TNF/IL-10 mostrou que o grupo MV sem tratamento com LPS e os
grupos BV e MV tratados com LPS apresentam valores significativamente maiores
gue aqueles obtidos pelo grupo sedentario e os demais grupos submetidos a

volumes mais altos de exercicio (Figura 9).
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Figura 9- Razéo entre TNF e IL-10 (Th1/Th2).
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Legenda: Os valores representam as médias de TNF divididos pelos valores das médias de IL-10.
Os dados foram analisados por ANOVA de duas entradas seguido pelo teste post hoc de
Bonferroni. *P < 0,001 nas condi¢cdes com e sem LPS para MV em relacdo ao SED, BV, AV, MAV
e POL; P < 0,001 na condicdo com LPS para BV em relacdo ao SED, MV, AV, MAV e POL.
Fonte: O autor, 20109.

4.7 Efeito do treinamento com infecgdo in vivo no desenvolvimento da
infeccdo de camundongos Balb/c por L. major

Apbés 12 semanas de infeccdo in vivo, verificamos que o treinamento
aumentou o desenvolvimento da lesé&o leishmanidtica, assim como a fez tornar-se
significativa uma semana antes dos animais do grupo controle sedentério, tendo
surgido na quinta semana nos animais treinados e na sexta semana nos animais
controle (Figuras 10A, 10B e 10C). O exercicio de AVINP (AVi nas figuras)
aumentou significativamente o tamanho da lesdo dos camundongos a partir da 82
semana, enquanto o exercicio de AVi (MAV nas figuras) promoveu esse efeito a
partir da 92 semana (Figura 10).

Observando as fotos representativas dos animais, percebe-se que o

exercicio promoveu mais necrose nas patas infectadas, chegando mesmo a fazer
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com que a parte necrosada da pata caisse, como no exemplo do grupo AVINP
(Figura 10).

Figura 10- Efeito do exercicio fisico no desenvolvimento da lesdo em pata de camundongo BALB/c
infectados por L. major (2x106 promastigotas)
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Legenda: As patas foram medidas semanalmente com o auxilio de um paquimetro (Mitutoyo). Os
resultados expressos representam a diferenca entre a medida da pata (mm) contralateral e a pata
infectada, durante 12 semanas de treinamento com infec¢do in vivo. Os valores representam a
média dos animais de cada grupo e as barras representam o erro padrdo. Controle — Animais
infectados e nédo treinados, AVI (AViINP) — Animais infectados e submetidos ao exercicio de alto
volume ndo periodizado por 12 semanas, MAVI (AVi) - Animais infectados e submetidos ao
exercicio de alto volume por 12 semanas. A, B e C — graficos de distribuicdo dos valores
individuais dos camundongos. D — Média dos valores individuais de cada animal + desvio padréo.
Os grafico o grafico D representa 0s mesmos grupos de animais mostrados nos graficos de
distribuicdo dos valores, o qual foi utilizado apenas para uma melhor visualizagcio dos resultados
obtidos por cada animal. As fotos séo representativas de 1 animal de cada grupo. Fotos obtidas na



132 semana. Os dados foram analisados por ANOVA de dupla entrada seguido pelo teste post hoc
de Bonferroni. O * indica a partir de que semana a lesdo tornou-se significativa para AVl e MAVI (52
semana) e o # indica a partir de que semana a lesdo tornou-se significativa para o Sedentario (62
semana). ** AVI com P < 0,0001 em relagdo ao controle sedentario a partir da 82 semana. ***MAVI

com P < 0,0001 em relagédo ao controle sedentario nas semanas 9, 10 e 12.

Fonte: O autor, 2019.
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Apos realizarmos o teste de hipersensibilidade tardia (DTH) aos antigenos de

L. major em todos os camundongos infectados, verificamos que todos 0s grupos

nao apresentaram resposta positiva (Figura 11).

Figura 11- Resposta da hipersensibilidade tardia (DTH) ao antigeno total de Leishmania major em
camundongos BALB/c treinados ou néo.
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Legenda: A DTH dos camundongos foi avaliada utilizando-se 20 (g de antigeno total de L. major,
em 20 (I de salina que foram inoculados na pata contralateral & infectada (traseira). Resultado da
DTH apds 48h do inoculo do antigeno de L. major. A — Gréfico de distribuicdo dos valores
individuais da DTH. B — Média dos valores individuais da DTH de cada animal + erro padrao C —
Comparacao entre a DTH (48 horas) e o tamanho da lesdo nas patas apés 12 semanas de
infeccdo por L. major. Os graficos A e B representam os mesmos grupos de animais, o grafico de
distribuicdo é apenas para uma melhor visualizagdo dos resultados obtidos por cada animal. Os



valores representam a média dos animais de cada grupo e as barras representam o erro padrao.
Os dados foram analisados por ANOVA seguido pelo teste de comparagao multipla de Tukey. *
P<0,0001 em relagdo aos respectivos valores do DTH. # P<0,0001 em relagdo ao tamanho da
lesdo do controle sedentario.

Fonte: O autor, 2019.

Comparando-se o tamanho do inchaco da pata em resposta a injecdo dos
antigenos de L. major na pata contralateral, percebe-se que esta foi insignificante
gquando comparada ao tamanho da lesdo desencadeada pela infecgdo por este
parasito (Figura 11C).

O exercicio de AVINP (AVI nas figuras) e AVi (MAVI nas figuras)
aumentaram significativamente a carga parasitaria do linfonodo popliteo drenante
da lesdo, passando de cerca de 1 x 10° parasitos/g de tecido para mais de 2 x 10°
parasitos/g de tecido (Figuras 12A e 12B), embora n&o tenham promovido

alteracdes no tamanho do linfonodo (Figuras 12C e 12D).
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Figura 12- Carga parasitaria e peso dos linfonodos dos camundongos infectados e submetidos ou
ndo ao treinamento.
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Legenda: Os parasitos foram isolados dos linfonodos apés 12 semanas de infeccdo e
guantificados através de diluigdo limitante em meio Schneider acrescido de 20% de SFB. Apos o
isolamento, foram mantidos a 26°C, até que houvesse crescimento do sistema controle sedentario
na Ultima diluicdo (o que ocorreu em 24h), quando todos os grupos foram quantificados através de
contagem em camara de Neubauer. Apés a contagem, o niumero de parasitos foi dividido pelo
peso (em gramas) do linfonodo. A e C — Grafico de distribuigdo dos valores individuais de cada
camundongo. B e D — Média dos valores individuais. Os graficos A e B e os graficos C e D
representam os mesmos grupos de animais; os graficos de distribuicdo sdo apenas para uma
melhor visualizacdo dos resultados obtidos por cada animal. Os valores representam a média e as
barras representam o erro padrdo. Os dados foram analisados por ANOVA seguido pelo teste de
comparacao multipla de Tukey. *P < 0,0006 em relagéo ao controle sedentario.

Fonte: O autor, 2019.

N&o foi possivel isolar parasitos das patas infectadas. Por esse motivo a
carga parasitaria foi calculada apenas nos linfonodos. Durante o desenvolvimento
do curso da infeccdo, um camundongo do grupo AVINP morreu na décima
primeira semana durante seu periodo de repouso, sem, contudo, ter um motivo
aparente. Como ja esta descrito na literatura, a infeccdo de Balb/c por L. major é
capaz de gerar grandes Ulceras na pele que podem expandir e fazer metastase,
levando o camundongo a morte (Nasseb e Modabber, 1979), resolvemos verificar
se esse fato tinha se estabelecido no animal morto. Para isso, seu baco foi

retirado, macerado e cultivado em meio Schneider suplementado com 10% de



SFB. Apds oito dias de cultivo a 26°C, conseguimos visualizar parasitos crescendo
na cultura de células do baco deste animal (dados ndo mostrados).

Deste modo, apoés a realizacdo da eutanasia, todos os animais tiveram seus
bacos retirados para verificar a possibilidade de visceralizacdo da infeccéo. Apos 4
dias de cultivo em meio Schneider suplementado com 20% de SFB a 26°C,
observamos o0 crescimento de promastigotas em meio ao cultivo de células
esplénicas apenas nos bacos oriundos dos animais do grupo AVINP (Figuras 13A
e 13B). Os pocos contendo as células oriundas dos animais do grupo AVi
sofreram contaminacdo por fungos e bactérias. Contudo, essa contaminacdo nao
aconteceu em todos o0s pocos das células isoladas dos bacgos dos animais
sedentarios, comprometendo apenas 2 animais. Ndo houve crescimento do
parasito nos po¢os ndo contaminados.

Os animais infectados e submetidos em ambos o0s grupos treinados tiveram
o tamanho do bacgo significativamente aumentado (0,362g e 0,345q,
respectivamente). JA4 os animais sedentarios, tanto os ndo infectados, como
aqueles submetidos a infec¢do por L. major, apresentaram o mesmo tamanho de
baco, em torno de 0,199, sendo este também o peso dos bacos dos animais
submetidos ao exercicio de AVi, mas que ndo sofreram infecdo pelo parasito
(Figuras 13C e 13D).
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Figura 13- Efeito do treinamento fisico na visceralizacdo da leishmaniose por L. major em
camundongos Balb/c: presenga de parasitos no bago dos camundongos infectados e submetidos
ou ndo ao treinamento apods 4 dias de cultivo (A e B). C e D — Peso dos bacos.
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Legenda: Os parasitos foram isolados dos bagos apos 12 semanas de infec¢do. Os bacgos, apos
serem macerados, tiveram uma aliquota de 100uL retirada e plagueada em meio Schneider
acrescido de 20% de SFB numa diluicdo de 1:5. Apés o isolamento, foram mantidos a 26°C, até
gue houvesse crescimento de parasitos em um dos sistemas, quando foram quantificados através
de contagem em camara de Neubauer. O nimero de parasitos, entdo, foi dividido pelo peso dos
bacos em grama. A e C — Gréfico de distribuicdo dos valores individuais de cada camundongo. B
— Foto representativa de um dos pocos da placa de 24 pogos apos 4 dias de incubagdo (AVI),
mostrando o parasito presente, sendo destacado pelo circulo vermelho e pela seta azul. D — Média
dos valores individuais. Os graficos C e D representam os valores dos mesmos grupos de animais;
o gréfico de distribuicdo é apenas para uma melhor visualizacdo dos resultados obtidos por cada
animal. Os valores representam a média e as barras o erro padrao. Os dados foram analisados por
ANOVA seguido pelo teste de comparacao mdltipla de Tukey. *P < 0,0057 em relagédo ao controle
sedentario e ao grupo MAVI em A. *P < 0,0001 em relacéo ao sedentario ndo infectado (NI) em C e
D. #P < 0,0001 em relagdo ao sedentario infectado (I) em C e D. §P < 0,0001 em relagédo aos
grupos AVl e MAVIem C e D.

Fonte: O autor, 2019.



5 DISCUSSAO

O objetivo geral deste estudo foi investigar o efeito do treinamento aerdbio
em diferentes volumes na modulacdo da funcdo de macrofagos infectados com
Leishmania major. Foram testadas as seguintes hipoteses: (1) o treinamento
aerobio de muito alto volume compromete a capacidade fisica; (2) o treinamento
aerébio de muito alto volume e a auséncia de treinamento sdo condi¢bes que
aumentam a suscetibilidade de infeccbes em macroéfagos (in vitro) em relagdo ao
treinamento com volume moderado; (3) o treinamento de volume moderado
direciona o perfil de citocinas para uma resposta imune predominantemente
celular; (4) o treinamento aer6bio de muito alto volume e a auséncia do
treinamento sao condi¢des que direcionam o perfil de citocinas para uma resposta
imune predominantemente humoral; (5) o polimento de duas semanas com
reducdo do desempenho caracteriza a exaustdo e € acompanhado de maior
suscetibilidade de infeccbes em macrofagos (in vitro), e; (6) o treinamento aerdbio
de alto volume aumenta a suscetibilidade dos animais a infeccdo in vivo por
Leishmania major.

No decorrer das 10 semanas de intervencdo o grupo MAV apresentou um
maior consumo alimentar em relacdo ao MV, enquanto a massa corporal do grupo
MV foi menor em relacdo aos grupos SED, AV e MAV desde o inicio das
intervencdes. O teste de capacidade fisica apds cinco semanas revelou o melhor
desempenho para o grupo MAV. Entretanto, ao final das 10 semanas, ndo houve
diferenca estatistica entre os grupos MAV, MV e AV, além de que o grupo POL
piorou o desempenho em relagéo ao grupo MAV. O grupo MV apresentou 0 menor
indice de infeccdo na condicdo sem LPS, enquanto o grupo MAV, mesmo na
presenca de um potente estimulador da resposta imune (condicdo com LPS),
exibiu o maior indice de infeccdo. O padrdo nas concentracdes de citocinas
obtidas in vitro sugere um perfil predominante da resposta celular no grupo MV. O
treinamento aerdbio de alto volume aumentou a suscetibilidade dos animais a
infeccdo in vivo por Leishmania major. Com isso, podemos afirmar que as
hipoteses testadas foram confirmadas.

O exercicio fisico tem sido associado a inUmeros beneficios biologicos e
funcionais (FIUZA-LUCES; GARATACHEA; BERGER; LUCIA, 2013). Existem
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protocolos intensos potencialmente benéficos, como por exemplo, o treinamento
intervalado de alta intensidade (BURGOMASTER; HOWARTH; PHILLIPS;
RAKOBOWCHUK et al.,, 2008; BURGOMASTER; HUGHES; HEIGENHAUSER;
BRADWELL et al., 2005; GIBALA; MCGEE, 2008). O lactato, cuja producdo &
aumentada em atividades muito intensas, vem sendo associado a biogénese
mitocondrial (GOHIL; BROOKS, 2012), sinaptogénese (SOBRAL-MONTEIRO-
JUNIOR; MAILLOT; GATICA-ROJAS; AVILA et al., 2019) e, portanto, & promog&o
da saude e qualidade de vida. Entretanto, os efeitos desejaveis do exercicio
parecem depender de uma posologia adequada, ou seja, uma dose capaz de nao
provocar efeitos colaterais. Periodos de recuperacdo curtos entre as sessdes de
exercicio, além do aumento do volume e intensidade do treinamento, estresse
mental e ma alimentacao estdo relacionados ao comprometimento ndo apenas do
rendimento atlético, como também da saude (CADEGIANI; KATER, 2017; 2019).
Este estudo evidenciou que tanto a inatividade fisica como o treinamento de muito
alto volume pode impactar negativamente em funcdes bioldgicas, como o sistema
imune.

O exercicio fisico tem sido considerado o “melhor remédio” (DEWEERDT,
2011) em funcédo de evidéncias epidemioldgicas relacionadas a saude publica. No
entanto, sua efetividade é questionada com frequéncia na area experimental. O
exercicio regular apresenta beneficios até o desenvolvimento da exaustao cronica,
cuja definicAo operacional diverge entre autores e cujo processo fisiologico
continua pobremente compreendido até hoje (CADEGIANI; KATER, 2019;
FARHANGIMALEKI; ZEHSAZ; TIIDUS, 2009; MEEUSEN; DUCLOS; FOSTER;
FRY et al., 2013). Parece prevalecer o paradigma de que apenas atletas de elite
experimentam sintomas da sindrome do overtraining. Esta condi¢cdo se assemelha
com algumas doencas cronicas nao transmissiveis, apresenta etiologia
multifatorial, ampla variagdo entre individuos, inespecificidade, além de que seu
desenvolvimento ndo se restringe as variaveis classicas do treinamento
(frequéncia, duracéao, intensidade e intervalo das sessfes) (CADEGIANI; KATER,
2019; GUIMARAES; COSTA; ALONSO; RUBINI et al., 2018; GUIMARAES;
TERRA; DUTRA, 2017; MEEUSEN; DUCLOS; FOSTER; FRY et al.,, 2013).
“Qualquer coisa” e “quanto mais melhor” podem ser estratégias de adesdo ao
exercicio incompativeis com o equilibrio necessario ao pleno funcionamento dos

sistemas organicos.
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Poucos estudos testaram a hipétese de que o sistema imunoldgico é
cronicamente alterado pelo excesso de estresse provocado pelo exercicio fisico.
Existem limitacbes éticas em pesquisas com seres humanos e por essa razao
animais devem ser utilizados em desenhos experimentais. Até onde sabemos,
somos 0 primeiro grupo a aplicar um protocolo de treinamento de muito alto
volume, comparar com outros cinco protocolos menos volumosos, realizar um
periodo de descanso ativo (polimento/tapering), expor resultados de capacidade

fisica e infectar animais in vitro para avaliar fun¢des especificas do sistema imune.

Consumo alimentar e massa corporal: experimentos in vitro

O peso de musculos e orgaos linfoides tem sido utilizado como parametro
complementar no estudo das repercussdes metabdlicas induzidas pelo exercicio
(COUTINHO DE OLIVEIRA; BARBOSA; MASSA; PEREIRA et al., 2016;
FERRARESSO; DE OLIVEIRA; MACEDO; NUNES et al, 2012; WOODS;
CEDDIA; ZACK; LOWDER et al., 2003; XIAO; CHEN; DONG, 2012). Protocolos
de treinamento que induzem o overtraining em cobaias animais inibem o
crescimento muscular do gastrocnémio (DONG; CHEN; WANG; YU et al., 2011;
XIAO; CHEN; DONG, 2012). Um maior consumo alimentar nessas condi¢des pode
aumentar a reserva de glicogénio pode evitar o catabolismo e representar um
importante efeito protetor contra a protedlise muscular (COUTINHO DE OLIVEIRA;
BARBOSA; MASSA; PEREIRA et al., 2016). Embora o presente estudo nao tenha
avaliado o peso de musculos e o6rgdos linfoides, encontramos diferencas
estatisticas significativas em relacdo ao consumo alimentar e massa corporal entre
os diferentes grupos experimentais. O grupo MAV apresentou maior consumo
alimentar em relagcdo ao grupo MV, que por sua vez consumiu menos racao ao
longo das 10 semanas de treinamento em relacdo ao grupo SED. Embora a
massa corporal tenha sido menor no grupo MV em relagdo aos grupos SED, AV e
MAYV, destacamos que tal diferenca foi verificada desde o inicio da intervencao.
N&o se pode afirmar, portanto, que o treinamento tenha sido determinante para o
controle da massa corporal.

Todos 0s grupos seguiram a mesma tendéncia de ganho de peso ao longo
das 10 semanas de treinamento. Nao se pode comparar o impacto da hipertrofia

muscular ou mobilizacéo e utilizagdo de gorduras no metabolismo energético entre
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diferentes grupos experimentais, pois apenas a massa corporal total foi avaliada.
Além da avaliacdo do peso dos musculos, 0 peso dos o6rgaos linfoides também
pode ser utilizado para avaliar o impacto do exercicio sobre a perturbacdo da
homeostase, incluindo o sistema imune (WOODS; CEDDIA; ZACK; LOWDER et
al., 2003). Em condi¢Bes normais, 0s orgaos linfoides reagem positivamente ao
estimulo da atividade fisica e se desenvolvem (TERRA; SILVA; SALERNO;
DUTRA, 2012). Porém, o exercicio extenuante de forma crénica leva a uma atrofia
do timo (WOODS; CEDDIA; ZACK; LOWDER et al., 2003).

A insulina e as vias da fome (orexigénicas) e saciedade (anorexigénicas)
podem comprometer o consumo alimentar e a massa corporal em periodos de
supertreinamento. A insulina tem a sua funcdo comprometida pelo estado de
overtraining, afetando inclusive fatores relacionados a funcdo imunoldgica
(PEREIRA; PAULI; DE SOUZA; ROPELLE et al.,, 2014). O figado promove o
aumento da gliconeogénese, o que pode levar a uma maior producdo de insulina,
comprometendo sua afinidade com receptores da membrana plasmatica em longo
prazo. Um protocolo de oito semanas envolvendo trés grupos de ratos sob
diferentes combinacdes de treinamento (sedentario, moderado e extenuante)
evidenciou uma alteragc&o na via de sinalizagéo desses receptores de insulina com
aumento concomitante de um complexo enzimatico ligado a resposta celular de
inflamacdo (PEREIRA; PAULI; DE SOUZA; ROPELLE et al., 2014). Além disso, a
insulina também participa, em conjunto com o peptideo YY, leptina e grelina, da
regulacdo da atividade dos neurOnios anorexigénicos e orexigénicos (BELL;
WALLEY; FROGUEL, 2005). O hipotadlamo € a estrutura do sistema nervoso
central que monitora e controla fungdes vitais, como por exemplo, a homeostase
energética, fome e saciedade através desses neurdnios (KANDEL; SCHWARTZ;
JESSEL; SIEGELBAUM et al., 2014).

O treinamento aerdbio no grupo MV parece ter promovido o equilibrio entre
a fome e saciedade, refletindo um melhor controle da ingestdo de alimento em
relacdo aos demais grupos ao longo das semanas de intervencédo. As projecoes
sinapticas excitatérias e inibitérias do hipotdlamo para outras regides do cérebro
como o cortex frontal, amigdala, nucleo accumbens, hipocampo, talamo, area
tegmental ventral, locus coerelus, nucleos da rafe, sistema limbico de
recompensas e regides motoras séo alteradas em condi¢cfes de estresse como o

distarbio do sono e a sindrome metabdlica, por exemplo (ADAMANTIDIS; DE
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LECEA, 2009). A integracdo entre areas centrais e periféricas permite ajustes no
metabolismo, alerta, sono, motivacdo e comportamentos apropriados a
preservacdo da vida (ADAMANTIDIS; DE LECEA, 2009). E de se esperar,
portanto, que diferentes condi¢cdes perturbadoras da homeostase possam

impactar diretamente no consumo alimentar e massa corporal do organismo.

Capacidade fisica: experimentos in vitro

As tentativas na prética de aplicacdo de cargas extremas podem provocar
uma reacao negativa na adaptacdo (GOMES, 2009). O processo adaptativo ndo &
uma funcdo linear da carga fisica, existe um limite individual de adaptacéo
(GOMES, 2009). A deterioracdo da performance constitui-se como principal
desfecho, considerado o fator consensual para constatacdo do overtraining
(MEEUSEN; DUCLOS; FOSTER; FRY et al., 2013).

O grupo MAYV exibiu o melhor desempenho no teste de capacidade fisica 2,
todavia, ao final das 10 semanas seu rendimento piorou e ndo foram encontradas
diferencas estatisticas significativas em relacdo aos grupos AV e MV (teste de
capacidade fisica 3). Para investigar se 0s animais estavam em overtraining ou
overreaching, realizamos o periodo de polimento, que consistiu de duas semanas
de treinamento com o volume reduzido. O overreaching pode ser entendido como
uma exaustdao temporaria, provocado pelo excesso de treinamento fisico e
estresse, que resulta na diminuicdo parcial do desempenho, cuja recuperacao
ocorre de duas a quatro semanas (HALSON; JEUKENDRUP, 2004). O
treinamento intensificado € frequentemente utilizado para melhorar o
desempenho. Quando ha uma recuperacdo apropriada, um efeito de
supercompensacao de adaptacdes fisiolégicas pode ocorrer, seguido da melhora
na performance em comparacdo com o0s niveis da linha de base (MEEUSEN,;
DUCLOS; FOSTER; FRY et al., 2013). Verificamos que o grupo POL piorou ainda
mais o desempenho em relacdo ao grupo MAV no seu terceiro teste de
capacidade fisica, sugerindo a ocorréncia do overtraining e a confirmacao de que
o tipo de treinamento adotado neste grupo foi severo e extenuante.

A “sindrome inexplicavel do baixo desempenho” (unexplained
underperformance syndrome), termo proposto para a substituicdo de sindrome do

overtraining, foi definida como um decréscimo persistente na capacidade de
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performance apesar de duas semanas de repouso relativo (MEEUSEN; DUCLOS;
FOSTER; FRY et al., 2013). Esta condicdo pode ser causada pela liberacao
excessiva de citocinas durante e ap0s o exercicio ("doenca por citocinas"),
provocando um estado inflamatorio cronico (ROBSON, 2003). Gholamnezhad et
al. (2014) verificaram que duas semanas de reducao gradual nas cargas de
treinamento ndo foram suficientes para reverter a imunossupressao celular
provocada pelo direcionamento do perfil de citocinas para uma resposta humoral
em ratos. Tanto os achados de Gholamnezhad et al. (2014), ainda que os autores
ndo tenham publicado os dados de performance fisica, como os resultados
expostos no presente estudo sdo compativeis com a teoria proposta por Robson
(2003) em relacdo ao desenvolvimento da exaustdo e desequilibrio imune, apesar
de duas semanas de repouso ativo relativo. A capacidade fisica deteriorada no
grupo POL somada ao maior indice médio de infeccdo e perfil de citocinas
predominantemente relacionado a resposta extracelular reforcam os indicios de

que o protocolo de treinamento do grupo MAV adotado neste estudo foi severo.

Fator de infeccéo e citocinas: experimentos in vitro

Nossos achados indicaram uma melhora progressiva de performance no
grupo MV associado a um menor indice de infeccdo na condicdo sem LPS,
enguanto o grupo MAV reduziu o desempenho na segunda metade do treinamento
exibindo o maior indice de infec¢cdo, mesmo estimulado com LPS. O treinamento
nos grupos BV e MV foi capaz de melhorar a atividade microbicida dos
macrofagos, inibindo significativamente seus indices de infeccdo, ao contrario do
grupo MAV, que apresentou uma capacidade microbicida inibida (maior fator de
infecc@o). O grupo SED também apresentou maior suscetibilidade de infec¢des
nos macréfagos, indicando sua reduzida capacidade microbicida, assim como o
grupo POL, apesar da reducao das cargas de estresse fisico por duas semanas. O
padrdao nas concentragbes de citocinas obtidas in vitro sugere um perfil de
resposta imune predominantemente celular (pro-inflamatéria) no grupo MV,
enquanto nos grupos SED, MAV e POL percebe-se uma resposta
predominantemente humoral (anti-inflamatoria).

No estudo de Ceddia e Woods (1999), foi verificado que camundongos

experimentaram uma supressdo na apresentacdo de antigenos por macréfagos
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ap0s quatro dias de treinamento exaustivo. Estudos com maior tempo de
intervencdo, como o de Ru e Peije (2009), onde ratos foram submetidos a nove
semanas de treinamento progressivo, também verificaram uma imunossupressao
celular com predominancia de perfil humoral. O efeito anti-inflamatorio impede o
dano tecidual causado pelos mediadores inflamatorios e reduz o risco de doencas
inflamatoérias crénicas, mas aumenta a susceptibilidade de infeccbes por
microrganismos intracelulares (ELENKOV, 2004; GLEESON, 2006; TERRA;
ALVES; GONCALVES DA SILVA; SALERNO et al.,, 2013). Por outro lado, o
treinamento moderado pode equilibrar as respostas proé e anti-inflamatoria, com
discreta prevaléncia do perfil celular sobre o humoral, favorecendo o controle de
infeccbes causadas por microrganismos intracelulares (GLEESON, 2006; TERRA;
ALVES; GONCALVES DA SILVA; SALERNO et al., 2013; TERRA; SILVA,
SALERNO; DUTRA, 2012). Os achados do presente estudo sdo compativeis com
a literatura, pois a combina¢do moderada da frequéncia, duragao e intensidade do
exercicio promoveu nao somente o desempenho como também a funcédo de
macrofagos.

Também convergirmos com os achados de Gholamnezhad et al. (2014),
gue investigaram o efeito de oito semanas de treinamento moderado e onze
semanas de treinamento severo (overtraining) na concentracdo plasmatica de
citocinas de ratos ndo infectados. O treinamento moderado promoveu a imunidade
celular enquanto no grupo de treinamento severo e no controle sedentario foi
observada uma imunossupressao celular, associada ao direcionamento da
resposta para o perfil Th2 (GHOLAMNEZHAD; BOSKABADY; HOSSEINI;
SANKIAN et al., 2014).

A Sociedade Internacional de Imunologia do Exercicio, em seu
posicionamento oficial, aponta que o desequilibrio imune pode ser observado apo6s
0 exercicio continuo, prolongado, em intensidade variando de moderada a alta
(PEDERSEN; STEENSBERG,; FISCHER; KELLER et al, 2003; WALSH,;
GLEESON; PYNE; NIEMAN et al., 2011). Dados do nosso grupo com infec¢éo in
vivo, utilizando o modelo de Leishmania major em camundongos Balb/c,
mostraram que um periodo de 12 semanas de treinamento de natacdo, em
intensidade moderada, promoveu a resposta imune celular através do predominio
de um perfil do tipo Thl (TERRA; ALVES; GONCALVES DA SILVA; SALERNO et

al., 2013). Houve um aumento na concentracdo de citocinas pro-inflamatorias (por

80



exemplo, TNF-a e IFN-y) e redugdo de citocinas anti-inflamatoérias (por exemplo,
IL-10 e IL-4) através do treinamento moderado em comparagdo ao grupo
sedentério (TERRA; ALVES; GONCALVES DA SILVA; SALERNO et al., 2013). O
protocolo de treinamento fisico moderado tem se mostrado capaz néo so de evitar
o desenvolvimento da doencga, como também de reverter o quadro da infecgéo ja
estabelecida (TERRA; ALVES; GONCALVES DA SILVA; SALERNO et al., 2013;
TERRA; ALVES; LIMA; GOMES et al., 2019). Nossos achados convergem com o
posicionamento da Sociedade Internacional de Imunologia do Exercicio e dados
prévios do proprio grupo, pois o treinamento moderado protegeu contra a infecgéo,
ao contrario do treinamento de maior volume.

De acordo com o conceito de Hormese, respostas biolégicas favoraveis
geralmente ocorrem devido a exposicdo adequadamente controlada a estimulos
estressores (RADAK; CHUNG; GOTO, 2008). Essa teoria remete a curva em U
invertido, contextualizada pelo nosso grupo na relagéo entre a dose de estresse
fisico e o direcionamento para uma resposta imune protetora (equilibrio entre o
perfil pro e anti-inflamatério com discreta predominancia do perfil pré-inflamatério)
ou vulneravel (predominancia do perfil anti-inflamatério) (APENDICE C — péagina
96) (GUIMARAES:; TERRA; DUTRA, 2017). Os achados do presente estudo sdo
compativeis com o conceito hormese e a curva em U invertido. A razdo entre a
citocina proé-inflamatéria TNF e a citocina anti-inflamatéria IL-10 na condicdo sem
LPS (Figura 9) expressa perfeitamente a ocorréncia do U invertido e a ideia de
que ndo apenas a inatividade fisica deve ser a principal preocupacdo da
comunidade cientifica e profissional. O estresse cronico excessivo provocado pelo
treinamento fisico gera imunossupressdo celular e aumenta a suscetibilidade a
infeccdes, podendo comprometer a saude tal qual o sedentarismo.

A razdo TNF/IL-10 na condicdo com LPS (Figura 9) destacou o grupo BV
em relacdo aos demais. Cabe ressaltar, como introduzido inicialmente, que uma
exacerbacéo da resposta do tipo Thl (hiperergia) leva a crescente destruicdo do
tecido onde ha presenca de antigenos parasitarios. Nestes casos, 0s niveis de
IFN-y e TNF sdo muito altos, associados a uma producgao relativamente baixa de
IL-10.

Linhagens distintas de camundongos apresentam susceptibilidade e
resisténcia a infeccdo por parasitos de forma diferenciada (TERRA; ALVES;
GONCALVES DA SILVA; SALERNO et al., 2013). A resisténcia dos camundongos
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C57BL/6 esta relacionada com a resposta celular protetora, ao contrario dos
camundongos Balb/c, susceptiveis ao desenvolvimento progressivo de lesées nao
cicatrizantes estando (MOSMANN; CHERWINSKI; BOND; GIEDLIN et al., 2005).
Barthelmann et al. (2011) observaram o desenvolvimento da leséo leishmaniética
em camundongos Balb/c (susceptiveis) e C57BL/6 (resistentes) infectados por
Leishmania major. Os autores analisaram o curso da lesdo, carga parasitaria e o
perfil de citocinas em células de lifonodo drenante e no sitio da infeccao (pele),
dentre outras variaveis (BARTHELMANN; NIETSCH; BLESSENOHL; LASKAY et
al., 2012). O curso da lesdo em camundongos susceptiveis foi semelhante ao
encontrado no estudo de Terra et al. (2013). Os animais resistentes utilizados por
Barthelmann e colaboradores (2011) apresentaram baixa carga parasitaria em
relacdo aos susceptiveis e um padrdo de citocinas do tipo Thl em células do
linfonodo e no sitio da les&o. Esse perfil foi semelhante ao encontrado no estudo
de Terra et al. (2013) com animais susceptiveis submetidos ao exercicio
moderado, corroborando com a ideia de que este estimulo pode promover efeito
protetor contra patdégenos intracelulares. Mais uma vez, nossos achados
corroboram com a literatura, a medida que o treinamento moderado promoveu um
perfil de resisténcia, ao contrario da suscetibilidade encontrada nas condi¢cdes
sedentéria e de treinamento de muito alto volume.

A citocina IL-6 € produzida, principalmente, por mondcitos, macréfagos e
células musculares. Pode ser considerada pré e anti-inflamatéria. Alguns de seus
efeitos sdo a explosédo respiratoria em neutrdéfilos, producdo de proteinas de fase
aguda, inibicdo de IL-1 e TNF, captacdo de glicose no musculo esquelético,
lipélise no tecido muscular e adiposo, além da gliconeogénese hepatica (TERRA;
SILVA; SALERNO; DUTRA, 2012). Nossos achados indicaram que os dois grupos
com maior producdo de IL-6 em relacdo aos demais foram o MV e MAV,
corroborando o importante papel regulador desta citocina para a preservacéo do
equilibrio (grupo MV) ou a sua restauracdo diante de uma severa perturbacéo da

homeostase (grupo MAV).

Efeito do exercicio na infec¢édo in vivo de camundongos Balb/c por L. major

Nossos dados mostram que os exercicios de alto volume e de muito alto

volume promoveram um aumento na suscetibilidade de camundongos Balb/c a
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infeccdo por L. major (Figura 10). Estes dados estdo de acordo com a literatura
gue mostram que exercicios de alta intensidade podem elicitar uma resposta do
tipo Th2, anti-inflamatoria, e favorecer infec¢des por microrganismos intracelulares
(ELENKOQV, 2004; GLEESON, 2006). A razdo TNF/IL-10 realizada nos resultados
das citocinas dos macréfagos, reforcam a hipotese da predominancia de uma
resposta Th2 nos camundongos submetidos ao exercico de alto volume e de
muito alto volume. Camundongos Balb/c apresentam naturalmente um padréo de
citocinas do tipo Th2 (DUTRA e DA SILVA, 2017) e o exercicio pareceu estimular
ainda mais esse padrédo (Figuras 9 e 10). Em resultados anteriores do nosso
grupo, o exercicio de intensidade moderada inibiu o desenvovlimento da infec¢éo
de camundongos Balb/c por parasitos da espécie L. major (TERRA et al., 2019).

Ao realizarmos o teste de hipersensibilidade tardia (DTH) nenhum dos
animais infectados apresentou resposta positiva (Figura 11). Embora nédo seja
prova definitiva, a ndo responsividade aos antigenos de Leishmania sugere
fortemente que ndo houve uma resposta imune celular. Ao contrario,
camundongos Balb/c infectados com L. major e submetidos a 12 semanas de
exercicio de intensidade moderada apresentaram resposta DTH positiva aos
antigenos deste parasito (TERRA et al., 2019).

As patas dos animais ficaram fortemente alteradas e nao possibilitou o
isolamento de parasitos. Por esse motivo, quantificamos a carga parasitaria nos
linfonodos drenantes da lesdo. Os exercicios de AV e de MAV promoveram um
aumento significativo na quantidade de parasitos/g de tecido linféide (Figura 12).
Em contrapartida, o exercicio de intensidade moderada foi capaz de reduzir
fortemente o numero de parasitos isolados da pata dos animais infectados
(TERRA et al., 2019), corroborando mais uma vez para a hipotese de que
exercicios moderados promovem a predominancia de resposta Thl e exercicios
de maior intesidade ou volume promovem a predominancia de resposta do tipo
Th2.

A possibilidade de metastase e visceralizacéo da infeccdo de camundongos
Balb/c por L. major ja esta descrita na literatura desde o final da década de 1970
(revisto por DUTRA e DA SILVA, 2017). Com a morte de um dos camundongos
infectados e submetidos ao exercicio de AV durante seu periodo de repouso,
suspeitamos da possibilidade de visceralizacdo. Ao cultivarmos o células oriundas

do bacgo desse animal, observamos o crescimento de promastigotas apds 8 dias
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de incubacdo a 26°C (dados ndo mostrados) confirmando nossa hipétese de
visceralizagdo. Ao analisarmos o peso dos bacgos dos animais dos grupos
sedentario (infectado ou nao infectado), AVI, MAVI e MAV, observamos que 0
exercicio aumentou o tamanho dos bacos somente dos animais infectados (Figura
13C e 13D), sendo, mais uma vez, compativel com a possibilidade de
visceralizagdo da infeccdo. Entretanto, os parasitos cresceram apenas nas
culturas de células esplénicas isoladas dos bacos dos animais do grupo AVI,
comprovando nossa hipotese de visceralizagcdo apenas nesse grupo. No grupo
MAVI houve crescimento de bactérias e fungos nas culturas de células esplénicas,
0 que pode ter impedido o crescimento de promastigotas de L. major. Na cultura
das células oriundas do baco dos animais do grupo sedentario ndo houve
contaminacao e ainda assim ndo houve crescimento de parasitos. Deste modo, a
visceralizagdo ocorreu apenas nos animais submetidos ao treinamento (Figura
13).

Citocinas e eixo neuroimunoendocrino

Nossos achados indicam um aumento e desequilibrio entre citocinas que
participam da imunidade humoral e celular no grupo MAV, o que poderia repercutir
no funcionamento do eixo neuroimunoendocrino, corroborando com as classicas e
pioneiras hipoteses de que o sistema imune participa da organizacdo do caos
provocado pelo treinamento extenuante. Esse contexto refor¢ca a necessidade de
discussBes mais integradas sobre os distintos sistemas fisiologicos em futuras
intervencdes. Microtraumas mal reparados ocasionados pelo exercicio severo
associado a curtos periodos de recuperacdo, mesmo com a acao inflamatéria
aguda e local desencadeada, podem requerer uma atuagao sincronizada e
integrada dos sistemas nervoso, imunolégico e endécrino (COUTINHO DE
OLIVEIRA; BARBOSA; MASSA; PEREIRA et al., 2016; HEDELIN; KENTTA;
WIKLUND; BJERLE et al., 2000; SLIVKA; HAILES; CUDDY; RUBY, 2010).

Os microtraumas gerados pelo exercicio induzem a producdo de espécies
reativas de oxigénio, causando mais dano muscular (COUTINHO DE OLIVEIRA;
BARBOSA; MASSA; PEREIRA et al., 2016; TIIDUS, 1998). Com a presenca das
espécies reativas de oxigénio, neutrofilos, mondcitos e macréfagos infiltram-se no

tecido muscular para recupera-lo, gerando mais espécies reativas de oxigénio (via
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respiratory burst), bem como mais citocinas e inflamacdo para a regeneracéo
tecidual (COUTINHO DE OLIVEIRA; BARBOSA; MASSA; PEREIRA et al., 2016;
TIIDUS, 1998). Essas citocinas também atuam no sistema nervoso central, no eixo
hipotalamo-hipdfise-adrenal, eixo hipotalamo-hipofise-gonadal e sistema nervoso
simpético, provocando a exacerbacdo nos niveis sanguineos de catecolaminas,
glicocorticoides e hormdnios gonadais, e induzindo um somatério de
comportamentos (COUTINHO DE OLIVEIRA; BARBOSA; MASSA; PEREIRA et
al., 2016).

Pelo processo descrito, a comunicagao entre 0 sistema nervoso central e o
sistema imune é crucial (ROGERO; MENDES; TIRAPEGUI, 2005). O hipotalamo é
0 Oorgao responsavel por coordenar as respostas decorrentes dessas interacdes no
sistema nervoso autbnomo, na hipdfise, nas glandulas adrenais e gonadais, tendo
sua acao alterada quando h& desequilibrio neuroenddcrino (COUTINHO DE
OLIVEIRA; BARBOSA; MASSA; PEREIRA et al.,, 2016; MACKINNON, 2000;
MEEUSEN; PIACENTINI; BUSSCHAERT; BUYSE et al., 2004; SMITH, 2004;
STEINACKER; LORMES; REISSNECKER; LIU, 2004). As citocinas sdo capazes
de modular a atividade do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal e outras areas do
cérebro responsaveis pelo controle do humor e ansiedade, além da fome e
saciedade (ADAMANTIDIS; DE LECEA, 2009). A ativagdo do sistema nervoso
autbnomo e do eixo hipotalamo-hipdéfise-adrenal, juntamente com a supressao do
eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal, pode ser governada por citocinas como IL-
18, IL-6 e TNF-a, e representam consequéncias relacionadas a sindrome do
excesso de treinamento (CADEGIANI; KATER, 2017; SMITH, 2000).

Limitacdes e perspectivas futuras

Embora n&o tenha sido utilizado um protocolo de exaustdo previamente
publicado, os animais dos grupos MAV e POL apresentaram uma diminuicdo do
rendimento, aumento do fator de infeccdo (capacidade microbicida reduzida),
comprometimento da ativacdo classica dos macréfagos, ainda que estimulados
com LPS (potente estimulador da resposta imune inata) e desequilibrio entre
citocinas pro e anti-inflamatorias com predominancia anti-inflamatéria. Os animais
dos grupos AVI e MAVI tiveram maior suscetibilidade a infeccdo in vivo por L.

major, auséncia de DTH positiva, aumento da carga parasitaria e visceralizacao da
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infeccdo (no caso do grupo AVI). Além disso, com base na literatura, o protocolo
de exaustéo foi suficiente para provocar um decréscimo persistente na capacidade
de performance apesar de duas semanas de repouso relativo (ROBSON, 2003).

O hipotalamo € o 6rgao responsavel, dentre varias funcdes, pela modulacéo
do sistema nervoso autbnomo e das glandulas adrenais e gonadais (GUYTON;
HALL, 2006). Essa fungcdao moduladora resulta em alteracbes nas concentragdes
plasmaticas das catecolaminas, glicocorticoides e nos niveis de testosterona
(SMITH, 2004). Como as citocinas também tém a funcdo de manter o hipotalamo
constantemente informado sobre qualquer condigéo perturbadora da homeostase
(ROBSON, 2003), o estudo da interagdo entre 0s sistemas imune, nervoso e
endocrino pode ajudar na elucidagdo de mecanismos relacionados ao
desenvolvimento da sindrome do overtraining.

Macréfagos sdo células cuja funcdo estéa relacionada a imunidade inata.
Porém, também desempenham um papel central na imunidade adquirida, pois
apresentam antigenos para linfocitos T se diferenciarem e amplificarem a resposta
imune (MURPHY, 2014). O presente estudo nao investigou a expressédo de
citocinas por células especificas da imunidade adaptativa, a partir de
sobrenadantes de tecidos como baco e linfonodo. Esses dados podem contribuir
para um melhor entendimento do direcionamento do perfil imune para Thl ou Th2
a partir de diferentes sobrecargas de treinamento fisico. A dosagem de citocinas
de Treg e marcacédo de macréfagos M1 e M2 também constituem sugestdes para
futuras intervencgdes.

O papel da nutricdo no desempenho e salde esta mais do que estabelecido
na literatura. A manipulacdo da ingestdo de nutrientes tem o potencial de
promover o desempenho esportivo e a recuperacdo entre as sessOes de
exercicios. Uma perspectiva futura é avaliar como diferentes nutrientes podem
influenciar as adaptacbes ao treinamento fisico, prevenindo o overtraining e
tratando sintomas desta sindrome, especialmente o retardamento da
imunossupressao celular.

Dentre as principais estratégias nutricionais, destacam-se as substancias
moduladoras do sistema imune como a glutamina, aminoacidos e proteinas para
reducdo do dano muscular e aceleracéo da recuperacéao, aléem de antioxidantes e
carboidratos (COUTINHO DE OLIVEIRA; BARBOSA; MASSA; PEREIRA et al.,
2016; GLEESON, 2006). Em situagfes de estresse a rota metabolica da glutamina
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e outros aminoacidos, por exemplo, pode ser alterada, sendo seu fluxo desviado
para o figado e rins, participando da gliconeogénese e regulagdo da acidose,
respectivamente, com o intuito de restabelecer as condicdes homeostaticas
(ROWBOTTOM; KEAST; MORTON, 1996). A glutaminemia se eleva agudamente,
seguida por diminuicdo no periodo de recuperagdo, sendo necessérias algumas
horas para que 0s niveis pré-exercicio sejam reestabelecidos. Dessa maneira, em
decorréncia de suas diversas funcdes fisioldgicas, parte da funcdo imune, como
por exemplo, a proliferacdo linfocitaria e funcdo dos macréfagos pode ser
comprometida contribuindo para o desenvolvimento da sindrome do overtraining
(MACKINNON, 2000). Macrofagos utilizam altos indices de glutamina para
biossintese de energia (DOS SANTOS; CAPERUTO; DE MELLO; COSTA ROSA,
2009). Especula-se que o comprometimento na oferta deste aminoacido possa
contribuir para o desenvolvimento da imunossupressao celular (DOS SANTOS;
CAPERUTO; DE MELLO; COSTA ROSA, 2009; GUIMARAES; TERRA; DUTRA,
2017).

Outras questdes que merecem destaque sdo as possibilidades do
overreaching e as mortes experimentais. O overreaching pode ser classificado em
funcional (de curto prazo) ou extremo (ndo funcional), sendo assim, futuros
estudos sdo necessarios para elucidar o impacto de diferentes periodos de
reducdo do treinamento no desempenho, disturbios na homeostase fisiolégica e
risco de infec¢cdes. Em relacdo a morte experimental, dificilmente encontra-se o
seu relato em pesquisas experimentais sobre overtraining. Nao se sabe se apenas
0S animais mais resistentes sobrevivem aos regimes mais intensos de treinamento
para se discutir um viés amostral nesses grupos quando comparados a grupos
sedentarios ou de exercicio leve. Sugerimos que tais informacdes nao sejam
negligenciadas. Estudos que utilizem animais resistentes (C57BL/6) e suscetiveis
(Balb/c) na mesma amostra podem contribuir para o aprofundamento dessas e

outras discussoes.
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CONCLUSAO

O treinamento aerdbio de muito alto volume comprometeu a capacidade
fisica em longo prazo. Tanto esse tipo de treinamento como a inatividade fisica
sdo condigbes que aumentaram a suscetibilidade de infecgces em macréfagos e
nos animais durante infecc¢ao in vivo. A distribuicdo coerente de cargas atraves do
treinamento aerobio moderado foi a melhor estratégia para a promocao da
resposta imune celular, melhora da capacidade fisica e controle da ingestdo de
alimentos. Pouco exercicio aer6bio ndo melhorou a capacidade fisica, mas

promoveu a resposta imune celular.
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EXCESSO DE EXERCICIO FISICO AUMENTA A SUSCETIBILIDADE DE INFECCOES EM MACROFAGOS

Autores: Guimaraes T, Tema R, Dutra B
Institulgdes: LUER] - Rio de Janalro - Rio de Janglro - Brasll, UNESA - Rio de Janeha - Rlo de Janelro - Brasll.

Introdugao e Objetivo: A inatividade fisica € uma das prindpais causas atribuidas a0 deserwolvimento de doengas crdnicas nao transmissiveis. No entanto, cargas
extenuantes de exercicie podem prejudicar o desempenho & promover danos  salde, como alteragdes no sistema imunaldgico e sindrome do avertraining. Meste sen-
tido, o objetivo do presente trabalho foi investigar o efeito crénico da exercitio fisico em diferentas combinagdes de frequénda, duragio e intensidade, especialmente o
treinamento exaustive, na modulagis da fungdo de macrdfagos através de modelo experimental com camundonges Balb/t.

Casuistica e Método: Uma amastra com 65 camundongos jovens foi alezstorizmente dividida em cinco grupos: controle sedentério (SED), leve (LEV), moderado (MOD),
intenso (INT) e extenuante (EXT). Com excegio do SED, os demais grupos foram submetides a 10 semanas de treinamente de natagio, variando em intensidade de zero
3 3,5% da massa corporal, duragio de 20 2 150 minutos por sessio e frequéncia de duas a cinco vezes por semana. 0 grupo polimento (POL) foi constituido no final da
décima semana de treinaments (n=5) 2 partir do grupo EXT. O descanso ative neste grupo teve a duracio de duas semanas, onde a frequéncia, duragio e intersidade
das sessoes foram reduzidas. O teste de capaddade fisica foi realizado antes, no meio e ao final do periodo de 10 semanas de treinamento, assim come ao final do peri-
odo de polimento para o grupo POL Apds a eutanisia, macrdfagos foram obtidos por lavagem peritonezl & mantidos em meio RPMI na presenca de promastigotas de
Leishmania major. Os nivels das citodnas TNF, [FN-y, MCP-1, IL-10 & IL-6 nos sobrenadantes dos macréfagos foram mensurados pelo método de CBA (BD Biosciences®).

Resultadas: O teste de capacidade fisica apds cinco semanas de treinamento revelou uma diferenga estatistica significativa no tempo até a exaustao, indicando o melhor
desempenho para o grupo EXT (p<001). Mo entanto, 2o final de 10 semanas os grupas MOD e INT apresentaram o melhar desempenha, com diferenca estatistica para
o grupa EXT (p<0,05). O grupo POL, apesar de duas semanas de redugao das cargas de treinamento, piorou o desempenho em relagao 20 grupo EXT (p <001} O grupo
POL apresentou o maior indice de infecgio {1 84+28 96}, com diferenga estatistica em relagio ao MOD {1948 53) (p < 0.001) e LEV (40,4 + 1501} (p<0,01). O segundo maior
indice de infeccao foi encontrado no grupa EXT (145,9£59,56), com diferenca estatistica em relago ao MOD {p<0,001) e LEV {p<0,01). O grupo SED apresentou o terceiro
maior indice de infecgio (132,2+54,16). O padrio nas concentraghes de ditocinas obtidas in witro sugere uma resposta Th1 mais aparente no grupo MOD Os grupos SED
& EXT aparentaram uma resposta com predominancia de Th, além do grupo INT.

Discussao: Compreender como pardmetros relacionados ao exerdicio podem modular o fundonamento do importanie sistema de reconhedimento e reparo, o sistema
imunolégico, em muito pode contribuir para o entendiments da homeostase e condigées perturbadoras deste estado, primordiais para uma vida saudivel e com guali-
dade O exercicio fisico tem sido associado a inumeros beneficios bioldgicos e fundenais. Existern protocolos de exercicios intensos potendalmente benéficos, como por
exemplo, o treinamento intervalado de alta intensidade. Entretanto, seus efeitos desejdveis parecem depender de uma posologia adequada. Este estudo evidenciou que
o treinamento severo apresenta efeitos dmilares na funcio de macrdfagos em relagso & inatividade fisica

Conclus@o: Embora o grupo EXT tenhia apresentado os melhores pardmetros de capacidade fisica no meio do periodo de treinamenito, seu desempenho foi prejudicado
apos 10 semanas e a imunidade celular in vitro foi comprometida. Foi confirmada a hipotese de gue o excesse de esiresse provocado pelo exercicio, ou sua auséncia,
aumenia a suscetibilidade de infecpbes em maoofagos, alem de gue a distribuigio coerente das cargas de treinamenio promove o desempenho e o eguilibrio imunologico.
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Chronic effects of exhausting exercise and overtraining on the
immune response: Trp1 and Th2 profile

Thiago Teixeira Guimardes!23°, Rodrigo Terral, Patricia Maria Louren¢o Dutral~?

REVIEW ARTICLE

ABSTRACT
Althoungh physical inactivity figures as one of the main causes artributed ro mortality, the damage caused
by excessive exercise is also a reality. Professional athletes, amareur of uncompetitive modalities
beneficiaries are often affected by deleteriows conditions resulting from eXcessive exercise, such as
neurclogical, endocrine and immune origin. The thin line between losses and benefits of successive
fatiguing sessions effort depends on the understanding of concepts and methodological training
principles. Exercise may have a paradoxical relarionship and its consistent prescription in terms of public
health depends on a better understanding of their cellular mechanisms. In this sense, the purpoese of this
review was to explore a promising topic in sports science, able to contribute to elucidate such
mechanisms: T,1 and T,2 profile of the immune response relared wich chronic exhausting exercise and

oVertraining.

Keywords: overtraining, exhaustion, immune system, physical activity, cytokines.

INTRODUCTION
Although the expectation of global life has
increased, the number of people affected by
chronic  diseases, such as cardiovascular,
diabetes, types
disorders, bone and joint diseases has also
increased (Handschin & Spiegelman, 2008; Lee

et al.,, 2012). Physical inactivity figures as one of

several OF cancer, mental

the main causes attributed to mortality (Hallal
et al., 2012). According to the World Health
Organization (2012), in addition to causing
suFFeri'ug, functional dependence, inrangtb]e
costs on health systems and reduced quality of
lifa, these diseases account for 58.5% of all
deaths worldwide.

On the other hand, the damage caused by
excessive exercise is also a realit}f. The intense
pllysical exercise can optimize perfarmance and
health (Gohil & Brooks, 2012), however,
strenuous loads of mental and physical stress
can cause numerous deleterious conditions such
pathological

as overtraining syndrome,

remodeling and heart arrhythmia, and muscular
and skeletal injuries. The immune imbalance
seems to be the origin of the problen1 (Srn'tth.
2000). In this sense, the purpose of this review
is to explore a promising topic in sports science,
able to contribute to the elucidation of such
mechanisms: Tl and T2 profile of the immune
response related with chronic exhausting
exercise and overtraining. Few chronic studies
involving Pro‘toco]s of  exhaustion and
overtraining were carried out to investigate the
change in the relationship between T, 1 and T2
cells. For such, the following topics will be
addressed: 1) Thin line between risks and
benefits of heavy physical exercise; 2) General
characteristics of the immune response; 3) Basic
considerations on the immune response to

4) Chronic effects

exercise and overtraining: T,,1 and T,,2 profile; 5)

exercise; of exhaustive

Physical inactivity, excessive exercise and public

health.
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Thin line between risks and benefits of heavy
physical exercise

Exercise has been considered a "polypill”
& Lucia,
2013), able to promote numerous biclogical and

(Fiuza-Luces, Garatachea, Berger,
functional benefits. There are intense exercise
protocols potentially beneficial, such as high
intensity  interval
(Burgomaster et al.

training, for example
2008; Burgomaster,
Hughes, Heigenhauser, Bradwell, & Gibala,
2005; Gibala & McGee, 2008). It can be found
inn the literature results pointing out that
maximum exercise active areas of the brain
limbic system, regions could be related to the
promotion of pleasure, emotions and rewards
2014;
Deslandes, 2014). Other positive examples of
high intensity exercise include the greater

(Guimardes et al., Guimardes &

impact on energy expenditure (and possibly on
body addition to the

overreaching, temporary exhaustion induced by

composition), in

excessive training, followed by physioclogical
overcompensation and improvement of physical
fitness.

Meeusen et al. (2006)

OX-'EI'I'E‘.B.(_‘J]..lllg 45 4

defined functional
short-term performance
decremeut V;"ithﬂlllt Severe psychological or other
lasting negative symptoms that eventually leads
to improvement in performance after days of
recovery (Meeusen et al., 2006). This condition
is relatively easy to be recovered in the short
term, between two and four weeks (Fry &
Kraemer, 1997; Fry, Morton, & Keast, 1991}).
(2006)
nonfunctional overreaching as a performance

Meeusen et al. characterized

decrement that can be reversed after weeks or

months of recovery, while a performance
decrement in overtraining syndrome can last
meonths to years. It has been proposed that
overreaching is a stage prior to overtraining
(Rogero, Mendes, & Tirapegui, 2005). Short
periods of rest between emercise sessions, in
addition to increases in volume and intensity of
training, can make the practitioner routine
increasingly exhausting (Rogero et al., 2005).
Individual differences in recovery time, ability to
perform and tolerate physical effort, the impact
of adverse weather conditions, lack of nutritional

planning (contral of carbohydrates, amino acids

and hydration, for example) and other stressors
not related to training (sleep, diet, family,
studies, work, leisure, finances) may explain
why each practitioner has a different answer for
the same routine or training planning (Freitas,
Miranda, & Bara Filheo, 2009; Wanner, Wilke, &
Dutffield, 2016).

Amateur or professional athletes are often
affected by deleterious conditions resulting from
excessive exercise, such as neurological.
endocrine and immune. These changes are the
overiraining syndrome characteristics, invelving
mood and anxiety disorders, depression, general
apathy, emotional instability, loss of appetite,
sleep disorders, hormonal changes, increased
heart rate at rest and increased vulnerability to
infection and injury in addition to muscle and
joint pain (Kellmann, 2010; Mara Mello
Portugal et al., 2013; Reardon & Factor, 2010;
Schaal et al., 2011). Overtraining can be defined
as a condition of poor adaptation to a chronic
period of emcessive stress caused by physical
exertion, resulting in the development of the
syndrome, compromising the health and sports
performance (Kreher & Schwartz, 2012).

The prevalence of the overtraining is rarely
studied, but it is estimated that 60% of
marathoners, 50% of football players and 33% of
basketball

symptoms (Armstrong & VanHeest, 2002).

players have experienced its
Hm&'ever, frequently, Fitne-.ss progra.nls fDI' People
who do net aim the competition invelving
endurance exercise, strength and speed also
Cause undesir‘ab]e acute or C]]Iﬂlli{: damage and
side effects (Rogero et al, 2005). One of the
most common symptom or consequence of the
muscle damage suffered by beginners is the
delayed onset muscle soreness, characterized as
a feeling of discomfort in the skeletal muscle,
which
triggered by inflammation from excessive

overloads (Foschini, Prestes, & Charro, 2007;
Tricoli, 2001). In addition to beginners, severe

QCCurs a fE‘.W l'lOUfﬁ aﬂ'er EXE‘J"CII.SE,

stress caused by physical exertion in non-

competitive environment can also lead to
extreme complications, as in the study of case
presented in 2011, during the annual meeting of
the American College of Sports Medicine

(Hadeed, Kuehl, Elliot, & Sleigh, 2011). Three
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days after a session of intense exercise, based on
the Crossfit method, a 33 year old male,
previously asymptomatic and physically active,
e)cperieuced a condition of rhabdomyo]ysis
(Hadeed. Kuehl, Elliot, & Sleigh, 2011). This
syndrome is characterized by damage to the
skeletal muscles, the result of extrawasation of
intracellular content (Criddle, 2003; Lopes &
Costa, 2013). Microtraumas from exercise may
include disruption of extracellular matrix,
basement membrane, and the sarcolemma,
resulting in the release of intracellular proteins
5 u—Cll as myo g].@bil‘l, lact:lt =} -d&llydr‘cgenase)
aspartate aminotransferase and creatine kinase
(CK), for example, into the Dbloodstream
(Catanho da Silva & Macedo, 2011; Lazarim et
al., 2009). When the stress caused by physical
effort is  controlled, the degenerative
micr{}tmuma are fﬂllo‘-"ed by a regeﬂerative
tissue repair phase resulting in remodeling of
damaged tissue (Catanho da Silva & Macedo,
2011; Smich, 2004). However, excessive stress
can result in muscle weakness, myalgia, nausea,
renal failure or even lead to death (Lopes &

Costa, 2013).

Table 1

Excessive endurance exercise in people with
different levels of physical fitness, as well as
skeletal
parhclogical remode]ing of the heart structures
and adjacent arteries (O'Keefe et al, 2012).

muscular and injuries, can induce

Marathons, ultramarathons, triathlons, toe long
blke races, Camn cause acufe Vclunle Dverlclac[ Iﬂ
the atria and ventricles, with transient decreases
in ventricular ejection fraction and cardiac
biomarker elevations, which return to normal
within a week. Over months and years of
repetitive stress, this process may result in
fibrosis of the myocardiunl, pa.rticularly in atria,
ventricles and interventricular septum, which
may develop fibrillations and arrhythmias
(O'Keefe et al., 2012; Patil et al., 2012).

The desirable effects of exercise seem to
depend on an adequate dose, or a dose that
cannot cause side effects. Excessive exercise can
damage health of practitioners from many
different levels of physical fitness and sports
purposes, inducing a reduction in physical
performance and ends the competitive athlete's
career early. Table 1 summarizes possible risks
and benefits of exercise in prolonged durations,

extreme loads and/or high frequency.

Summary of risks and benefits of exercise in prolonged durations, extreme loads and/or lugh frequency.

Potential Benefits

Potential Risks

QOverreaching;

Owerrraining syndrome, cellular and funcrional lesions;

Increased caloric expenditure, reduced body fat;

Pathological remodeling of the heart and arrhythimidas;

Activatdon of the limbic system of brain rewards,

Loss of performance and health;

pleasure.
Reducrion of adherence to exercise, physical inactvicy
and development of chromic diseases.
General characteristics of the immune antibodies) and cellular immune response (cell-
respense mediated, such as T Iymphocytes and
The immunolcgicnl response  may be macmphages}_ The TCD4+ lymphoc},tes
understood in two steps: innate and adaptive  (helper/helper-Th0) can differentiate into

response. The innate response includes physical
(i.e., skin),

complement system) and the participation of

barriers chemical (ie., tear
cells such as macrophages, neutrophils,
dendritic cells, natural killer cells (NK) and
microbicides molecules such as nitric oxide
(NO) and superoxide anion (22-). The adaptive
immune response invelves mainly T (TCD4~
and TCD8*) and B Iymphocytes and their
products, cytokines and antibodies, respectively.

It can be divided into humoral (mediated for

various cell subpopulations as Tyl (T helper type
1) and Tw2 (T helper type 2), that produce
different standards of cytokines (Del Prete,
2008; Romagnani, 1991; Terra, Silva, Salerno, &
Dutra, 2012). The differentiation of TCD4~ in
Tul Iymphocytes can be stimulated by
interleukin 12 (IL-12) produced by antigen-
presenting cells (macrophages and dendritic

cells),
induced by autocrine action of IL-4 produced by

whereas differentiation into Tn2 is
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TCD4". The Tul cells predominantly produce
interferon-gamma (IFN-y) and are related to
cellular immune response control caused by
intracellular microorganism’s infections. The T2
cells preduce mainly I1.-4 and are related to the
humeral immune response and contral of
extracellular infections. Various factors such as
predominant cytokines in the activation
microenvironment, costimulatory molecules, the
type of antigen and early events occurring during
the innate immune response involving dendritic
cells and NK cells can drive predominant
response, determining control or not of an
infection (Ostrowski, Rohde, Asp, Schjerling, &
Pedersen, 1999; Pedersen & Febbraio, 2008;
Pedersen & Hoffman-Goetz, 2000; Terra et al.,

2012).

Basic considerations on the immune response
to exercise

According to the American College of Sports
Medicine, aerobic activities ranging from 40 to
59% of VO.,.., 55 and 69% of maximum heart
rate and 12-13 on the Borg scale are considered
maoderate, while aerobic activities ranging from
60 to 84% of VOamw, 70 and 89% of maximum
heart rate and 14-16 on the Borg scale are
considered high intensity (ACSM, 199§
Febbraic & Pedersen, 2002; Pedersen &
Febbraio, 2008). The International Society of
Exercise and Immuneclogy (ISEI), in its official
position, points out that immune dysfunction
observed after exercise is more pronounced
when the effort is continuous, prolonged (> 1.5
hours) and held in intensity ranging from

moderate to high (55 and 75% of VOin)
(Pedersen et al., 2003; Walsh et al., 2011).
During and immediately after the exertion
the leukocytes appear to suffer an increase
(transient leukocytosis), followed by a fall
(leucopenia) (Catanho da Silva & Macedo,
2011). The period in which agents of the
immune system are suppressed after the
exhaustion caused by a training session or
competitive event is known as the "window of
opportunity” (Febbraio & Pedersen, 2005). The
increased risk of respiratory tract infections or
other deleterious condition from the opportunity

for pathogens may vary within one to nine hotirs

(Pedersen &  Fischer, 2007), 72 hours
(Steensberg et al., 2000) or even two weeks
(Fischer et al.,, 2004). In addition, it has been
hypothesized that overtraining begins at the
time when new strenuous exercise sessions are
performed without the necessary time to recover
from immunosuppression (Nielsen & Pedersen,
2008).

Mechanical, hormonal and metabolic factors
can modulate the immune response to exercise
(Costa Rosa & WVaisber, 2002). As examples of
mechanical factors, hypoxia, hyperthermia and
muscle injury are capable of generating a
localized inflammatory process (Cesta Rosa &
Vaisber, 2002). Overtraining induced by
downhill running training sessions is associated
with DNA damage in peripheral blood and
skeletal muscle cells, with oxidative stress in
skeletal muscle cells and total blood (Pereira et
al, 2013). DNA damage
lymphacytes, provoked by strenuous exercise,

observed in

may compromise immune function (Dong et al.,
2011; Wierzba, Qlek, Fedeli, & Falcioni, 2006).
The hypothalamus is  the
responsible for coordinating responses resulting
between

system and secretery glands of hormones

structure

from the inferaction the nervous
(cortisol and growth hormone, for example). Its
action changes when there is a neurcendocrine
imbalance (Mackinnon, 2000; Meeusen et al.,
2004; Smith, 2004). Cytokines are able tc
modulate the activity of the hypothalamic-
pituitary—adrena] axis and other areas of the
brain responsible for mood control and anwisty.
Activation of the autonomic nervous system and
the hypothalamic-pituitary-adrenal axis togethes
with suppression of the hypothalamic-pituitary-
gonadal axis can be governed by cytokines such
as IL-1g, IL-6 and TNF-a representing
consequences related to the overtraining
syndrome (Smith, 2000). Athletes with chronic
pain have enhanced production of IL-1, IL-2,
TNF-a and IFN-y and reduced performance in
the ergospirometric test (Vaisberg, de Mello,
Seelaender, dos Santos, & Costa Rosa, 2007).

In relation to metabolism, during catabolic

states like infections, surgeries, traumas,
acidosis and stremuous physical exercises,
plasma glutamine wundergoes a reduction
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(Mackinnon, 2000), correlating with an increase
in symptoms of upper respiratory
infections (dos Santos, Caperuto, de Mello, &
Costa Rosa, 2009). Several studies have shown a
decrease in plasma glutamine concentration

tract

after exhaustive exercise in humans and animals
(Bassit, Sawada, Bacurau, Navarro, & Costa
Rosa, 2000; Castell, 2002; dos Santos et al.,
2009; Kovama, Kaya, Tsujita, & Hori, 1998;
‘Walsh, Blannin, Robson, & Glesson, 1998), as
well as in the presence of overtraining syndrome
(dos Santos et al., 2009; Parry-Billings et al.,
1992; Rowbottom, Keast, Goodman, & Morton,
1995). Macrophages use high rates of glutamine
to generate energy and biosynthesis (dos Santos
et al., 2009). Mice submitted to moderate and
eigllt weeks

to sedentary control,

strenuous training protocols,

relative suffered an
increase in macrophage post-exercise function,
which was supported hy enhanced g]utamine
consumption and metabolism (dos Santos et al.,
2009).

Insulin metabolism also appears to be
compromised by overtraining status, affecting
factors related to immune function (Pereira et
al., 2014). Besides the liver suffer an up
regulation of gluconeogenesis, promoting a
high-caloric state and redirecting even more
amino acids (like glutamine) to this function,
insulin presents its metabolism altered. An
eight-week protocel involving three groups of
rats under different

(sedentary, moderate, and strenuous), evidenced

training combinations
an impaired insulin signaling pathway with
concomitant increases in enzymatic complex
linked to the cellular response to inflammation,
the  stress-activated protein  kinases/Jun
aminoterminal kinases and the suppressor of

cytokine signaling 3 (SOCS3) (Pereira et al.,
2014).

Chronic effects of exhaustive exercise and
overtraining: Thl and Tn2 profile

Even if several studies associate extreme
exercise damages with immunosupprassion, the
increase in incidence of disease is not exclusive
of immunosuppression, but, above all, a change
in the immunological profile, from an increase in

humoral immunity coupled with the suppression

of cellular immunity (Lakier Snith, 2003).
While the moderate intensity exercise promotes
a protection against infections caused by
intracellular microorganisms, because it directs
the immune response to the predominance of a
response profile of Tul type, vigorous activities
of anti-

generate increasing concentrations

This

promeoting the predominance of a Ty response

inflammarory  cytokines. condition
profile, in order to decrease the muscle tissue
damage resulting from inflammation, although
this may result in increased susceptibility to
infections (Terra et al., 2012).

Data collected by Terra et al. (2013) showed
that lymph nodes cells from mice submitted to
swimming activity of moderate intensity for 12
weeks presented an elevation in IFN-y and TINF-
o concentrations and 1L.-4 and IL-10 significantly
decreased compared to sedentary group. These
data suggest that moderate exercise promote the
predo:minance of a protective immune response
type Tul in mice (Terra et al., 2013). On the
other hand, a review written by Smith (2000)
suggests that trauma generated in muscle and
skeletal

provoked by exercise, produce large amounts of

system, from the extreme stress

proinflammatory cytokines such as IL-1B, IL-6
and TNF-a (Smith, 2000). The positive feedback
of the anti-inflammatory components becomes
imminent and the imbalance in Tl and T2
profile can reflect a disturbing condition of
chronic  stimuli,

homeostasis. Successive

without proper recovery of stable physiological

state, may develop symptoms related to
overtraining.
Few studies, however, have tasted the

that Tl
chronically altered by overtraining. There are

hypothesis and Tw2 profile are
ethical limitations in studies with humans and
animals, therefore, are more frequently used.
Despite the different protoc0ls of chronic
exhaustion and populations used, the results

indicate a predominance of the T,2 response on

T.1.

Protocols of four to six days of exhaustion.

Mice experienced a suppression in antigen
presentation by macrophages three and 24 hours
after four days of exhaustive training when
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compared to moderate group (Ceddia & Woods,
1999). Macrophages are antigen presenting cells
capable of causing differentiation of TCD4-+
lymphocytes into Til. The authors suggested
that cellular immunosuppression is a
consequence in reducing differentiation of Txl
new cells, causing an imbalance in T..1 and T,2
profile. In another study, seven cyclists under six
days of intensified training also experienced an
imbalance in the ratio T:l/T:2 immediately after
an exhaustive effort session and the end of two
weeks of rest (Lancaster et al., 2004). It was
observed a reduction in [FN-y while IL-4
remained unchanged. Therefore, the ratio IFN-
y/IL-4 reduced with severe stress and was
associated with the window of opportunity

(Lancaster et al., 2004).

Studies

(overtraining).

The study of Ru and Peije (2009) found that
eight

progressive training, six days a week, provoked a

with longer intervention tirme

rats  submitted to nine weeks of
cellular immunosuppression by predominance of
T2 response, reduced systemic hemoglobin
concentration and decreased in testosterone and
corticosterone 36 hours after the last training
session. Seven days after the last session, the
authors found in the spleen a reduction of
natural killer T cells and IFN-y in addition to IL-
4 inereased, unbalancing the ratio T»l1/T:2
through IFN-y/1l-4 compared to the control
group (Ru & Peijie, 2009),

Farhangimaleki et al. (2009) found in cyclists
that combined a maintenance of intensity with a
decrease in the duration (tapering) within one to
three weeks, immediately after eight weeks of
training with increasing volume, an
improvement in performance compared to a
control group. The control group, who trained
for eleven weeks progressively from the first to
the eleventh, did not improve performance as
well as IL-1 B, IL-6 and TNF-x increased in
relation to tapering group. Although the authors
did not evaluate the Tw2 profile, the findings
suggested the importance of tapering Periocl to
prevant disturbances in physiological
homeostasis, risk of infections and fatigue

(Farhangimaleki, Zehsaz, & Tiidus, 2009).

PRE POMINANCEIN Thl
(CELLULAR IMINIL NDPROTECTICM |

STRESS PROVOKED
BY PHYSICAL TRAINING

PRECOMIN ANCE IN The
(CELLLALAR IMMLUNOSUPPRESEION]

Figure 1. [Excessive chronic stress caused by
physical training generates an imbalance in T,1 and
Tr2 profile with predominance in T2, cellular
immunosuppression,  increased  suscepribility  to
infections, signs and symptoms of overtraining. The
sedentary condition, studied through control groups
without exercise, also represents risks to cellular
immunity and health. Moderate training seems to
promote the balance between Trl and Tp2 with
predominance in Tel, generating a cellular
immunoprotected response.

Gholamnezhad et al. (2014) investigated the
effect of eight weeks of moderate training and
eleven weeks of severe training (overtraining),
immediately, 24 hours and two weeks after in
the plasma concentration of cytokines. Although
TNF-a  has
overtraining post two weeks recovery, [L-10 and
IL-4 increased in both conditions, and IFN-y
increased just at moderate group. Even though
the authors have not shared

increased in overtraining and

the results of
phy.sical capacity, moderate training prcmoted
groups,

including the control, was observed cellular

cellular immunity while in other

immunosuppression (Gholamnezhad,
Boskabady, Hosseini, Sankian, & Khajavi Rad,
2014). These groups had a response directed to
the Tw2 profile while the response of moderated
group was directed to the Tul profile. In this
study, two weeks of recovery (tapering) were
cellular

not  enough to  reverse  the

immunosuppression, as the

findings of
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(2009).
summarizes the changes of different types of

Farhangimaleldi et al Figure 1
chronic stress caused by physical training in Ty1
and Ti2 profile.

Overtraining can be seen as the third stage of
the General Adaptation Syndrome, originally
described by Hans Selye in 1936. The depletion
stage (third stage) refers to recover for survival,
unlike the latter, in which the body resists the
alarm (first stage) and adapts. The third stage is
bod}f against
physiological stress. The signs and symptoms of

to protect the excessive

overtraining syndrome are the positive
precaution peint of view against even more
severe damage (Smith, 2000). Numerous models
to explain the mechanisms of acute and chronic
fatigue have been developed, but few discuss the
relationship of cytokines between the need to
repair and regulate afferent feedbacks that
process signals that might lead to sensations and
feelings of exhaustion (Vargas & Marino, 2014).
The organism requires absolute repose and
negative changes in Tyl and T2 profile appear to

help the immune system to repair even greater

injuries.
Physical inactivity, excessive exercise and
public health

According to the concept of Hormesis

favorable biclogical responses generally occur
due to the properly controlled exposure to
stressful stimuli (Radak, Chung, & Goto, 2008).
In the context of public health, not only physical
inactivity should figure as the main concern. The
exercise has been considered a miracle drug
because there is epidemiological evidence to
corroborate this statement. However,
experimental studies question the effectiveness
of any -:onfiguration of a physica] training
program

duration. Regular exercise has benefits before

in relation to the intensity and

however,
(2009),

overtraining is a poorly understood process.

the development of overtraining,
according to Farhangimaleki et al.

The state of physical and mental exhaustion
not only impairs performance. Its signs and
symptoms are consistent with the development

health

diseases.

similar to chronic

The

of damage to

noncommunicable difference

between medicine and poison is the dose. With
physical exercise does not seem to be different.
In this context, we suggest more attention of
researchers and policy makers not only to
Physical inactivity, but at the excessive exercise.
The  immune  imbalance and  cellular
immunosuppression represent a promising topic
in sports science that can help breaden the
understanding and discussion of the paradox of

exercise.

CONCLUSION
Chronic exhaustive training may cause the
in Tyl and T.2 profile
predominance in T2,

imbalance with
resulting in cellular
immunosuppression, increased susceptibility to
infections, inflammation, signs and symptoms of
overtraining. On the other hand, the moderate
training seems to promote the balance between
Tul,

T.1 and T.2 with predominance in

generating a cellular immunoprotection.
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Excesso de exercicio fisico aumenta a suscetibilidade de infec¢cdes
Thiago Guimardes®, Rodrigo Terra', Ana Lima®, Patricia Dutra®
Laboratério de Imunofisiologia do Exercicio — LIFE/UERJ

INTRODUCAO: a inatividade fisica figura como uma das principais causas
atribuidas ao desenvolvimento de doencas crbnicas ndo transmissiveis. Porém,
cargas extenuantes de exercicios podem prejudicar o desempenho e gerar
prejuizos a saude, como a imunossupressao celular, janela de oportunidades e o
overtraining. OBJETIVO: investigar o efeito cronico do exercicio fisico em
diferentes combinacdes de intensidade e duragdo na modulagdo da imunidade
celular (macrofagos), através de modelo experimental com animais. MATERIAIS E
METODOS: uma amostra com 40 camundongos jovens (6 semanas de vida) foi
dividida randomicamente em cinco grupos, sendo eles “controle” (6), “leve” (6),
“moderado” (8), “pesado” (10) e “extenuante” (10). Com excecdo do controle, os
demais grupos foram submetidos a 10 semanas de treinamento de natacao,
variando na intensidade de zero a 2% da massa corporal, duragdo de 20 a 150
minutos por sessdo e frequéncia de duas a cinco vezes semanais. O teste de
capacidade fisica foi realizado antes, na metade e ao final do periodo de
treinamento. Ap0s a eutanasia, os macrofagos foram obtidos por lavagem
peritoneal e mantidos em meio de cultura RPMI na presenca de promastigotas de
Leishmania major. RESULTADOS: o teste de capacidade fisica ap6s a quinta
semana de treinamento revelou uma diferenca estatistica significativa do tempo
até a exaustdo entre os grupos pesado (75,81+37,51) e controle (30,34+15,74),
pesado e leve (30,26+20,22), extenuante (93,73+28,57) e controle, extenuante e
leve, extenuante e moderado (41,11+12,88). Porém, ao final da décima semana, o
teste de capacidade fisica revelou que o0s grupos moderado e pesado
apresentaram o0 melhor desempenho, com diferencas estatisticas entre o
moderado (93,58+55,26) e controle (31,08+14,17), pesado (87,59+33,43) e
controle. O grupo extenuante reduziu o tempo até a exaustdo na semana 10
(68,21+£25,19) em relagdo a semana 5. Macrofagos infectados com Leishmania
major do grupo extenuante apresentaram o maior indice de infeccéo
(152,86+22,15), com diferenca estatistica em relacdo aos grupos pesado
(14,46%4,04), moderado (6,01+4,65), leve (25,5+17,52) e controle (56,89+18,19).
O grupo controle apresentou o segundo maior indice de infecdo, com diferenca
estatistica em relacdo aos grupos pesado, moderado e leve. CONCLUSAO:
embora ao final da quinta semana de experimento o grupo extenuante, com maior
volume de treinamento, tenha se destacado dos demais quanto a capacidade
fisica, o desempenho foi prejudicado a partir da segunda metade da intervencéo e
a imunidade celular foi comprometida. Esses dados corroboram com a hipotese de
que o0 excesso de estresse provocado pelo exercicio provoca um aumento da
suscetibilidade a lesdes e infec¢des, além do que a distribuicdo de cargas de
forma coerente em um treinamento promove a performance e o equilibro
imunoldgico.

Apoio: FAPERJ
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APENDICE D

Resumo do trabalho desenvolvido junto a Liga Académica de Medicina do Esporte
e do Exercicio da UERJ (atividade de orientagdo) — SUBMETIDO AO XVIII 2019.

Comparacgéo entre rendimento académico e sintomas de overtraining
Introducdo. A pratica regular de exercicios é reconhecida como promotora e
mantenedora de saude e qualidade de vida. Entretanto, o exercicio fisico regular
parece apresentar beneficios até o desenvolvimento do overtraining (OT), que
compromete o desempenho e a saude. Objetivo. O objetivo do estudo foi verificar
se o rendimento académico de graduandos em medicina esta correlacionado com
o estado de overtraining, além de comparar seus sinais entre estudantes
fisicamente superativos, moderadamente ativos e sedentarios. Métodos. A
amostra consistiu de 107 estudantes (massa corporal total: 68,8 + 15,51 kg;
estatura: 1,68 = 0,10 m) do curso de Medicina da Universidade do Estado do Rio
de Janeiro (UERJ), campus Hospital Universitario Pedro Ernesto. Foi utilizada uma
anamnese para verificar o status de atividade fisica e dividir a amostra em trés
grupos: sedentarios ou insuficientemente ativos (n=35), moderadamente ativos
(n=57) e superativos (n=15). Foi aplicado o Questionario de Sintomas Clinicos do
Overtraining, onde quanto maior a pontuacao (podendo variar de zero a 87), mais
evidentes os seus sintomas. O rendimento académico foi obtido através do
resultado da avaliacéao curricular nas disciplinas com maior carga horaria em seus
respectivos periodos (Anatomia Il, Micro Imuno | e Clinica Médica e Propedéutica
II), com pontuacao variando entre zero a 10. Este estudo foi aprovado pelo Comité
de Etica do Hospital Universitario Pedro Ernesto em marco de 2017 (parecer
namero 1.984.066). Resultados. N&o houve diferenga estatistica significativa,
através da correlacdo ndo paramétrica de Spearman, entre 0s escores de
overtraining e o rendimento académico (rs=-0,058; p=0,554). A ANOVA indicou
diferenga estatistica significativa nos escores de overtraining entre sedentérios
(36,31 + 17,3) e moderadamente ativos (28,15 + 14,17) (p<0,01), entre
sedentarios e superativos (14,66 + 8,86) (p<0,001) e entre moderadamente ativos
e superativos (p<0,01). A ANOVA néo indicou diferenca significativa na
quantidade de horas de sono entre os trés grupos (p>0,05). Conclusao. O
rendimento académico nao é afetado pelo estado de overtraining, porém, pessoas
sedentarias ou insuficientemente ativas podem ser acometidas por seus sintomas
caracteristicos. Existem questdes relacionadas ao desenvolvimento da exaustdo
fisica e emocional que ndo sdo justificadas exclusivamente por parametros
tradicionais do treinamento, como por exemplo, a frequéncia, intensidade, duracao
e o intervalo das sessOes de exercicio fisico.
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ANEXO A

Fases da resposta imune a uma infeccao inicial.
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Extraido de Imunobiologia de Janeway (MURPHY, 2014).



ANEXO B

Componentes do sistema imune inato.
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Barreiras mecénicas, quimicas e microbioldgicas. Extraido de Imunobiologia de Janeway

(MURPHY, 2014).
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ANEXO C

Receptores de reconhecimento em células do sistema imune inato.
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Moléculas reconhecidas pelos receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs) das células do
sistema imune inato (PAMPs e DAMPs). Extraido de Imunologia (ABBAS, 2014).
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ANEXO D

Receptores de reconhecimento em macrofagos.
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Receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs) presentes em macréfagos. Extraido de
Imunobiologia de Janeway (MURPHY, 2014).
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ANEXO E

Sumario da polarizagdo de macroéfagos.
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M1

M2a

M2b

M2¢

M2d (TAM)

LPS + IFN-y

IL-4/IL-13

TLR ligands +
AZR/L-6

TNF-a, IL-1B, IL-B,

IL-12, IL-23

IL-10, TGF-f

IL-10, IL-1p, IL-6,
TNF- @

IL-10, TGF- p

IL-10, VEGF

CD80, CD&s,
CIITA, MHC-Il

CD206, CD36,

IL1Ra, CD163

CD86, MHC Il

CD163, TLR1,
TLR8

CD206, CD204,
CD163

INOS, PFKFB3,

PKM2, ACOD1

ARG1, CARKL

ARG1, CARKL

ARG1, GS

ARG1, IDO

NF B (p65),
STAT1, STATS,
IRF-4, HIF 1, AP1
STATE, GATA3,
SOCS1, PPARy

STAT3, IRF4,
NF-«B (p50)

STAT3, STATS,
IRF4, NF-kB (p50)

STAT1, IRF3,
NF-B (p50)




ANEXO F

Polarizacdo de macrofagos.

LPS,
GM-CSF

M1

TWF, IL-1p, IL-6,
IL-12, IL-23
CCL5, CCLS,
CXCL12,
CXCL4. NO

M2b

IL-10
IL-12 Inlubition
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IL-6
TGF-p. IL-10, CCL13 Adenosine A2a
Mc M2d

IL-10 IL-10
TGF- TGF-p
VEGF

Polarizacdo de macréfagos. Extraido de Viola et al., 2019.
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ANEXO G

Diferenciacéo de células TCD4".

T-bet K

IFN-r

ﬁ RORyt

IL-17, 21, 22

GATA3 FOXP3
IL-4, 5,13 TGF-p/IL-10



ANEXOH

Células TCDA4" sob diferentes estimulos.
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Principais Reagbes Defesado

Papel nas

citocinas imunoldgicas hospedeiro  doengas

élula
Tu1=P> IFNy

,LrCélula IL-4
 Th2=> IL-5
g ‘\ IL-13

la IL-17A
T 1‘-;-» IL-17F
~ H IL-22

Ativacgao Micror-

de ~ ganismos
macréfagos 'Mracelulares

Ativacdo de
mastocitos,
eosinofilos, .
producao de IgE; Paras:las
ativagio heimintos
“alternativa” de
macrofagos .
Inflamagdo Bactérias
neutrofilica, extracelulares,
monocitica. fungos

Doencas
autoimunes, dano
tecidual associado

as infeccoes
cronicas.

Doengas
alérgicas

Doengas
inflamatorias
autoimunes

Representagdo esquematica de células TCD4" virgens (ThO) sob diferentes estimulos e suas possiveis vias de
diferenciacéo (fenétipos finais). Os linfocitos T helper virgens (Th0) podem diferenciar-se nos fenétipos efetores Thil, Th2
eTh1l7 em resposta a antigenos, co-estimuladores e citocinas. As colunas mostram as diferengas entre os subgrupos mais

bem definidos. Extraido de Imunologia (ABBAS, 2014).
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ANEXO |

Ciclo de vida da Leishmania sp.

Bowon

Extraido de Manual de Procedimientos para Vigilancia y Control de las
Leishmaniasis em las Americas (OPAS, 2019)

Apé6s a picada do flebotomineo, neutrdéfilos dirigem-se ao local da lesdo e séo invadidos pelos
promastigotas metaciclicos em um processo inicial de infeccdo. Os parasitos liberados dos
neutréfilos, ou ainda aqueles que n&o tiveram contato com este tipo celular, sao
convencionalmente fagocitados pelos macréfagos, alojados em um fagolisossoma classico, onde
diferenciam-se em amastigotas e multiplica-se por divisdo binaria. Os macréfagos rompem-se,
liberando os amastigotas, que podem infectar novas células. Durante o repasto sanguineo dos
flebotomineos, os amastigotas presentes nos macrofagos da pele, no liquido intersticial (devido ao
rompimento dos macr6fagos) ou no sangue (no plasma ou no interior de mondcitos, no caso de
calazar) sdo sugados e transformam-se em promastigotas prociclicos, os quais se multiplicam por
divisdo binaria no trato digestivo do inseto vetor. Posteriormente, esses protozoarios passam pela
metaciclogénese, 0 processo de aquisicdo do poder infectante, transformando-se em
promastigotas metaciclicos, os quais ndo possuem capacidade replicativa. Apbés a
metaciclogénese o parasito migra para o pro-ventriculo, onde secreta uma molécula chamada
proteoglicana (PPG) formando uma rede. Esta rede e a grande quantidade de promastigotas
presentes neste 6rgdo provocam um entupimento, que, durante o proximo repasto sanguineo,
ocasiona um regurgitamento introduzindo as formas infectantes misturadas ao sangue néo ingerido
e a saliva do inseto vetor no hospedeiro vertebrado.



ANEXO J

Resposta imune a LTA.

Leishmaniose tegumentar americana

Leishmaniose Leishmaniose Leishmaniose
mucosa 4 cutanea P cutanea difusa
L. braziliensis*
L. braziliensis* L. amazonensis L. amazonensis
L. guyanensis
Parasitos: + Parasitos: ++ Parasitos: ++++
macréfagos: + macréfagos: ++ macrofagos: ++++
imun.celular: ++++ imun.celular: ++ imun.celular: -
Ac: +++ Ac: ¢ Ac: 4+
IFN-#++++ - IFN-pese - IFN-1: -
IL-10: ++ IL-10: ++ ILA0:4444
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Legenda: * Principal espécie causadora de leishmaniose cutdnea no Brasil
Ac Anticorpos
IFN-y: Interferon gama
IL-10: Interleucina 10
- auséncia

+ Presenca:+ leve; ++ moderada; +++ intensa; ++++ muito intensa

Reposta imune a Leishmaniose tegumentar americana.



