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Resumo

Héabitos de vida sedentarios estdo diretamente relacionados ao aumento na producdo de
espécies reativas de oxigénio, de modo a proporcionar um estado crénico de estresse oxidativo.
Além disso, o sistema purinérgico esta envolvido na sinalizacdo extracelular e, desse modo,
influencia processos patoldgicos e fisioldgicos. Desse modo, o0 exercicio fisico é responsavel
por desencadear alteracbes moleculares e teciduais, de forma a condicionar processos
fisiopatologicos do organismo, sendo sugerido, muitas vezes, como forma de tratamento ndo
farmacolégico em distintos acometimentos de saide. Assim, 0 objetivo desta pesquisa foi
avaliar o efeito do exercicio fisico sobre os marcadores do estresse oxidativo e do sistema
purinérgico em adultos jovens. Nossos achados mostraram que o exercicio fisico foi
responsavel por aumentar a hidrolise de ADP e ADA em plaquetas, indicando um aumento na
ecto-NTPDase ap0s oito semanas de exercicio fisico. Ademais, houve um aumento na
concentracdo de TBARS e PSH ap6s uma semana de exercicios. Dessa forma, pode-se
considerar que o exercicio fisico resistido pode estimular os mecanismo de defesa antioxidantes
bem como promover um estado anti-inflamatorio e antiagregante plaquetario. Em concluséo,
0 exercicio fisico altera tanto os mecanismos do estresse oxidativo quanto do sistema

purinérgico, de forma a apresentar um potencial de atenuar os mecanismos inflamatarios.

Palavras-chave Exercicio Fisico; Purinérgicos; Estresse Oxidativo; Inflamacéo.

Introducéo

A vida hodierna proporcionou a populacdo habitos como o sedentarismo, a ingestdo de
alimentos industrializados e a exposicdo ao estresse de forma constante. A vida sedentaria
carrega em sua bagagem a maior possibilidade de aquisicdo de doencas cronicas, dentre as
quais: hipertensdo, obesidade, diabetes tipo 2, cardiopatias, sindrome metabdlica e uma maior
taxa de mortalidade precoce [1]. Desse modo, a pratica regular de exercicio fisico esta
associada a melhorias nessas condicBes cronicas adquiridas mediante o sedentarismo,

auxiliando, assim, na prevencao e no tratamento dessas comorbidades [2].



A prética de exercicio fisico possibilita alteracGes bioquimicas e fisioldgicas benéficas
ao organismo humano. Estas atividades podem ser subdivididas em aerébicas e anaerdbicas.
Os exercicios fisicos aerébicos sdo caracterizados por atividades de longa duracdo e baixa
intensidade. J& os anaerobicos, caracterizam-se por atividades de curta duracdo e alta
intensidade [3].

Durante a pratica do exercicio fisico, ocorrem contracfes musculares que alteram o
funcionamento do organismo, a saber: mudancas na contratilidade e na tensdo muscular, maior
producao de adenosina trifosfato (ATP), aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROS) e maior influxo de célcio intracelular. Essas mudancas ativam cascatas de sinalizacdo
celular de modo a regular alteragdes sistémicas produzidas pelo exercicio [3].

Além das alteraces ja citadas, a pratica regular de exercicio fisico auxilia na regulacao
do sistema imunitario, uma vez que promove aumento de citocinas anti-inflamatorias [4]. A
atividade regular por oito semanas melhora a razéo interleucina 10 (IL-10) e fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), de forma a aumentar os niveis de IL-10 e diminuir os niveis de TNF-a
[5].

O sistema purinérgico, assim como demais sistemas bioquimicos, também sofre
alteracdes provenientes do exercicio. Durante o processo de contracdo muscular, ocorre a
liberacdo de ATP devido a deformacdo mecénica dos musculos. Do mesmo modo, ocorre a
liberacdo de ATP como cotransmissor em conjunto com a norepinefrina de terminacdes
nervosas do sistema nervoso simpatico para o ambiente extracelular, os quais atuam mediante
receptores purinérgicos P2 [6].

O ATP liberado para o meio extracelular durante o exercicio fisico pode ser
gradualmente hidrolisado a adenosina difosfato (ADP) e adenosina monofosfato (AMP)
mediante acdo das ecto-nucleosideo trifosfato difosfohidrolase (ecto-NTPDases). O AMP
formado pode ser convertido por acdo da ecto-5'nucleotidase em adenosina (ADO), a qual pode
ser hidrolisada pela adenosina desaminase (ADA) e formar inosina. Todas essas enzimas
encontram-se na membrana celular das células do sistema imunitario. Dessa forma, a acdo das
ecto-NTPDases e da ADA é essencial para o restabelecimento do equilibrio pré e anti-
inflamatério proporcionado pelo ATP celular liberado. Em linfocitos, o ATP é responsavel por
promover a ativacdo de um estado pré-inflamatério, ao passo que a ADO promove um
ambiente anti-inflamatdrio. J& em plaquetas, o ADP € o agente pro-agregante e a ADO, anti-
agregante [7].

O ATP é uma molécula responsavel por fornecer energia para os mais variados

processos do metabolismo celular. Além disso, o ATP, existente em todas as células, € uma



molécula sinalizadora do sistema purinérgico, o qual atua como regulador dos mecanismos
fisiopatologicos no ambiente extracelular [8]. O sistema purinérgico esta envolvido em
diversos processos no organismo humano, a saber: secrecdo enddcrina e exdcrina, processo
inflamatorio, mecanismo de dor, agregacdo plaquetéaria, resposta imune e diferenciacao celular
[9]. Dessa forma, objetivou-se avaliar o efeito do exercicio fisico de moderada intensidade nos

marcadores do estresse oxidativo e do sistema purinérgico em adultos jovens.

Materiais e métodos

Delineamento e populagédo do estudo

O modelo de estudo utilizado é ndo randomizado, do tipo antes e depois, 0 que
possibilitou a comparacdo de dados antes e apds uma intervencdo ser instituida. A amostra
incluiu universitarios matriculados nos cursos da area da saude da Universidade Federal da
Fronteira Sul (UFFS) Campus Chapec6/SC, Brasil. Incluindo 16 participantes para um o de
0,05 e B 0,20, com amostragem por conveniéncia e idades entre 20 e 40 anos, no periodo de
maio de 2018 a marco de 2020, que aceitaram participar da pesquisa mediante assinatura do
termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) e que se encaixaram nos critérios de

elegibilidade.

Critérios de inclusao e exclusao

Os critérios de inclusdo foram tempo minimo de doze meses matriculados em cursos
da area da saude e idade entre 20 e 40 anos (adulto jovem). Os critérios de exclusdo foram:
classificacdo de estresse psicoldgico conforme o inventario de sintomas de estresse de Lipp
(em que, de acordo com a escala, foram excluidos os estudantes que ndo atingiram pontuacao
suficiente para o limiar de estresse), classificacdo abaixo da média de acordo com a escala de

estresse percebido e estudantes que praticam atividade fisica regularmente.
Intervencdes
As intervencBes ocorreram depois de identificados na populacdo alvo do estudo, os

universitarios estressados por meio da Escala de Estresse percebido e pelo Inventario de

Sintomas de Estresse de Lipp. Posteriormente, estes estudantes foram organizados em um



unico grupo, tendo como intervencgdo, o plano de exercicio fisico. O controle foi o préprio
grupo. A intervencdo foi composta por exercicios aerobicos (caminhada de 20 minutos) e
exercicios resistidos (20 minutos), aquecimento inicial (5 minutos) e alongamento (5 minutos),
distribuidos ao longo de oito semanas (trés vezes por semana) de préatica de exercicio fisico de
50 minutos cada aula, perfazendo 21 sessdes de treinamento (totalizando 20 horas), sendo as
trés primeiras para anamnese e adaptacdo ao ambiente e ao gesto motor dos exercicios
propostos. O programa de treinamento seguiu recomendac6es do American College of Sports
Medicine, que indica pelo menos 150 minutos por semana de exercicios de moderada
intensidade. Os exercicios do programa de treinamento fisico foram escolhidos de forma a
englobar os principais grupos musculares, sendo realizados de forma alternada, trés séries para
cada exercicio, de 12 a 15 repeticdes em cada série, sendo a intensidade controlada pela escala
Borg. A sequéncia do programa foi composta pelos seguintes exercicios: caminhada de 20
minutos, exercicio resistido para membros inferiores: extensdo de joelho, flexdo de quadril,
panturrilha e agachamento, e, para membros superiores: biceps, triceps e peitoral. Este
protocolo de exercicio fisico foi realizado por um profissional fisioterapeuta colaborador deste

estudo. As atividades foram realizadas em forma de circuito.

Coleta de amostras de sangue

Foram coletadas amostras de 10 ml de sangue, de jejum, as oito horas da manha através
de puncdo venosa periférica, dentro do laboratério de Microbiologia, Parasitologia e
Imunologia da UFFS Campus Chapecd/SC, realizada pelos pesquisadores devidamente
capacitados para este fim.

Para analise do sistema purinérgico e do estresse oxidativo, fez-se a coleta de quatro
amostras de sangue. Duas coletas de tubos contendo EDTA (plasma e linfocitos-PBMC); uma
coleta em tubo com citrato de sodio (plaquetas); e uma coleta em tubo contendo soro (para

analises complementares).
Protocolo de separacdo de soro, plasma e sangue total com citrato
O tubo contendo gel separador passou por processo de centrifugacdo através de uma

centrifuga modelo Sigma 3-16L mediante 3.500 rpm durante 15 minutos. Logo apds, o0 soro

obtido foi separado em dois frascos: um quantitativo foi colocado em tubo de ensaio para



realizagdo das analises bioquimicas e o restante do soro obtido foi armazenado em um criotubo
no Ultrafreezer Indrel IULT 335D-486 a -80°C para efetuar as anélises do perfil oxidativo.

A partir do contetdo de um dos tubos contendo EDTA, foi realizada a centrifugagéo da
amostra mediante 3.500 rpm durante 15 minutos, e o conteldo sobrenadante compondo o
plasma foi armazenado em um criotubo no ultrafreezer a -80°C para posterior realizagdo das
analises. Um dos tubos contendo amostra e anticoagulante citrato de sddio foi homogeneizado
por inversao e, a partir do sangue total deste frasco, separou-se um volume de 500 uL em um

criotubo e armazenou-se nas condi¢des acima descritas.

Protocolo de separacao dos linfécitos

Para a separacdo da camada de linfécitos, aplicou-se a metodologia de Béyum [10].
Efetuou-se a colocagdo de 4 mL de sangue total com EDTA em um tubo falcon, onde também
se acrescentou 4 mL de solucdo fisiolégica 0,9% (salina); o tubo foi fechado e entdo
homogeneizado levemente. Em outro tubo, colocou-se 3 mL do reagente Ficoll® e, a este,
acrescentou-se levemente pelas bordas a amostra diluida em solucéo fisiolégica, entdo, o tubo
foi centrifugado mediante 1.800 rpm durante 30 minutos. Apés a centrifugacao, verificou-se a
formacao de um gradiente contendo uma camada de células mononucleares (“nuvem”) entre
as camadas do reagente e do plasma. Realizou-se a transferéncia desta “nuvem” de células para
um tubo falcon vazio, onde em seguida foi acrescentado 10 mL de solucéo fisiologica; o tubo
foi tampado e centrifugado a 1.500 rpm durante 15 minutos. Apés este procedimento, o
sobrenadante foi descartado por inversao e, ao precipitado, foi acrescentado 5 mL de salina e
entdo efetuou-se centrifugacdo a 1.200 rpm durante 10 minutos. Novamente, descartou-se o
sobrenadante por inversdo e acrescentou-se 1 mL de solucdo fisioldgica ao precipitado,
seguindo com a realizacdo de centrifugacdo a 1.000 rpm durante 05 minutos. Apds a Ultima
centrifugacao, descartou-se o sobrenadante e acrescentou-se 175 pL de salina, armazenando a

amostra no ultrafreezer a -80°C para efetuar os protocolos analiticos.

Protocolo de separacdo das plaquetas

Para separacdo de plaquetas, empregou-se a metodologia de Pilla et al. [11] modificada
por Lunkes et al. [12]. Com o restante da amostra contendo sangue total em anticoagulante
citrato de sddio, efetuou-se centrifugacdo dos tubos mediante 1.200 rpm durante 10 minutos.

Apdbs remover da centrifuga, transferiu-se o sobrenadante em um tubo de ensaio, o qual foi



centrifugado a 5.000 rpm por 30 minutos. Retirou-se os tubos da centrifuga e descartou-se o
sobrenadante; ao precipitado foi acrescentado 2 ml do tampdo HEPES 3,5 mM a pH 7,2,
homogeneizando até a completa dissolugdo. Esse homogeneizado foi centrifugado por mais 10
minutos a 5.000 rpm. Ap6s o Ultimo procedimento de centrifugacdo, removeu-se o
sobrenadante e acrescentou-se 500 ul do tampao HEPES as plaquetas, armazenando a amostra

no ultrafreezer a -80°C.

Avaliacao do perfil oxidativo

O perfil oxidativo dos individuos em estudo foi avaliado pela determinacdo de
indicadores de estresse oxidativo, sendo as substancias reativas ao &cido tiobarbiturico
(TBARS) e a mieloperoxidase (MPO). As leituras espectrofotométricas foram efetuadas em
espectrofotometro de microplacas MultiskanTM GO, da Thermo Fischer Scientific.

A metodologia adotada para avaliacdo de TBARS seguiu o protocolo de Jentzsch et al.
[13], com leitura a 532 nm. Essa técnica tem como objetivo medir a formagéo de
malondialdeido (MDA), que compreende uma substancia gerada pela reagdo das EROS com
os lipidios de membrana, fendmeno este denominado lipoperoxidacdo (LPO). A LPO ocasiona
alteracdes na membrana que compreendem desde transtornos de permeabilidade a até perda de
seletividade e comprometimento dos componentes da matriz extracelular. O MDA, quando
aquecido em presenca do TBA, origina um composto de coloracdo rosa, o qual foi medido
espectrofotometricamente [13, 14]. As amostras de plasma foram avaliadas em quadruplicata;
pipetou-se nos tubos, sequencialmente, 50 YL de dgua destilada, 5 pL de diterc-butil metil fenol
(BHT) 10 mM, 295 uL de &cido ortofosforico 1%, 25 pL de lauril sulfato de sodio (SDS) 8,1%,
50 pL da amostra e 50 pL de TBA. A curva padrédo foi efetuada com solucdo de MDA 0,03
mM. Ap0s preparo das amostras, estas foram colocadas em banho-maria a 95°C durante 60
minutos e entdo foi procedida a leitura das absorbancias. Os resultados foram calculados pela
multiplicacdo das médias das absorbancias com o fator de correcao, divididas pelo volume de
amostra e expressos em nmol MDA/mL.

Para determinacdo dos tiois proteicos (PSH) e ndo protéicos (NPSH), empregou-se a
metodologia de Ellman [15]. Os tidis reagem com o 2,2’-dinitro-5,5’- ditiodibenzoico (DTNB)
gerando um composto de coloracdo amarela, com leitura a 412 nm. Esses compostos sao
componentes do sistema de defesa ndo enzimatico. As amostras de plasma foram analisadas
em duplicata. Para a determinacdo do PSH, pipetou-se 30 pL da amostra, 260 uL de solucéo

tampao de fosfato de potassio monobasico e dibasico (TKF) 10% e 15 puL de DTNB. Para



dosagem do NPSH, a amostra foi desproteinizada com 150 pL de &cido tricloroacético (TCA)
10% e centrifugada a 2.000 rpm durante 10 minutos e, a partir do sobrenadante, efetuou-se as
analises com 40 pL da amostra, 200 puL de TKF 10% e 20 pL de DTNB. Procedeu-se o célculo
do fator de correcdo (FC) de cisteina, o qual foi multiplicado pela média das absorbancias,
dividido pelo volume da amostra, tendo os resultados expressos em umol/mL de plasma.

A analise da MPO foi efetuada através do método descrito por Suzuki et al. [16], com
leitura a 492 nm. A MPO é uma heme enzima sintetizada por mediadores inflamatérios e
liberada dos leucdcitos (linfocitos e neutréfilos) em locais lesionados. A MPO gera quantidades
substanciais de &cido hipocloroso (HOCI) a partir da reacdo de catalise de ions de cloreto com
peroxido de hidrogénio. O HOCI consiste em uma ERO com elevada capacidade reativa para
formacéo de oxigénio singleto e do radical hidroxil. Esta técnica analitica foi efetuada na
presenca de H.O> como agente oxidante, sendo que a MPO catalisou o0 acoplamento oxidativo
de fenol e da aminoantipirina (AAP), dando origem a um produto colorido, a quinoneimina,
com uma absorbancia lida em espectrofotometro. As amostras de plasma foram analisadas em
duplicata. Pipetou-se 12 pL da amostra, 148 pL de AAP 2,5 mM e 170 pL de H202 1,7 mM,
e incubou-se as placas a 37°C por 30 minutos, procedendo a leitura logo apos a incubacéo.
Efetuou-se o calculo, multiplicando a media das absorbancias pelo FC, e os resultados foram

expressos em mM de quinoneimina produzido em 30 minutos.

Avaliacdo do sistema purinérgico

Para avaliacdo do sistema de sinalizacdo purinergico foram utilizadas amostras de
linfocitos e plaquetas dos individuos em estudo. Para mensuracdo da hidrélise do ATP em ADP
e AMP e avaliacdo da atividade das ectoenzimas NTPDase e ecto-5’-nucleotidase, foi
mensurada a quantidade de fosfato inorganico liberado por meio de ensaio colorimétrico, com
leitura em espectrofotdmetro a 630 nm, utilizando o método de Pilla et al.[11] adaptado por
Lunkes et al. [12]; e a atividade da ADA foi estabelecida através da quantidade de amdnia
liberada pela acdo da enzima sob leitura em espectrofotometro a 620 nm, segundo o método
descrito por Giusti e Galanti [17], conforme procedimentos analiticos padronizados no
laboratdrio. Os reagentes utilizados incluem os substratos do sal dissédico de adenosina 5'-
trifosfato, sal de sodio de adenosina 5'-difosfato, sal de sddio 5'-monofosfato, adenosina, Ficoll-
Histopaque (Lymphoprep) e Coomassie Brilliant Blue G, os quais foram obtidos da Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Todos os demais reagentes utilizados no experimento foram de

grau analitico e alta pureza.



A amostra de plaquetas mantida em tampdo HEPES, empregada para avaliacdo da
enzima ecto-5’-nucleotidase e NTPDase em plaquetas, foi descongelada para realizagdo dos
ensaios. Primeiramente efetuou-se a dosagem de proteinas conforme o método de Bradford
[18]. Para determinacéo das proteinas, empregou-se o reagente Azul de Coomassie, a partir do
qual realizou-se curva padréo em triplicata com albumina bovina, efetuando as leituras em
espectrofotometro UV/VIS 5300 PC, da Metash, a 595 nm, e obteve-se o FC do reagente de
0,073. Para a dosagem de proteina, adicionou-se em um tubo de ensaio 50 uL de amostra e
2.500 pL de Azul de Comassie e calculou-se as concentragoes.

Para a execugdo dos ensaios é necessario que a concentracdo de proteinas na amostra
se encontre entre 0,4-0,6 mg/mL. Para valores obtidos acima destes parametros, efetuou-se a
diluicdo da amostra com o tampdo HEPES. Preparou-se a solucdo de incubagdo empregando-
se cloreto de sodio (NaCl) 1,2 M, glicose 60 mM, cloreto de potéssio (KCI) 50 mM, tris
hidrocloreto (Tris-HCL) 500 mM (pH 7,4), cloreto de calcio (CaCl2) 50 mM e agua destilada,
a qual foi adicionada no volume de 160 pL em cada cavidade da placa juntamente com 20 uL
das amostras em duplicata e pré incubada a 37°C durante 10 minutos. Ao remover a placa do
banho-maria, acrescentou-se 20 pL do substrato (ATP/ADP 10 mM) e incubou-se durante 60
minutos; apds este periodo adicionou-se 100 puL de TCA 15%, o qual permite a interrupcao da
reacdo. Entdo, procedeu-se a coloracdo utilizando 30 puL da amostra e 300 pL de verde
malaquita com leitura da absorbancia em 630 nm. Para a determinacdo da atividade da ecto-
5’-nucleotidase, preparou-se solugédo de incubacdo similar da NTPDase, substituindo o CaCl»
50 mM por cloreto de magnésio (MgClz) 100 mM e utilizou-se como substrato o AMP 20 mM.
Para ambas as determinacfes de hidrolise dos nucleotideos, empregou-se as médias das
absorbancias multiplicadas pelo fator de correcdo do fosfato (FCF), e divididas pelo tempo de
incubacgdo, volume e concentracdo de proteinas. Ao final os resultados foram expressos em
nmolpi/min/mg de proteina.

Para avaliacdo da ADA, foram identificados dois pocos na placa pertencentes a mesma
amostra e pipetou-se 30 pL de amostra apenas no “pogo 017, colocou-se 90 pL de adenosina
nos dois pocos, levando a placa para incubacdo durante 60 minutos a 37°C. Apds esse periodo,
pipetou-se 30 pL da amostra no “pogo 02” ¢, em ambos os pogos, adicionou-se 80 pL de fenol
e 80 L de hipoclorito. A placa foi mais uma vez incubada durante 30 minutos a 37°C e entdo
procedida a leitura a 620 nm. Para definicdo dos resultados, considerou-se a média das
absorbancias e do padrdo, multiplicados pelo FC, expressando os valores obtidos em
unidades/litro (U/L).



Para analise da enzima ecto-5’-nucleotidase e NTPDase em linfocitos, efetuou-se a
dosagem da concentracdo de proteinas nas amostras de linfocitos seguindo o método de
Bradford [18], conforme executado nas plaquetas. Para a operagdo da atividade das enzimas,
adequou-se a concentragdo de proteinas para a faixa de 0,1-0,2 mg/mL; aos valores obtidos
superiores a estes parametros, realizou-se a diluicdo da amostra com solucédo fisiologica. A
avaliacdo da hidrolise dos nucleotideos e atividade da ecto-5’-nucleotidase e da NTPDase em
linfocitos foi efetuada conforme o protocolo de Pilla et al. [11], consoante com o0 empregado
na amostra de plaquetas, diferindo unicamente no tempo de incubacéo, que foi de 70 minutos.

Para analise da ADA em linfocitos, efetuou-se o protocolo de avaliacdo da ADA de

modo similar ao executado com a amostra de plaquetas.

Analise estatistica

Apo6s elaboragdo das planilhas eletronicas, os dados foram submetidos aos testes
estatisticos adequados para cada amostra. A normalidade foi testada pelo teste de Kolmogorov-
Smirnov. As diferencas entre 0s tempos no grupo (antes, ap0s uma semana e apés oito semanas
do protocolo de exercicio fisico), em relacdo as variaveis do estudo, foram avaliadas através
da analise de variancia ANOVA. As amostras que nao apresentaram distribuicdo normal foram
substituidas pela analise de variancia ANOVA, pelo teste de Kruskal-Wallis. Quando houve
diferenca, os tempos foram comparados entre si com correcao de Student-Newman-Keuls para
variaveis paramétricas e correcdo de Bonferroni para varidveis ndo paramétricas. Foram
consideradas estatisticamente significantes as diferencas em que a probabilidade de rejeicédo da

hipdtese de nulidade foi menor que 5% (p<0,05).

Aspectos éticos

Para a realizacdo do estudo foi seguido todos os rigores éticos contidos na Resolugédo
do Conselho Nacional de Saide (CNS) N° 466 de 12 de dezembro de 2012, que trata das
pesquisas com seres humanos e preconiza o sigilo dos dados e anonimato dos participantes e
da instituicdo, onde se realizou a pesquisa.

Este estudo esta vinculado ao projeto “Ensaio Clinico Randomizado de Atividade Fisica
e Meditacdo para Reducdo de Estresse: Implicacbes sobre o Risco Cardiovascular e

Biomarcadores” o qual possui aprovagao pelo comité de ética em pesquisa (CEP) do Instituto



de Cardiologia do RS/Fundacdo Universitaria de Cardiologia e foi registrado mediante
Plataforma Brasil sobre 0 CAAE: 85407018.3.0000.5333.

Os participantes foram esclarecidos em relagcdo ao objetivo da pesquisa e sobre 0s
métodos utilizados para a coleta dos dados e intervencao, bem como a avaliagdo dos mesmos.
Foi assegurada a garantia de impessoalidade nas respostas, bem como a possibilidade de
interromper a participacdo quando achar necessério e também o direito de acesso aos
resultados. Enfim, foram seguidas todas as exigéncias da lei para manter o respeito, a dignidade

e a liberdade dos participantes.

Resultados

A amostra foi composta por 16 estudantes da area da saude da UFFS Campus Chapeco-
SC, Brasil. Destes, dois eram do curso de medicina (12,5%) e 14, do curso de enfermagem
(87,5%). Quanto ao sexo, trés eram do sexo masculino e, 13, do sexo feminino. A idade variou
entre 20 e 40 anos (M=23 e SD=3,6).

Sistema purinérgico

As andlises laboratoriais do sistema purinérgico indicaram, atraves da Generalized
Estimating Equations (GEE), com p=0,717, ndo haver diferenca na média de ATP linfocitos
em relacdo aos momentos pre, uma semana e oito semanas apds pratica do exercicio fisico (Fig.
1). Ademais, no que se refere a hidrélise de ATP em plaquetas, através da GEE, com p=0,062,
verificou-se ndo haver diferenca na média de ATP plaquetas em relacdo aos momentos pré,

uma semana e oito semanas apds pratica do exercicio fisico (Fig. 1).
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Fig. 1 Hidrolise de ATP em linfocitos e plaguetas nos momentos pré, uma semana € 0ito
semanas apds protocolo de exercicio fisico. Dados analisados pelo teste GEE, expressos em

média e desvio padrao.

Em relacdo a hidrdlise do nucleotideo ADP, em plaquetas, observou-se uma diminuigdo
significativa na hidrolise desse nucleotideo no grupo apds 8 semanas de exercicio fisico, com
p=0,001. Através da GEE complementada pelo teste de comparac6es multiplas de Bonferroni,
ao nivel de significancia de 5%, verificou-se que a média de ADP plaquetas nos momentos pré
e uma semana apos exercicio ndo se diferiram entre si, todavia, foram significativamente

maiores do que no momento 8 semanas apos exercicio (Fig. 2).
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Fig. 2 Hidrolise de ADP em linfocitos e plaquetas nos momentos pré, uma semana e 0ito
semanas apds protocolo de exercicio fisico. Dados analisados pelo teste GEE, expressos em

média e desvio padrdo. O asterisco indica diferenca estatistica *p<0,05.

Referente ao AMP, através da GEE, com p=0,071 (linfocitos) e p=0,121 (plaquetas),
verificou-se ndo haver diferenca na média de AMP tanto em linfocitos quanto em plaquetas em

relacdo aos momentos pré e pos pratica do protocolo de exercicio fisico (Fig. 3).
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Fig. 3 Hidrdlise de AMP em linfocitos e plaquetas nos momentos pré, uma semana e 0ito
semanas apds protocolo de exercicio fisico. Dados analisados pelo teste de Generalized

Estimating Equations (GEE), expressos em média e desvio padréo.

Para mais, no que se refere a hidrdlise de ADA em linfocitos, através da GEE, com
p=0,225, verificou-se ndo haver diferenca na média de ADA linfécitos em relacdo aos
momentos pré e pos pratica do exercicio fisico (Fig. 4). Ja em relacdo a hidrolise de ADA em
plaquetas, através da GEE complementada pelo teste de comparagdes multiplas de Bonferroni,
ao nivel de significancia de 5%, verificou-se que a média nos momentos pré e uma semana
apos protocolo de exercicios ndo se diferiram entre si, todavia, N0 momento oito semanas apos
exercicios a hidrolise de ADA foi significativamente maior do que no momento pré exercicio,
com p=0,041 (Fig. 4).
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Fig. 4 Hidrélise da ADA em linfocitos e plaguetas nos momentos pré, uma semana € 0ito
semanas apds protocolo de exercicio fisico. Dados analisados pelo teste GEE, expressos em

média e desvio padrdo. O asterisco indica diferenca estatistica *p<0,05.



Perfil oxidativo

O perfil oxidativo dos individuos em estudo foi avaliado pelas concentracdes de
indicadores de dano oxidativo, como a peroxidacdo lipidica por TBARS e a atividade da
enzima MPO, avaliou-se, também, componentes do sistema de defesa antioxidante, como PSH
e NPSH. Em relacdo a peroxidagdo lipidica por TBARS, através da GEE complementada pelo
teste de comparagdes multiplas de Bonferroni, ao nivel de significancia de 5%, com p=0,012,
verificou-se que a média de TBARS foi significativamente maior no momento pré do que no
momento uma semana apés exercicios. Ndo houve diferenca significativa entre os demais
momentos (Tab. 1).

No que tange a atividade da enzima MPO, através da GEE, com p=0,907, verificou-se
ndo haver diferenca na média de MPO em relacdo aos momentos pré, uma semana € 0ito
semanas apos a pratica do exercicio fisico (Tab. 1).

Ja em relacdo ao sistema de defesa antioxidante PSH, através da GEE complementada
pelo teste de comparagbes maltiplas de Bonferroni, ao nivel de significancia de 5%, com
p=0,004, verificou-se que a média de PSH foi significativamente menor no momento pré do
exercicio fisico do que nos demais momentos. Ademais, ndo houve diferenca significativa entre
uma semana e oito semanas apds o exercicio fisico (Tab. 1).

Por fim, no que se refere ao sistema de defesa antioxidante NPSH, com p=0,445,
verificou-se ndo haver diferenca na média de NPSH em relacdo aos momentos pre, uma semana

e oito semanas apos a préatica do protocolo de exercicios (Tab. 1).

Tab. 1 Parametros de perfil oxidativo nos momentos pré, uma semana e 0ito semanas apos 0

protocolo de exercicio fisico

Parametros Pré 1 Semana 8 Semanas Valordep
TBARS 10,474 +7,139 5,603 +£4,000 8,597 +6,011 p=0,012
MPO 1,134+0,734 1,171+0,385 1,150+0,458 p=0,907
Tiois Proteicos 0,094 +0,058 0,158+ 0,076 0,155+0,080 p=0,004

Tiois Nao-Proteicos 0,054 +0,016 0,050 +0,008 0,049 +£0,006 p=0,445
Legenda: Unidades de medidas: TBARS — nmol MDA/mL; MPO — mM de quinoneimina

produzido em 30 minutos; Tidis proteicos e ndo-proteicos — umol/mL de plasma.




Discussao

Em decorréncia da mudanca do estilo de vida da populacdo, nas ultimas décadas, a
inatividade fisica tem contribuido de forma significativa para 0 aumento do sedentarismo. Para
mais, 0 sedentarismo contribui para 0 aumento de problemas de salde, tais como hipertenséo,
obesidade, doengas cardiovasculares, diabetes mellitus tipo 2, dentre outras comorbidades [19].
Dessa forma, muitos estudos sdo realizados com a finalidade de buscar novos conhecimentos
no que tange aos efeitos do exercicio fisico a saide humana. Dentre as inimeras alternativas
estudadas, destacam-se os componentes do sistema purinérgico e do estresse oxidativo.

Com o transcorrer do tempo, o papel da sinalizagdo purinérgica como mediadora do
processo de comunicacdo intracelular, especialmente em celulas do sistema imunitario, tem
sido reconhecida [7, 20]. Enzimas como a ecto-NTPDase e a ADA possuem destaque no que
tange a modulacdo imune, haja vista que o ATP extracelular possui propriedades pro-
inflamatdrias e pro-agregante plaquetaria e, em contrapartida, a ADO possui propriedade anti-
inflamatdria e anti-agregante plaquetaria [7].

No presente trabalho, o exercicio fisico esteve associado ao aumento, apesar de nao
significativo, da atividade enzimatica em linfocitos das enzimas ecto-NTPDases, mediante
aumento da hidrolise de ATP e ADP. Tal atividade enzimética pode ser explicada mediante
aumento da concentracdo de ATP no ambiente extracelular em decorréncia do dano celular e
do processo inflamatorio ocasionados pela pratica do exercicio fisico [7]. A ativacdo da ecto-
NTPDase em linfocitos também foi observada em pesquisas envolvendo o exercicio de natacao
em pacientes hipertensos [21].

Ademais, o exercicio fisico apresentou correlacdo, apesar de ndo significativa, com a
diminuicdo da atividade da ADA em linfécitos, indicando uma concentragéo elevada de ADO
disponivel no ambiente extracelular. A ADO ¢ responsavel por inibir as células efetoras do
sistema imunoldgico através da sinalizacdo via receptor A2A. Associando o aumento da
atividade da ecto-NTPDases e da ADO, podemaos inferir que o exercicio fisico atua de modo a
proporcionar a ativacdo de mediadores anti-inflamatorios [21, 22].

Em um estudo foi demonstrado que a acdo anti-inflamatoria decorrente da préatica de
exercicio fisico de modo regular pode ser alcangada através da inducdo de um ambiente anti-
inflamatério a cada sessdo de exercicio [22]. Diversos mecanismos podem estar envolvidos
nesse processo, a saber: aumento da producéo de IL-6; aumento da liberacdo de adrenalina e

cortisol pelas adrenais; aumento da circulacéo de células T regulatorias (TReg); diminuicdo da



infiltracdo de macrdfagos e mondcitos no tecido adiposo; diminuicdo da expressdo de
receptores do tipo Toll Like (TLRs) em macréfagos e mondcitos; e diminuicdo da circulagdo
de monacitos prd-inflamatorios [22].

Este estudo demonstrou que, embora o exercicio fisico tenha aumentado a quantidade
de ATP extracelular, possivelmente em decorréncia do dano celular causado pelo proprio
exercicio, de modo a aumentar a atividade das ecto-NTPDases, hipotetizamos que deva haver
um mecanismo compensatorio no que se refere ao sistema imune, visto que a atividade da ADA
se mostrou reduzida, de modo a proporcionar uma quantidade maior de ADO, propiciando uma
acdo anti-inflamatéria. Sendo assim, o treinamento fisico esta diretamente relacionado a
modulacdo do sistema purinérgico no que concerne a mecanismos relacionados a inflamacéo.
A diminuicdo da atividade da ADA pode estar relacionada a manutencdo de ADO no meio,
propiciando, assim, um ambiente anti-inflamatdrio [22].

Além do mecanismo inflamatério, o sistema purinérgico também esta envolvido no
mecanismo de agregacdo plaquetaria. Este trabalho mostrou que houve uma reducéo
significativa da acdo da enzima ecto-NTPDase em plaquetas (hidrdlise de ADP) e um aumento
significativo na atividade da ADA ap0s oito semanas de exercicio fisico. A diminuicdo da
hidrolise de ADP ap0s oito semanas de exercicio indica que o ADP esta em maior concentracao
no ambiente extracelular. E sabido que o ADP em elevada concentracio estimula a agregacao
plaquetaria [23, 24]. Esse resultado pode ser justificado pelo aumento dos niveis de AMP,
apesar de ndo significativo, em decorréncia do aumento do nivel da atividade da ecto-NTPDase
e da ecto-nucleotideo pirofosfatase/fosfodiesterase (NPP), responsaveis pela producao de AMP
através da hidrolise de ATP e ADP [19]. Em contrapartida, 0 aumento da atividade da ADA
corresponde a um aumento na concentracdo de ADO, molécula citoprotetora, responsavel pelo
mecanismo anti-inflamatorio e imunossupressor, bem como pelo mecanismo antiagregante
plaquetario [23]. A ADO inibe de forma competitiva o processo de coagulacdo plaquetaria
induzida pelo ADP, o que corrobora com os resultados encontrados em nosso trabalho [19].

Em um estudo com jovens adultos sedentarios do sexo masculino submetidos a um
protocolo de exercicio aerdbico de moderada intensidade, verificou-se que houve um aumento
significativo na atividade da ADA em plaquetas, dados semelhantes aos encontrados em nosso
estudo [19]. Com esses dados, sugere-se que o exercicio fisico é capaz de modular a sinalizacao
purinérgica, modificando a acdo das nucleotidases no processo de comunicagao celular. Dessa
forma, a atividade da ecto-NTPDases e da ADA contribuem na modulacdo da resposta
inflamatdria e trombdtica decorrentes do exercicio fisico, de modo a desencadear alterac@es na
concentracdo de ATP, ADP, AMP e ADO.



O estresse oxidativo é caracteristico de um conjunto diverso de estados fisiopatologicos
dos mais variados sistemas, desde doencas neuroldgicas como doenca de Parkinson e doenca
de Alzheimer; doencas cardiovasculares como aterosclerose e infarto do miocéardio; cancer,
diabetes, insuficiéncia renal e vérias inflamacdes [25]. Para a avaliacdo do estresse oxidativo
no organismo, utiliza-se indicadores apropriados, como TBARS, MPO, PSH e NPSH.

O MDA, produto da peroxidacéo lipidica das membranas celulares devido reacdes de
LPO mediadas pelas EROS, é um importante substrato que reage com o TBA, originando o
composto identificado pelo TBARS [26]. Em um estudo realizado com pacientes depressivos
submetidos a realizacdo de exercicios mostrou a diminuicéo dos niveis séricos de TBARS ap06s
trés semanas, resultado que vai ao encontro da diminui¢cdo observada em nosso estudo na
comparacdo dos niveis mensurados entre 0s momentos pré e pds exercicios (ou seja, apos uma
semana de exercicios) [27]. Em outro estudo, mulheres com sindrome metabdlica submetidas
a 12 semanas de treinamento fisico também demonstraram redugdo nos niveis de TBARS; no
entanto, em nosso estudo, apesar de haver reducdo desse parametro entre as mensuracoes
realizadas nos periodos pré e pés (ou seja, apds oito semanas de exercicios), a diferenca ndo
foi estatisticamente significativa [28].

O MDA ¢ o principal e mais estudado produto da peroxidacdo de acidos graxos
polinsaturados, sendo que sua interagdo com acido desoxirribonucleico (DNA) e proteinas esta
atrelada a possibilidade da existéncia ou formacao de alteragdes sistémicas, por exemplo, como
fator mutagénico e também aterogénico [29]. Uma gama de patologias possuem significativo
potencial de correlagdo com alteracbes no MDA, como fibrose hepética, progressdo do
processo inflamatorio na aterosclerose, bem como maior ativacao plaquetaria, principalmente
em condi¢6es patologicas como sindrome metabodlica; assim sendo, a reducao obtida nos niveis
de TBARS pode estar correlacionada a reducdo do desenvolvimento ou progressdo das
condicdes patoldgicas recém citadas [30, 31, 32]. Nesse sentido, os resultados de nosso estudo
destaca o beneficio convergente encontrado na alteracdo de alguns marcadores (aumento da
atividade da ADA e reducdo dos niveis de TBARS) no que se refere a agregacdo plaquetaria
patologica, conforme descrito na literatura sobre a relacdo desses marcadores associados a essa
condicdo [23, 32].

A MPO € uma peroxidase expressa nos leucdcitos, principalmente em neutrofilos e
mondcitos. Na presenca de perdxido de hidrogénio e haletos, a MPO catalisa a formacdo de
intermediarios reativos de oxigénio, incluindo o HOCI. Além de desempenhar um papel

importante na morte microbiana por neutréfilos, a MPO demonstrou ser um mediador local de



danos nos tecidos e uma responsavel pela inflamagdo resultante em varias doencas
inflamatorias [33].

Ademais, os tiois desempenham papéis importantes em véarios aspectos das funcbes
celulares, entre as quais inclui protecdo celular contra espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
[34]. Os tidis auxiliam na manutencdo da homeostase redox em varios compartimentos
celulares, protegendo os organismos de estressores oxidativos e xenobidticos, agindo como
eliminadores de peréxido de hidrogénio em enzimas antioxidantes [35]. Assim, a queda no
nivel plasmatico de grupos tiois sugere diminuicdo da capacidade antioxidante do plasma [36].

Um estudo avaliou o perfil oxidativo de 16 jovens do sexo masculino apds teste de
esforgo, teste que era realizado semanalmente, durante quatro meses; os resultados néo
mostraram alterancdo nos niveis de tidis [37]. Em nosso trabalho, houve um aumento
estatisticamente significativo do marcador PSH ap6s uma semana do protocolo de exercicios
quando comparado ao momento pré exercicio, sugerindo aumento na capacidade antioxidante
mediada pelos tiois proteicos. A leve reducéo nos niveis de NPSH, ainda que néo significativos
estatisticamente, podem revelar uma resposta dessa defesa antioxidante na tentativa de evitar
0s danos ao organismo devido ao estresse oxidativo [38]. O aumento estatisticamente
significativo dos niveis de PSH em nosso estudo revela provavel desfecho benéfico para o
organismo, Vvisto que a queda no nivel de tidis proteicos sugere diminuicdo da capacidade
antioxidante do plasma, podendo estar associado a participacdo da génese e/ou agravamento
de quadros clinicos, como no processo inflamatério de asma e doenca pulmonar obstrutiva
crénica, na fisiopatologia da obesidade, na aterogénese e na progressdo da placa aterosclerotica,
e inclusive tendo desfechos a nivel de sistema nervoso central, como neurodegeneracdo
dopaminérgica da via nigroestriatal [36, 39, 40, 41, 42].

O estudo realizado apresentou limita¢es importantes quanto a sua amostra, haja vista
gue muitos participantes desistiram de realizar o protocolo de exercicio fisico. Para mais, outro
fator que possa ter contribuido para resultados ndo significativos, porém com tendéncia a
significancia, diz respeito ao tempo de treinamento (muitos estudos sugerem um tempo de
exercicio fisico de 10 semanas) e a frequéncia de treinamento por semana (estudos mostraram
que uma frequéncia de cinco vezes por semana apresenta melhores resultados quanto aos
parametros do estresse oxidativo e do sistema purinérgico).

Destarte, 0 exercicio fisico foi responsavel por proporcionar modifica¢fes bioquimicas
no que tange a sinalizacdo purinérgica, de modo a desencadear alteracdes nas atividades
enzimaticas tanto de ecto-NTPDases quanto de ADA em linfocitos e plaquetas. Para mais, as

modificagdes dos marcadores do estresse oxidativo convergem com os resultados encontrados



nos marcadores da sinalizagdo purinérgica, haja vista que a redugdo dos niveis de TBARS esta
diretamente relacionada a diminuicdo da progressao de processos inflamatorios e diminuicéo
da agregacdo plaquetéria. Dessa forma, pode-se inferir que hd uma relagdo entre 0 mecanismo
de sinalizac@o purinérgica e 0 mecanismo do estresse oxidativo com o processo inflamatério,
de modo que o exercicio fisico possui capacidade de modular esses sistemas com a finalidade
de propiciar um ambiente anti-inflamatério e antiagregante plaquetario, favorecendo um estado

bioldgico protetor.
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