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RESUMO

O consumo de suplementos alimentares por praticantes de musculagao cresce
consideravelmente, assim como estudos para verificar os efeitos de alguns
suplementos na recuperacdo apds o dano muscular. Sabe-se que 0 exercicio
excéntrico ocasiona dano a estrutura muscular, apds ocorre o recrutamento de células
inflamatorias para o local da lesdo com o objetivo de reparo muscular, entretanto
podem ocorrer danos secundarios a estrutura muscular através dos produtos
metabdlicos da inflamagdo, o que pode prejudicar a recuperagdo e a pratica de
treinamentos devido a diminuigdo na capacidade de gerac&o de forga e dor de inicio
tardio. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da suplementagédo aguda do A.blazei
sobre marcadores inflamatérios apos uma sessao de exercicio excéntrico, ja que este
tem demonstrado possuir uma atividade imunomoduladora em animais € humanos.
Metodologia: Os individuos receberam uma suplementagédo de A.blazei ou placebo
durante 8 dias, sendo que no 7° dia realizaram 7 séries de 10 repeticdes a 100% de
1RM de contragdo excéntrica unilateral no aparelho LegPres. Foram realizadas
coletas sanguineas para analise de leucadcitos, neutrofilos, linfécitos e mondcitos antes
e 2 horas apds o exercicio e, para analise de IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y e TNF-q,
foram realizadas coletas antes, imediatamente apds e 24 horas apds o exercicio. A
ingestdo alimentar foi avaliada através de QFA e recordatorio de 3 dias. Como
tratamento estatistico, utilizou-se a Analise de Variancia (variaveis inflamatoérias) e
teste T (ingestdo alimentar). Resultados: Os resultados da ANOVA nao demonstraram
efeito principal ou interagdo para as variaveis inflamatorias analisadas. Com relagéo
a ingestdo alimentar ndo foi demonstrada diferengca entre placebo e A.blazei.
Conclusdo: N&o foi evidenciado o efeito do A.blazei nos marcadores inflamatorios

apos série de exercicios excéntricos.

Palavras chaves: Agaricus blazei, exercicio excéntrico, inflamagéo, dano

muscular.



ABSTRACT

The consumption of food supplements by bodybuilders grows considerably, as
well as the studies to verify the effects of certain supplements in the recovery after
muscle damage. Eccentric exercise is known to damage muscle structure, followed by
the recruitment of inflammatory cells in the damaged region with the goal of muscle
repair. However, there may be secondary damages to muscle structure caused by
metabolic products of the inflammation, which may, in turn, harm the training recovery
and execution due to a decrease in strength-generating capacity and delayed-onset
soreness. The aim of this study was to evaluate the effects of acute supplementation
of the A.blazei over inflammatory markers after a session of eccentric training, given
that the former demonstrates an immunomodulatory response in animals and humans.
Methods: The subjects received a supplement of either A.Blazei or a placebo for ten
days, and on the seventh day, they performed 7 series of 10 repetitions at 100% 1RM
unilateral eccentric muscle contraction on a LegPress machine. Blood samples were
then collected for the analysis of leucocytes, neutrophils, lymphocytes and monocytes,
before the training and 2 hours after. For the analysis of IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y
and TNF-q, the samples were collected before, immediately after, and 24 hours after
the session of eccentric training. The food intake was FFQ-evaluated with the 3-day
recall. As a statistical treatment, use an Analysis of Variance (inflammatory variables)
and T test (food intake). Results: The ANOVA results did not demonstrate a main effect
or interaction for the inflammatory variables analyzed. The relationship of food intake
was not demonstrated as a difference between placebo and A.blazei. Conclusion: The
effect of A. blazei on inflammatory markers after the eccentric exercises was not

evidenced.

Key words: Agaricus blazei, eccentric exercise, inflammation, muscle damage



SUMARIO

1. (oo 18 o= o 14
1.1 AQALICUS DIAZEI ... e 16
1.2 Exercicio de forga excéntrica e a resposta inflamatoria .......................... 20
1.3 Funcdes e variagdes das citocinas apos o exercicio excéntrico .............. 26
2. JUSHFICALIVA ... 33
2 B [0 =T U 33
3. ODJetiVO Geral......ccooiiiieiiii e 34
L N "/ [=1 (oo (o] (oo | = PO PPPPPPPPPPPPPPPR 35
4.1 Tipo € campo dO €StUAO .....coeeiiiiiiiiiee e 35
4.2 Amostra € aspectos EtICOS.........oiiiiiiiiiiiiiciee e 35
4.3 Desenho experimental...........ooooiiiiiiiiiiiii e 36
4.4Testede T RM ...t 38
4.5 Protocolo de exercicio eXCentrico iNtE€NSO. ............uuuieiiiiiiiiiiiiiiiiiaiaies 39
VR CANVZ= [ F=Tor=To AN 1 o] oTo] 1 0 1= 15 o7 U 39
4.7 AvaliaGao NULIICIONAL .........cooee e 40
4.8 Analises marcadores sanguineos de inflamagao ............cccccccvciiiennnnnn. 40
4.9 Analises estatiStiCas .........cceeiiiiiiiiiiii s 44
5. ReSURAAOS.....ooiiiiiiiiee e 46
5.1 Analises marcadores sanguineos de inflamag&o...................ccccvinnnnee. 48
6. DISCUSSAO0 ...ceeiiiiiiiiiiei ettt 57
7. CONCIUSAO.....cciiiiiiiiiiee ettt 68
8. REfEreNCias .......ooooiiiiiiiiiii e 69

9. AN X OS . . e e 75



14

1. Introdugao

Atualmente suplementos nutricionais tém sido utilizados por individuos
recreativamente ativos com o objetivo de evitar a fraqueza, aumentar a forga muscular
e melhorar o desempenho, entre outras razbes, sendo que seu uso tem crescido nos
ultimos anos (1). Entre estudantes universitarios dos Estados Unidos, cerca de 66%
dos individuos relataram utilizar semanalmente um ou mais tipos de suplementos
nutricionais (2). No Brasil, cidade de Belo Horizonte, foi relatado o consumo de
suplementos nutricionais por 36,8% dos praticantes de academia de diversas
modalidades, sendo que seu consumo € maior entre individuos praticantes de

musculagdo, do sexo masculino e individuos mais jovens (31 £10,4 anos) (1).

Durante a pratica da musculagao, um dos exercicios empregados € o exercicio
de forga de contragéo excéntrica (3), que promove um aumento maior no ganho de
forca (4). Entretanto o mesmo pode promover maior dano muscular em razao do
estresse mecanico causado na estrutura muscular, levando a um processo
inflamatorio local, que € necessario para a regeneragdao das fibras musculares
danificadas. (5,6). A inflamagédo sera proporcional a intensidade do exercicio e a
quantidade de musculo recrutado (5,7), e ela podera ainda promover danos
secundarios (6). Apos o dano muscular ocorre uma diminui¢gao da forga muscular e na
amplitude do movimento (ADM), e o surgimento da dor muscular de inicio tardio
(DOMS). Essa diminuigdo na capacidade funcional, pode comprometer a realizagao
do treinamento diario (8) e prejudicar a capacidade de recuperagao apds o exercicio
(6). Assim medidas preventivas ou a minimizagdo do dano muscular secundario é

sugerida como um fator importante para a recuperagao apos o exercicio (8).

Algumas estratégias terapéuticas vém sendo estudadas atualmente com o
objetivo de reduzir os efeitos negativos do dano muscular secundario decorrente da
inflamagao aguda apds o exercicio excéntrico (9,10,11). Embora algumas abordagens
ja possuam um amplo debate cientifico, como é o caso da creatinina, que possui
artigos detalhando a segurancga e a eficacia da sua suplementagdo em humanos (9),
suplementos com propriedades anti-inflamatorias, tém sido estudados e considerados
uma estratégia para melhorar a recuperagao e mitigar a resposta inflamatéria apos o

dano muscular (10,11).
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Suplementos sao definidos como um produto de ingestéo oral, ao qual destina-
se suplementar a alimentagao de individuos saudaveis com nutrientes, substancias
bioativas, enzimas ou probidticos, isolados ou combinados. Eles pondem ser em
forma de extrato, metabdlitos ou concentrados dessas substancias, disponiveis em
diversas formas farmacéuticas, como comprimidos, capsulas, capsulas de gel,

bebidas, em p6 e barras comestiveis (12).

Um exemplo de estudo utilizou a suplementacdo de substancias bioativas,
provenientes da beterraba, com o objetivo de verificar seu efeito apds danos
musculares provocados por exercicio excéntrico. Considerada um alimento rico em
acidos fendlicos, flavonoides e carotenoides, também possui um grupo de pigmentos
nitrogenados, denominados de betalainas, classificados como betacianinas ou
betaxantinas. As betacianinas demonstram um efeito antioxidante e anti-inflamatério,
razao pela qual tem despertado interesse. Seu efeito anti-inflamatério possivelmente
seja atribuido a inibicdo de ativadores pro-inflamatorios, enquanto sua atividade
antioxidante possa ser devida uma eliminacao direta de espécies de radicais e, uma
regulacéo na atividade enzimatica endégena anti-oxidante (13).

Com objetivo de verificar seu efeito, 30 individuos ingeriram diariamente uma
dose alta de uma bebida a base de beterraba (250 ml) ou uma dose menor (125 ml),
ou ingeriram placebo. Eles observaram que, uma alta dose de suco de beterraba foi
efetiva para melhorar o desempenho no salto contra movimento em 48 e 72 horas
apos o exercicio excéntrico. E independente da dosagem, atenuou a sensibilidade de
dor apds, 24 horas, 48 e 72 horas. Entretanto, a bebida ndo demonstrou efeito sobre
marcadores bioquimicos como creatina quinase (CK), interleucina-6 (IL-6),

interleucina-8 (IL-8) e fator de necrose tumoral (TNF-a) (13).

Outro alimento que é descrito possuir efeitos anti-inflamatorios, € a curcuma.
Assim alguns estudos foram realizados com o objetivo de verificar seu efeito nos
marcadores de dano muscular apds o exercicio excéntrico, comparando os efeitos de

sua ingestao antes ou depois do exercicio (8,14,15).

Em um estudo com 24 homens que ingeriram 180mg/dia de curcuma 7 dias
antes ou 4 dias apds o exercicio de contragdo excéntrica ou a mesma quantidade de
placebo. Nos individuos que ingeriram o suplemento apds o exercicio excéntrico, foi

observada uma maior ADM e menor dor percebida no 3° dia apds o exercicio se
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comparado aos individuos que receberam placebo. No entanto os individuos que
ingeriram o suplemento antes do protocolo de exercicio ndo demonstraram diferengas
significativas. A CK avaliada neste estudo, ndo apresentou nenhuma diferenca
significativa entre os grupos, e demais marcadores de inflamagdo ndo foram

verificados (8).

Outro estudo que também avaliou o efeito da mesma quantidade da
suplementacao de curcuma em 20 homens apos exercicios de contragao excéntrica,
resultou em uma diminuicéo da IL-8 apds 12 horas do exercicio, quando a mesma foi
ingerida 7 dias antes do exercicio. Enquanto a ingestdo apds o exercicio apresentou
um aumento na ADM e torque de contragdo voluntaria maxima no 2° e 3° dia
respectivamente, e menor dor muscular e CK no 3° e 5° respectivamente. Assim, de
acordo com os autores, uma ingestdo de curcuma apos o exercicio pode atenuar

danos musculares e proporcionar uma melhor recuperacéao (14).

Outro estudo com 28 individuos que receberam suplementagédo com 400mg/dia
de curcuma ou placebo, 2 dias antes e 4 dias apds exercicio excéntrico, apresentaram
um aumento significativamente menor das concentragcbes de CK (1,2,3 e 4 dias), TNF-
a (1,2 e 4 dias) e IL-8 (1 e 2 dias), apds o exercicio excéntrico comparado ao placebo.
Entretanto ndo foram observadas diferengas nas concentragdes de IL-6, interleucina-
10 (IL-10) e sensacao de dor nos individuos suplementados (15).

1.1 Agaricus blazei

E descrito que o Agaricus blazei possui atividade imunomoduladora,
caracterizada por induzir, estimular ou suprimir a produgao de citocinas, incluindo pro-
inflamatorias e anti-inflamatoériais, capaz de ativar o sistema imunologico e, ndo

somente um efeito direto sob componentes do processo inflamatdrio (16).

Um estudo piloto que avaliou a suplementagao de 2.000mg/dia de A.blazei
durante 9 dias em individuos que foram submetidos a um teste de forga excéntrica,
sugere que sua utilizagao pode ser promissora na recuperagao apos o exercicio. O
estudo resultou em uma diminuigdo na fadiga muscular, no entanto ndo foram
analisados parametros bioquimicos para uma melhor elucidacdo dos mecanismos
(17).
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O cogumelo A.blazei, pertencente a familia dos basidiomycetes, natural da
cidade de Piedade, estado de S&o Paulo. Durante anos foi utilizado como ingrediente
alimentar pela populagao local, a qual apresentava uma menor prevaléncia de
doencas como aterosclerose, hiperlipidemia, diabetes e cancer comparada as
populagdes vizinhas, relacionado presumivelmente devido ao consumo do cogumelo.
A partir da década de 60 passou a ser utilizado no Japao, integrando o mercado de
alimentos saudaveis e despertando o crescente interesse de pesquisa (18,19,20,21).
Atualmente, € amplamente consumido em paises orientais, considerado um alimento

funcional e para fins terapéuticos, na forma de extrato concentrado ou cha (22).

Composto por 89 a 91% de agua e, sua matéria seca composta por proteinas,
carboidratos, gorduras, fibras e minerais, pode ser considerado de alto valor
nutricional. Os corpos de frutificagdo possuem vitaminas B1, B2 e niacina, rico em -
glucanos, sendo os 3-glucanos considerados um estimulador do sistema imune inato
(16,23,21).

O quadro 1 apresenta a composicao nutricional do A.blazei desidratado.

Quadro 1. Composic¢ao nutricional em 100 gramas de A.blazei desidratado.

100 gramas A. blazei desidratado

Proteinas (g) 37,2
Gorduras (g) 2,2
Carboidratos (g) 23,9
Fibras (g) 0,07
Vitamina A (ug) <16
Vitamina C (mg) 69,7

Fonte: Liu D, et al. (2019). Nutrient Properties and Nuclear Magnetic Resonance-Based

Metabonomic Analysis of Microfungi.

As proteinas e carboidratos sdo elementos abundantes em cogumelos, sendo
que quando comparado a demais cogumelos comestiveis, o A.blazei possui uma
quantidade maior de proteinas. Dentre as proteinas presentes, 30-40% dos
aminoacidos sédo essenciais, possuindo o nivel mais alto de aminoacidos essenciais,
comparado aos demais cogumelos comestiveis. Além dos aminoacidos essenciais, 0
conteudo de glutamina encontrado no A.blazei fresco, € maior que nos demais

cogumelos (21,6g/Kg de cogumelo fresco) (15). De acordo com Kim et al. (2014), a
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glutamina pode participar da modulagdo da atividade de células imunes, embora
existam estudos controversos. Em um estudo que avaliou a ingestao de 0,3 g/kg de
peso de glutamina, por um periodo de 4 dias apds o exercicio excéntrico, relatou uma
diminuigdo na DOMS comparado ao placebo. A mesma foi associada a uma
diminui¢ao na inflamagao, embora nenhum marcador inflamatério tenha sido avaliado.
No entanto uma ingestéao de 0,1 g/Kg de peso trés vezes por semana em um periodo
de 4 semanas, ndo apresentou diferenca na DOMS (22).

Entre os carboidratos, o A.blazei é rico em polissacarideos e 3-glucanos, que
sao consideradas as moléculas mais importantes na atividade imunomoduladora. Os
polissacarideos sao reconhecidos por receptores de membrana (Receptores de
Reconhecimento Padrao) em leucécitos, macrofagos, células dendriticas e células
Natural Killer (NK), levando a proliferagdo de células imunes (24,25,26,27). Podem ser
reconhecidos, portanto por receptores Dectin-1 e CR3 (27). Os B-glucanos sao
capazes de ativar diretamente os leucocitos, estimulando atividades fagociticas,
citotdxicas e antimicrobianas, demonstrando que s&o importantes imunomoduladores
com efeitos na imunidade inata e adaptativa (24,28) e também sobre a produgao de
citocinas (27). Esta atividade imunomoduladora é mediada através da resposta imune
Th1, células NK, NF-kB, mondcitos e granuldcitos, produgdo de anticorpos e sintese
de oxido nitrico (NO), embora este mecanismo ainda nao seja totalmente elucidado
(29,30).
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Figura 1. Atividade do B-glucano sob o sistema imunolégico. Fonte: Vetvicka V, et al. Beta

glucan: Supplement or Drug? From Laboratory to Clinical Trials. Molecules, 2019.
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A estimulacéo in vitro em mondcitos humanos e células endoteliais humanas,
com extrato de A.blazei, induziu um aumento dose dependente na produgdo de
citocinas Interleucina 1 3 (IL-1B), IL-6, IL-8 e TNF-a em culturas de mondcitos e células
endoteliais, enquanto ndo houve alteracao para IL-10 (30). Experimentos ex vivos
demonstraram a capacidade dos extratos de A. blazei de aumentar os niveis de
citocinas (pro-inflamatéria e anti-inflamatéria, interferon), assim como fatores de
crescimento de leucdcitos. Ja in vivo, demonstrou uma capacidade de redugao nos
niveis de TNF-q, IL-13, Interleucina-2 (IL-2) e Interleucina-17 (IL-17) (16).

Entretanto, pode-se observar uma diferenca no efeito do A.blazei sobre a
produgao de citocinas entre os estudos in vitro, ex vivo e in vivo. Desta maneira um
estudo, que teve como objetivo verificar o efeito do extrato de A.blazei na liberagéo de
citocinas, quimicionas e fator de crescimento de leucécitos no sangue humano, tanto
ex vivo e in vivo, apresentou diferentes resultados na liberagédo de citocinas entre as
analises. Na analise do sangue estimuladas com A.blazei ex vivo, de voluntarios

considerados saudaveis, houve um aumento nas citocinas pro-inflamatérias TNF-a
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(0,1 e 0,5% concentragao A.blazei) e IL-6 (concentragcado de 0,5%), e também da
citocina anti-inflamatéria IL-10 (concentragédo de 0,1%). Diferentemente, quando
analisado o efeito da ingestdo em humanos saudaveis por 12 dias de uma quantidade
diaria de 60 ml de suplemento a base de A.blazei, no qual houve uma redug¢ao nas
citocinas pré-inflamatérias TNF-a (84%), IL-1B (97%), IL-2 (46%) e IL-6 (n&o informado

%) 12 dias ap6s o consumo do suplemento (31).

Ainda no mesmo estudo, eles aumentaram a dose do suplemento A.blazei para
360 ml/dia por um periodo de apenas 2 dias. Somente a IL-8 apresentou um aumento
significativo no dia 1, retornando aos valores basais no dia 2. Enquanto para a IL-6 e
interferon-y (INF-y), houve somente uma tendéncia de diminuigao sem significancia,
sendo sugerido pelos autores ser decorrente de uma grande variagado entre os
individuos. Quando examinaram apos somente os individuos que apresentavam
inicialmente valores mais elevados, houve uma redugéo significativa destas citocinas
apods o dia 2 (31). Isto sugere que valores iniciais mais elevados destas citocinas,
como observado durante inflamagao, sdo mais propensos ao declinio dos valores
apos o uso de A.blazei, assim como sugere uma resposta dose dependente do
A.blazei (31).

Entretanto, alguns estudos em humanos ndo obtiveram resultados
significativos na redugao de citocinas, como por exemplo pacientes com Doenga de
Chron e Colite Ulcerativa, que consumiram extrato do cogumelo (18). Enquanto
pacientes com cancer de ovario, que receberam suplementacao de A. blazei além da
quimioterapia, apresentaram maior atividade de células NK (32). E cultura de
monaocitos humanos, incubadas com um suplemento composto por A. blazei,

aumentou a produgéao de citocinas e quimiocinas (32,33).

Até o momento ainda ndo existem estudos que verifiquem qual o papel da
suplementagcdo aguda de A.blazei e, a avaliagdo de marcadores inflamatorios
decorrente da resposta inflamatéria gerada apds o dano muscular em exercicios de

forca excéntrica.

1.2 Exercicio de forga excéntrica e a resposta inflamatoéria

O exercicio fisico pode ser conduzido por diferentes protocolos, sendo um deles

exercicios de forga (5). Exercicio de forga tem sido considerado adequado para
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combater dislipidemias, obesidade, doencas cardiorrespiratérias e diabetes, induzido
efeitos especificos na resisténcia a insulina e perfil lipidico sanguineo, juntamente com
efeitos positivos sobre a fungdo muscular (3). O exercicio de forca também pode ter
como objetivo a obteng¢ao da hipertrofia muscular que é provocada principalmente pela
tensdo gerada na musculatura (7). A hipertrofia do musculo esquelético pode ser
definida como um aumento de proteinas miofibrilares, provocando um aumento no
numero de sarcémeros em paralelo de miofibrilas existentes ou recém-sintetizadas
(34).

O Protocolo de exercicio de for¢ca pode ser realizado através de uma contragao
concéntrica, excéntrica e isomeétrica, e ele permite maior controle das acodes
musculares (5). As contragdes excéntricas sao realizadas durante diversas atividades
cotidianas ou exercicios fisicos, quando o0 musculo esquelético se contrai
excentricamente para suportar o peso do corpo contra a gravidade e para absorver o
choque (3). A contragdo muscular excéntrica ocorre quando uma forga aplicada ao
musculo excede uma forca momentanea produzida pelo proprio musculo, resultando
durante a contragdo um alongamento forgado do musculo esquelético, desta maneira
0 musculo absorve a energia aplicada por uma carga externa, ao contrario da

contragédo concéntrica, quando ocorre um encurtamento das fibras musculares (3,6).

O exercicio excéntrico pode ser realizado em diversos equipamentos de
treinamento resistido, como por exemplo pelo levantamento com os dois membros de
uma carga maior do que 1RM unilateral e apds, durante a fase excéntrica, com apenas

um dos membros, ou seja exercicio unilateral, entre outros (4).

Alguns estudos relatam que a contragdo excéntrica realizada cronicamente,
promove maior ganho de forga (4), massa muscular, se comparada a concentragao
concéntrica (35). A pratica regular do exercicio de contragdo excéntrica possui
respostas adaptativas perante situagoes de estresse, favorecendo uma melhor defesa
organica antioxidante, impactando no sistema imune adaptativo. Esse apresenta
memoria ao responder ao antigeno de maneira especifica, sendo composto por

linfécitos T e B, fatores humorais e imunoglobulinas (36).

Durante as acbes excéntricas e concéntricas, distintas vias moleculares
musculares sao ativadas, fato observado em humanos e ratos. Sendo que o exercicio

excéntrico, desencadeia uma ativagdo progressiva de genes responsaveis pelo
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crescimento e desenvolvimento celular, envolvidos no processo de hipertrofia das
células musculares. Comparada as agdes isométricas ou concéntricas, os niveis de
expressdo destes genes s&o maiores, possivelmente devido ao estresse mecanico

diferenciado nas contragdes excéntricas (35).

O estresse mecanico nas estruturas musculares devido a for¢ca elevada
combinada ao recrutamento reduzido de fibras durante as contragbes excéntricas,
causa micro lesdes temporarias nas fibras musculares e rompimento do sarcolema, o
qual denomina-se dano muscular. Este dano muscular induzido pelo exercicio
excéntrico desencadeia uma cascata de eventos, como a resposta inflamatoria
local/sistémica e uma mudanca na homeostase redox. Esta resposta € essencial e
necessaria para o mecanismo de regeneracdo e reparo do tecido muscular
esquelético, sendo considerada responsavel pela remocdo de detritos da area
lesionada e apds promotora da regeneragado tecidual (5,6). A magnitude desta
inflamacgéo local ou sistémica, sera de acordo com a intensidade do exercicio e
quantidade de musculo recrutado (5,7), e ela precisa ocorrer de maneira coordenada
e dindmica, retornando a homeostase posteriormente (37).

O dano muscular pode ser dividido em duas fases distintas: dano inicial,
relacionado ao estresse mecanico da contragcdo muscular excéntrica; dano
secundario, relacionado aos eventos posteriores de origem metabdlica, como perda

da homeostase do calcio intracelular, estresse oxidativo e inflamacao (6).

Durante a contragdo excéntrica, a tensdo mecanica causa o alongamento
excessivo dos sarcOmeros (37), ocasionando a ruptura da matriz extracelular e da
ldamina basal do sarcolema (5). Este dano ocasionado nas fibras musculares, sao
associados diretamente na diminuigdo da produgao de forga muscular (4,37). Este
evento também é acompanhado da dilatagao do reticulo sarcoplasmico, ocasionando
a liberacéo e reabsor¢cao mais lentas do calcio, sendo estas alteragdes transitérias e
também relacionadas com a diminuigao de forga muscular (4). Este dano ao reticulo
sarcoplasmatico, permite um influxo maior de calcio para fibras musculares, o que
levara a ativagdo de enzimas proteoliticas (protease lisossomal), que degradam
estruturas dentro das fibras musculares (4), resultando em perda prolongada da forga
muscular (37) e aumentando o dano, consequentemente o edema, inflamacao e dor

muscular (4).
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Alguns autores argumentam que estes danos adicionais e, também o retardo
na recuperacao da forca muscular, podem ser decorrentes dos produtos metabdlicos,
como espécies reativas de oxigénio (EROs) e espécies reativas de nitrogénio (RNs),
produzidos por fagocitos ativados durante o processo de remocgédo de tecido
fragmentado, atingindo ocasionalmente estruturas intactas (6).

O dano muscular decorrente do exercicio excéntrico, também pode prejudicar
a capacidade de geracgéao de forga através da posi¢do do musculo em uma posigéo de
menor comprimento, e através da distribuicdo ndo uniforme do comprimento do
sarcomero. Alguns sarcémeros rapidamente se alongam e se estendem demais,
resultando em sobreposicao insuficiente de miofilamentos, e apds o relaxamento néo
sdo reintegrados adequadamente. Isso resulta em uma adaptacéo dos sarcOmeros
que ainda funcionam em um comprimento menor, levando a mudangas na curva de

comprimento-tensao do musculo na diregdo de comprimentos musculares maiores (4).

A diminui¢cao na capacidade de forga parece ser a consequéncia funcional mais
imediata ao dano muscular. Reconhecida como marcador indireto confiavel e valido
para verificar o dano muscular, sendo restaurada gradativamente dentro de dois dias
(35,37), podendo permanecer deprimida por dias ou até mesmo semanas, de acordo
com o grau do dano muscular (6). Em situagdes em que ocorre uma diminuigao de até
50% na capacidade de geragao de forgca imediata apds o exercicio comparada aos
valores pré exercicios, essa pode levar até sete dias para retornar aos valores iniciais.
Assim sugere-se uma associagao entre o tempo necessario para restaurar a forga

muscular, e a intensidade da perda de forga muscular (37).

A secrecdo e/ou liberacdo passiva de proteinas em decorréncia das
modificagdes na permeabilidade da membrana devido o dano muscular, esta
envolvida no recrutamento de células inflamatérias circulantes, caracterizando o
estagio inicial inflamatorio através da fagocitose, liberando enzimas proteoliticas e
EROs (6). A lesdo muscular € acompanhada por uma invasao de macréfagos e outras
células fagociticas, ocasionando a liberacdo de EROs (38), através da respiragao
durante a fagocitose (39). Consequentemente, a geragao de EROs é capaz de ativar
o NF-kB, levando a expressao de citocinas pro-inflamatdrias (40).

Imediatamente ap6s o exercicio excéntrico intenso tem sido observado o

acumulo precoce de leucdcitos, principalmente neutrofilos, em micro vasos
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sanguineos do musculo lesionado. Sendo os neutrofilos infiltrados no musculo e na
area lesionada 1 a 24 horas apds o exercicio excéntrico (35,37), associado a agao
das catecolaminas (36) e, contribuindo para degradagéo do tecido muscular lesionado
através da produgao de EROs (41,42). Exames histolégicos demonstram um acumulo
no espacgo extracelular dentro do musculo em até 24 horas apds o exercicio para os
neutréfilos (37). De acordo com Hody et al (2019), o acumulo de leucdcitos pode estar
relacionado as alteragbes na capacidade de geragao de forga (35). Apds o exercicio
também ocorre uma rapida redugédo de 30 a 50% na contagem dos linfocitos
sanguineos comparado ao pré-exercicio, e uma diminuigdo no numero dos eosinofilos
(36).

A infiltragcdo de leucécitos no tecido muscular, os desequilibrios eletroliticos e
acao de EROs, estao supostamente associados a DOMS (6,43). O acumulo de células
inflamatorias no local lesionado aumenta concomitante os niveis de bradicinina,
leucotrienos e prostaglandinas. A bradicinina pode ativar a fosfolipase, aumentando a
concentragdo de calcio na membrana celular, abrindo canais idnicos, levando a
secregao de neurotransmissores e estimulagdo de acido araquidénico, que por sua
vez causa 0 aumento nos niveis de prostaglandinas e leucotrienos, potenciais
substratos para DOMS por interacéo direta com fibras aferentes através de receptores
de dor. Os leucotrienos aumentam a permeabilidade muscular, resultando na adesao
de neutrofilos a leséo, que proporcionam maior fagocitose e maior produgao de EROs,
induzindo possivelmente a maiores danos a membrana celular. Outra via de
percepcao da dor pode ser através do inchago muscular durante a inflamagao, que
aumenta a producdo dos exsudatos, resultando em um aumento na pressao
intramuscular e sensibilidade das fibras aferentes. Quando estes estimulos atingem a
medula e o cortex cerebral através da medula espinhal, percebe-se a dor muscular
(22).

A resposta inflamatéria que segue o dano muscular ocasiona o acumulo de
liquido no local lesionado, levando ao inchago muscular, que é associado a rigidez
devido ao aumento na concentragao de calcio plasmatico, como resultado dos danos
na membrana e/ou liberagao de calcio ativado apds o dano muscular (6). O inchago e
a rigidez muscular séo associados a DOMS, e essa € associada a diminuigdo na
capacidade de forca, e amplitude de movimento reduzida nas articulagdes
subjacentes. A DOMS normalmente tem seu inicio entre 6 e 12 horas apos o dano



25

muscular induzido pelo exercicio, e aumenta progressivamente atingindo um nivel
maximo de dor entre 48 e 72 horas apds o dano muscular. Posteriormente os sintomas

sao diminuidos até desaparecerem entre 7 e 10 dias apds o dano muscular (43).

Embora estes déficits funcionais, associados ao dano muscular desaparecam
espontaneamente apds alguns dias, eles podem atrapalhar no programa de
treinamento. Assim como durante ou logo apds o episédio de DOMS, pode-se
aumentar o risco de lesbes adicionais, visto que a DOMS desaparece antes da
recuperagao total da fungao muscular (35). Portanto a promogao da recuperagéo do
dano muscular pode proporcionar a melhora da DOMS, recuperacado da capacidade
de forca muscular e niveis de desempenho (43).

Apos o exercicio excéntrico intenso também ocorre uma monocitose transitoria,
sendo apos os macrofagos recrutados para o sitio inflamatério (36), podendo
permanecer no espago extracelular dentro do musculo entre 48 horas a 7 dias (37).
Eles participam da miogénse e contribuem no remodelamento da matriz extracelular,
além de suas fungdes imunolégicas (35). Inicialmente macrofagos M1 sao
responsaveis pela remocado de detritos celulares através da producdo de niveis
citotoxicos de Oxido Nitrico (NO), e também pela secrecdo de citocinas pro-
inflamatorias (por exemplo TNF-a, IL-6 e IL-1B) (35). Posteriormente a mudancga para
macrofagos M2 que produzem citocinas anti-inflamatoérias e moléculas de sinalizagao
(35), sendo assim responsavel pela ativagao das células satélites, juntamente com os
neutrofilos, com a finalidade de regenerar as fibras musculares (44).

O influxo dos neutréfilos e macréfagos M1 dentro das fibras lesionadas
dependem diretamente da magnitude do dano celular, podendo levar a uma
exacerbacao das alteracdes celulares, sendo necessario uma interacdo entre eles
para regulagao da resposta pro-inflamatéria (35). Esta interagdo foi observada em
camundongos, nos quais os neutréfilos contribuiram na les&o celular e prejudicaram
o remodelamento muscular apos lesdo induzida. Entretanto, a capacidade de
fagocitose e citotoxidade dos neutrdfilos foram reduzidas quando esses foram
cultivados juntamente com macréfagos, o que sugere uma interacdo entre eles
durante o estagio pré-inflamatério apos a lesdo muscular. A presenga dos neutrofilos
e macrofagos sdo importantes para a remogao dos detritos celulares por fagocitose e
produgédo de EROs, no entanto uma produgéo excessiva de EROs pode agravar os
danos musculares (37).
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Os macrofagos M1 também estimulam a proliferacdo de células satélites e
secretam citocinas pré-inflamatdérias (por exemplo TNF-q, IL-6) (37), ja os macrofagos
M2 produzem citocinas anti-inflamatérias e moléculas de sinalizagdo envolvidas na
recuperacao e regeneragao muscular. Desta maneira, a substituicdo dos macréfagos
M1 para M2 é um processo fundamental e necessario, sendo a transigao do processo
pré-inflamatério para anti-inflamatorio. Entretanto, o exercicio excéntrico intenso é
capaz de ocasionar uma alteracédo nesta resposta adaptativa mediada por sinalizagao
celular, podendo causar danos secundarios ao tecido muscular, uma vez que a
inflamacéo e a resposta imune podem ser mediadas pelas a¢des de citocinas pré e

anti-inflamatérias (35).

1.3 Fungoes e variagoes das citocinas apds o exercicio excéntrico

As citocinas sao mediadores inflamatorios produzidas por macréfagos,
linfocitos, células endoteliais, musculares, fibroblastos, adipécitos e, estimuladas por
agentes patologicos e/ou fisiolégicos. Sao fundamentais na resposta inflamatéria
diante infecgdes, lesdes e estimulos fisioldgicos agressivos, no entanto uma produgéo
excessiva de citocinas pré-inflamatérias pode ocasionar instabilidades
hemodindmicas ou disturbios metabdlicos (7). Sdo denominadas glicoproteinas de
baixa massa molecular capazes de agir em pequenas concentragdes de maneiras
distintas: autdcrina, agindo na propria célula que secretou; paracrina, com efeitos em
células distintas no mesmo tecido ou tecidos adjacentes e; enddcrina, ocasionando
efeito sistémico assim como horménios em tecidos adjacentes. Concomitante, as

citocinas podem estimular a ativagao ou inibicado de demais citocinas (34).

Embora ainda ndo seja relatada de maneira precisa, qual a fonte para sintese
de citocinas plasmaticas durante e apds o exercicio (35), sabe-se que a contragao
muscular é capaz de liberar citocinas (miocinas), sendo que elas desempenham um
papel de adaptagcdo no metabolismo muscular, exercendo fungdes semelhantes a
hormonais, com efeitos endécrinos ou paracrinos (45,46,47).

A contragdo muscular esquelética pode estimular a sintese de IL-6, e o
aumento simultdneo nas concentracdes musculares de seu RNA mensageiro (MRNA
IL-6) apos 30 minutos de exercicio, decorrente do aumento de sua expressao na célula
(34,45). Este aumento da IL-6 é seguido pelo aparecimento de inibidores de citocina,
o antagonista IL-1 (IL-1ra), receptores do TNF-R e citocina anti-inflamatéria IL-10,
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embora o aumento nas concentragdes sistémicas destas seja mais moderado se

comparado a IL-6 (48).

A IL-6 é a primeira miocina a ser produzida e secretada pelo musculo, atingindo
concentracdes plasmaticas até 100 vezes maiores que concentragdes anteriores ao
exercicio imediatamente apds o exercicio, seguida por uma rapida diminuicdo para
valores proximos aos niveis pré-exercicio (45). Sua principal fungdo neste momento
compreende o metabolismo da glicose e aumente o da sensibilidade da insulina, afim
de estimular a gliconeogénese e o processo da lipdlise (34). Estas fungbes, somadas
a inibicdo do TNF-a, estimulo da produg&o de outras proteinas de fase aguda com
perfil anti-inflamatdério, além de outras citocinas anti-inflamataorias tais como o receptor
antagonista da IL-1 (IL-1ra) e IL-10, confere um efeito anti-inflamatdrio do exercicio
moderado (49). Diferentemente da sintese de IL-6 sinalizada através dos macrofagos,
provavelmente dependente da ativagdo do NFkB, a expressao da IL-6 intramuscular
€ regulada por uma rede de sinalizagdo em cascata sem ativagdo das vias pro-
inflamatdrias classicas, demostrando que sua capacidade de agao anti-inflamatoria
pode ser relacionada ao local de sintese (45).

Alguns achados sugerem que apds exercicio excéntrico intenso ocorre uma
diferenga no pico da concentragdo de IL-6 circulante, devido diferentes fontes e
fungdes da expresséao de IL-6 (42), sendo que ainda nao existe um consenso de qual
seria o periodo de pico nas concentragdes de IL-6 apds o exercicio excéntrico. Estudo
com estimulagao excéntrica em ratos demonstrou um aumento na expressao de IL-6
muscular nas primeiras 24 horas apds a contragao excéntrica, sendo que os niveis
retornaram apés 3 dias (10). Outro estudo com ratos também apresentou um aumento
na expressao muscular do mRNA de IL-6 apos 12 horas do exercicio excéntrico,
permanecendo elevado por até duas semanas, entretanto as concentragdes séricas
nao apresentaram alteragbes (50). J& em 8 mulheres que realizaram agbes
excéntricas através da corrida em declive, a IL-6 plasmatica apresentou um aumento
imediatamente apdés o exercicio (11). Outro estudo com homens e mulheres
demonstrou aumento (642,5%) nas concentragdes plasmaticas de IL-6 apds 24 horas
do exercicio excéntrico, sendo que nas 48 horas apds a mesma apresentou um
declinio nas concentragdes (51). A quantidade do musculo recrutado tem um efeito
principal na concentragao sistémica da IL-6 de acordo com Pedersen et. al. (2002),

sendo que exercicios que recrutam uma quantidade menor de grupos musculares,
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ocasionam uma elevacao da IL-6 plasmatica tardia se comparados com exercicios

que resultam no recrutamento de um numero maior de unidades motoras (48).

Enquanto fibras musculares, tecido conjuntivo e tecido adiposo expressam e
liberam IL-6 na circulacdo sem ativar vias pro-inflamatorias, o exercicio excéntrico
possui propriedades inflamatorias através da expressao local de IL-6 no musculo
esquelético, devido ao rompimento mecanico do sarcolema e abertura de canais
ativados por estiramento apds a lesdao muscular (42). A ruptura da membrana celular
do musculo durante a lesdo muscular leva ao aumento de Ca * intracelular, induzindo
a expressao da citocina IL-6 pro-inflamatéria através da sua sintese por macréfagos
no local da lesdo muscular durante o mecanismo de reparo muscular (10,48). A IL-6
promove o recrutamento e ativagcdo de células inflamatorias, responsaveis pela
producao de substancias citotoxicas, incluindo EROs, o que pode aumentar o dano

muscular secundario (10).

No entanto a IL-6 participa do processo de regeneragdo muscular, sendo
considerada uma molécula de sinalizagéo, regulando a proliferacéo e diferenciagéo
de mioblastos (42), e controlando a migragéo de macréfagos, por isso é interessante

suprimir seus efeitos pro-inflamatérios sem inibir sua atividade regenerativa (10).

Assim como a IL-6, existem relatos que os niveis plasmaticos da Interleucina-8
(IL-8) também sdo aumentados apds concentragdo muscular excéntrica, enquanto
apos agdes concéntricas nao foi observada alteragdo na sua concentragao (3). A IL-8
é produzida principalmente por mondcitos, linfécitos e macréfagos, sendo sua fungéo
atrair e migrar outras células, como neutrofilos e leucocitos para o local, favorecendo
o influxo de substancias para dentro da célula estimulando a angiogénese (34).
Entretanto, sua fungdo no musculo ainda ndo é bem definida, uma vez que uma
pequena e transitéria alteragao de suas concentragcdes no musculo indica apenas uma
possivel funcao local, exercendo efeitos enddcrinos ou paracrinos. Ja seu aumento
em concentragdes sistémicas durante exercicios excéntricos, sdo provaveis de uma

resposta inflamatéria (46).

A Interleucina-10 (IL-10) tem uma maior expressao algumas horas apos o
exercicio excéntrico, afirmando sua atividade nas células lesadas decorrente da
atividade muscular (49). Sendo demonstrado um aumento na IL-10 em estudos que

verificaram a resposta das citocinas ao exercicio excéntrico, enquanto no exercicio
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concéntrico nao foi verificado (35). Produzida principalmente pelos macrofagos,
possui atividade anti-inflamatéria devido sua fungdo em diminuir a inflamacao local e
restaurar o tecido lesionado. Sua expressao suprime a atividade dos macrofagos e a
sintese de demais citocinas pré-inflamatodrias IL-6, IL-8, IL-18 e TNF-a (49,52).

Apds uma sessao de exercicio de forga, a Interleucina-15 (IL-15), também é
expressa no musculo esquelético humano. Seus niveis de mRNA de IL-15 s&o
regulados positivamente no mduasculo esquelético (5,45). Imediatamente apds
exercicios excéntricos a IL-15 aumentou de 1,43 £0,17 para 1,62 £0,28 pg/mL em
individuos nao atletas, enquanto em atletas aumentou de 1,72 +0,4 para 2,46 £1,3
pg/mL (53). Estudos sugerem sua agdo anabdlica no musculo, apds culturas
miogénicas esqueléticas humanas demonstrarem um aumento da proteina miosina
em ceélulas musculares diferenciadas, estimulando a diferenciacdo miogénica
independentes de fatores de crescimento (46). Além da fungdo anabolizante, sugere-
se que a IL-15 tenha uma associag&o negativa entre suas concentragdes plasmaticas
e a gordura visceral, desempenhando desta maneira fungdo na diminuigdo do tecido
adiposo (46).

A concentragao de Fator de Necrose Tumoral- a (TNF-a) habitualmente nao
sofre alteragdo ou somente é levemente aumentada apdés uma sessao de forca
(44,54). Ja a expressao local de TNF-a e mRNA TNF-a no musculo esquelético é
elevada apds o exercicio excéntrico (55). Isto corrobora com Zuo et. al. (2019), que
verificaram em ratos o aumento da expressao de mRNA de TNF-a imediatamente
apds o exercicio excéntrico, sendo que estas permaneceram aumentadas nas 2
semanas apos o exercicio excéntrico, enquanto as concentragdes séricas nao foram
alteradas (50).

Este aumento na expressdo mRNA TNF-a e proteica no musculo apos 24 horas
da leséo, inicialmente é através da sua sintese por macrofagos, responsaveis pela
remocgao e remodelamento do tecido lesionado (44,55). Apds, sua sintese pode ser
aumentada decorrente do aumento de citocinas pré-inflamatoérias e do proprio TNF-q,
estimulados pela sinalizagdo do NF-kB, devido ao aumento na producao de peréxido
de hidrogénio (H,O,) durante a respiragdo de macrofagos, gerando um ciclo no
aumento desta citocina (55), podendo sua expressao local permanecer aumentada
por 14 dias (44). Liao et al. (2010), demostraram em seu trabalho um aumento na

expressdo local mRNA TNF-a apés 2 horas do exercicio excéntrico, sendo
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progressivo seu aumento nas 6 e 24 horas seguintes. No mesmo estudo, a
concentragéo proteica local foi elevada apds 6 e 24 horas do exercicio excéntrico,
engquanto sua concentragédo sérica aumentou apos 2 horas, chegando a 3 e 4 vezes
maior que os niveis de repouso apos 6 e 24 horas respectivamente (55), contrariando
demais estudos que relatam que a concentracdo sérica ndo é aumentada apods

exercicios excéntricos (44,54).

A sintese de TNF-a apds o dano muscular através da sinalizagdo de NF-kB
ativada por EROs, € associada a regulagdo positiva das vias catabodlicas e a
supressao da sintese proteica no musculo esquelético pela estimulacdo da via
ubiquitina-proteassoma, um dos principais mecanismos para degradagao proteica
celular em células eucariéticas. O TNF-a aumenta a expressao genica das ligases E1-
E3, 3 diferentes tipos de enzimas, que ligam os polimeros de ubiquitina aos detritos
celulares. Desta maneira as proteinas marcadas pela ubiquitina serdo degradas pelas
proteassomas. Ele também pode atenuar a fusdo e diferenciacdo dos mioblastos,
prejudicando entdo a regeneragdo muscular. Assim, pode-se considerar o TNF-a um
importante desencadeador do processo de remodelagdo muscular apés o dano de

exercicio excéntrico intenso (44,55).

O TNF-a é considerado a principal citocina do grupo das citocinas pro-
inflamatorias, induzindo a produgéo da IL-8 e proteina C reativa (PCR) (52,56) e agao
catabdlica no tecido muscular (49). Produzido por células NK, fagdcitos
mononucleares ativos, mastocitos, adipdcitos, dentre outras, o TNF-a possui fungdes
na alteragao do metabolismo de carboidratos e lipideos (52), favorecendo um aumento
de 40% da lipolise em todo corpo com concomitante aumento na depuracao de acidos
graxos de cadeia longa, porém sem alteragbes em sua captagdo, liberagdo ou
oxidagdo no musculo esquelético, regulando negativamente a sinalizagédo de insulina,
associando-se a resisténcia a insulina. Desta maneira o TNF-a possui uma agéo direta

sobre a inflamacgao sistémica de baixo grau (57).

A pratica de exercicios moderados e a IL-6 sdo capazes de inibir a produgao
de TNF-a induzida por mondécitos, além de inibir o aumento dos niveis circulantes da
mesma induzido por endotoxina em seres humanos saudaveis (45,57). Entretanto
apds o exercicio excéntrico ocorre a expressdao de fibroblastos, neutréfilos e

macrofagos, os quais podem sintetizar IL-6, IL-10 e TNF-a, gerarando uma resposta
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pré ou anti-inflamatdria, que sera determinada pelo tipo, intensidade e duracédo do

exercicio (44).

Na figura 2 estdo descritos os principais mecanismos da inflamagao decorrente
do exercicio excéntrico, sendo que outros componentes participam deste processo.
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Excéntrica { — —p| Diminuigdo forga
I muscular < -
——————————————————— > Dano -_——— :
y X .
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Figura 2: Desenho ilustrativo do processo inflamatério apés a contragdo excéntrica. A
contracdo excéntrica causa um alongamento excessivo dos sarcdOmeros, que leva ao dano muscular,
através da ruptura do sarcolema e da matriz extracelular, e estdo associados a diminui¢gdo de forca
muscular. A ruptura do sarcolema e matriz extracelular gera o extravasamento de Mg, LDH, CK e ca”.
O extravasamento de Ca®", estimula os macréfagos que por sua vez levam a sintese de IL-6. O dano
muscular na fibra muscular gera uma migragao de leucécitos e neutrofilos para o local, e posteriormente
macréfagos. Estes sédo responsaveis pela producdo de EROs, que pode estar associada a diminuigao
de forga muscular, e pela sintese de pro-inflamatérias (TNF-a e 1I-6), e anti-inflamatérias (IL-10) através
dos macréfagos M1 e M2 respectivamente. A IL-10 diminui a sintese das citocinas pro-inflamatérias e
leva a ativagao das células satélites, enquanto TNF-a e IL-6, estimulam a proliferagédo e diferenciagao
de mioblastos. O TNF-a também ativa as proteases, e é associado a diminuicdo da forga muscular.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Em resumo, a resposta local e sistémica ao processo inflamatério induzido pelo
exercicio € benéfica e necessaria na regeneracéo e reparo do musculo esquelético,
porém este processo precisa ser mantido sob controle para ser eficiente. Fatores
como tipo e intensidade do exercicio, quantidade de musculo recrutado e tipo de agao
(concéntrica ou excéntrica), estdo associados a magnitude da inflamagao (36).
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2. Justificativa

O exercicio de forga de contracdo excéntrica promove um dano muscular, o
qual ocasiona o rompimento das fibras musculares, a liberacdo de proteinas
intracelulares para o meio extracelular, resultando em uma resposta inflamatéria que
€ natural e necessaria para o remodelamento muscular. No entanto, uma resposta
inflamatdria exacerbada pode induzir uma lesdo muscular secundaria através da
degradacédo de proteinas intactas, prejudicando o remodelamento muscular e a
recuperacdo do dano muscular. Fatores estes que podem prejudicar a pratica do
exercicio fisico regular, ja que juntamente ao dano muscular ocorre uma diminuigéo
na capacidade de geracdo de for¢ca, e a dor de inicio tardio. Atualmente vem
crescendo o interesse dos praticantes de musculagao por suplementos que melhorem
a recuperacao apos sessao de exercicio de forga, sendo pesquisado os beneficios de

suplementos naturais.

O A.blazei demonstra um efeito modulador de marcadores inflamatérios em
humanos, sendo que em um estudo piloto com individuos submetidos a um teste de
forca excéntrica, ele demonstrou uma possivel melhora na fadiga (17). Entretanto
ainda nao foi verificado seu efeito sobre marcadores inflamatérios apdés danos

musculares decorrente do exercicio excéntrico.

2.1 Hipétese

A suplementagdo aguda com A.blazei pode favorecer a recuperagao apds o
dano muscular ocasionado por exercicios excéntricos através da modulagdo da

resposta inflamatéria, devido sua agao imunomoduladora.
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3. Objetivo Geral

Avaliar o impacto da suplementacdo com Agaricus blazei nos marcadores

inflamatorios apds a realizagdo de uma sessao de exercicios excéntricos.
3.1 Objetivo especifico

Observar se possiveis variagdes dos marcadores inflamatorios ocorreriam ou

seriam mantidas 2 horas ou 24 horas apos a seesdo de exercicios excéntricos.
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4. Metodologia
4.1 Tipo e campo do estudo

Este € um estudo duplo-cego, controlado por placebo, crossover. Os protocolos
de exercicios e coletas de material biolégico foram realizados no Laboratério de
Analise do Movimento e Desempenho humano do complexo esportivo da Pontificia
Universidade Catdlica de Minas Gerais (PUC-Minas), e as analises bioquimicas foram
realizadas no Laboratorio Hermes Pardini e Laboratorio de analises da Escola de
Medicina na Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).

4.2 Amostra e aspectos éticos

O calculo amostral foi realizado pelo calculo do valor de poder de teste 0,80
(considerado este como o minimo necessario para garantir uma analise adequada),
através da variavel Neutrdfilos, utilizando o programa GPower 3.1.9.2 — Frans Faul,

Universitat Kiel, Germany, o qual sugeriu uma amostra minima de 34 individuos.

Entretanto, ndo foi possivel compor a amostra sugerida, devido limitagbes do
estudo. Portanto a amostra foi de conveniéncia, composta inicialmente por 18
individuos do sexo masculino, saudaveis, com idade entre 18 a 35 anos, praticantes
de atividade fisica (musculagéo) por um tempo superior a seis meses ininterruptos.
Apos a realizacdo do protocolo de exercicio e analises sanguineas, a amostra

compreendeu 10 individuos.

Figura 3. Fluxograma da amostra.
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Parametros de inclusdo: Os voluntarios deveriam apresentar habitos
alimentares saudaveis, realizar pratica de treinamento de forga na musculagao por um
tempo superior de 6 meses ininterruptos. Nao utilizar ou descontinuar o uso de
suplementos ou complementos alimentares com antecedéncia de uma semana ao

inicio da realizacado dos protocolos e durante todo periodo do estudo.

Parametros de exclusao: fazer o uso de anabolizantes ou medicamentos (anti-
inflamatorios ou controlados), consumo de bebida alcéolica superior a duas doses por
semana, apresentar disturbios neuroldgicos, cardiovasculares e respiratorios, assim

como relatar dores musculares sem causa aparente.

O presente estudo faz parte de um projeto de pesquisa mais amplo, que
objetivou investigar o impacto da suplementacdo com A.blazei na composi¢cédo
corporal, parametros de forga, flexibilidade e inflamacédo, apdés um protocolo de
exercicio excéntrico intenso. Os resultados na composicao corporal, parametros de
forga e flexibilidade ja foram previamente apresentados em outra dissertacédo de uma
integrante do grupo, intitulada: “Avaliacdo dos efeitos da suplementacdo com o
cogumelo Agaricus blazei em uma sessao aguda de exercicios de for¢a”. Almeida LM,
(2019) (58).

Os participantes assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido,
onde haviam informagdes sobre o estudo, riscos e desconfortos envolvidos no estudo
(Anexo 1), o qual foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Pontificia
Universidade Catdlica de Minas Gerais sob o registro 22481113.5.0000.5137.

4.3 Desenho experimental

A coleta de dados foi realizada em dois ciclos alternados, compreendendo o
ciclo 1 e ciclo 2. Cada individuo recebeu a suplementacio por 8 dias consecutivos do
Agatricus blazei ou Placebo (1° ciclo), com um washout de 17 dias, e apdés novamente
a suplementacgao por 8 dias consecutivos do Agaricus blazei ou Placebo (2° ciclo). A
suplementacgao foi realizada por capsulas, contendo cada uma 500 mg de Agaricus
blazei, ou Placebo (500 mg de amido), sendo orientada a ingestdo de cinco capsulas
diariamente, totalizando 2.500 mg/dia. Os individuos realizaram no 7° dia de

suplementagcdo em cada ciclo um protocolo de exercicio excéntrico intenso.
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No primeiro dia de coleta de dados, os voluntarios assinavam o TCLE, recebiam
a orientacdo que os mesmos deveriam se abster da pratica de exercicios fisicos
durante a realizagéo de cada ciclo. Neste dia era realizada a avaliagao antropométrica
e randomizacdo dos membros inferiores para execugao do protocolo de exercico,
orientado o preenchimento do recordatério de 3 dias, enfatizando a manutencéo da
dieta habitual e orientada a suplementagdo. O membro inferior foi randomizado no 1°
ciclo, sendo apés utilizada a outra perna no 2° ciclo, para minimizar qualquer efeito de

luta repetido.

Os individuos realizavam no segundo dia de estudo o inicio da suplementacao,
a familiarizacao de todos os procedimentos e testes que seriam realizados durante o
protocolo de exercicio, com objetivo de esclarecer todas as etapas e métodos de
realizacao dos testes e protocolo, afim de evitar a elaboragdo inadequada dos
movimentos durante a execu¢ao dos mesmos. Apos dois dias realizava-se o teste de
1RM, com a finalidade de verificar qual o peso seria utilizado na execugdo do
protocolo. Na semana seguinte, era realizado o protocolo do exercicio e as analises
sanguineas. Todos os procedimentos, foram realizados pelo mesmo avaliador,
previamente treinado, com o objetivo de prevenir diferentes medidas entre avaliadores
distintos. O protocolo de exercicio e coletas sanguineas, foram realizados no mesmo

horario para cada individuo, em todos os dias de estudo, em ambos os ciclos.
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Figura 4. Delineamento do estudo (A) e detalhamento dos procedimentos em cada ciclo (B).
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Fonte: Elaborado pela autora.

4.4 Teste de 1 RM

O protocolo utilizado foi adaptado de Nicol et al (2015) e Bowtell et al (2011). O
individuo era posicionado no aparelho de legpress a 90° de flexado de joelho, utilizando
o esquadro e as referéncias anatdmicas. Era realizada uma unica forga concéntrica
com velocidade livre, para determinar o maior peso por ele levantado. Era aumentado
progressivamente o peso, até o voluntario ndo conseguir realizar a agdo. Para
encontrar o valor de 1 RM realizava-se até 6 tentativas em média. O membro
contralateral deveria ficar flexionado e posicionado para ao final da forga concéntrica
apoiar a placa para sua sustentagao e apos descida (59,60). O valor encontrado na
familiarizacdo de 1 RM foi utilizado para realizacdo do protocolo de exercicio
excéntrico intenso, sendo apds este protocolo, utilizado o protocolo acima para
realizagc&o do teste de forga maxima.
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4.5 Protocolo de exercicio excéntrico intenso.

Foi utilizado como referéncia o protocolo de Nicol et al (2015), no qual os
individuos realizaram 5 séries de 10 repeticoes a 120% de 1RM, e apds mais 2 séries
de 10 repeticdes a 100% de 1RM (59).

No presente estudo os voluntarios realizaram 7 séries de 10 repeticdes cada, a
100% de 1RM, com um intervalo de descanso entre cada sessao de 3 minutos.
Diferente do realizado por Nicol et al. (2015), optou-se por realizar todas as séries com
a intensidade de 100% de 1RM, pois em um estudo piloto os voluntarios ndo foram
capazes de realizar as séries adequadamente com a intensidade de 120% de 1RM.
O individuo era posicionado no aparelho legpress a 90° de flexdo de joelho, usando o
esquadro e as referéncias anatémicas: trocanter maior do fémur (quadril), epicéndilo
lateral do fémur (joelho) e maléolo lateral da fibula (tornozelo). Inicialmente o individuo
deveria apoiar os dois pés no aparelho para realizar a forga concéntrica, enquanto
durante a forga excéntrica, o individuo deveria realizar a forca somente com o membro

randomizado durante 3 segundos.

4.6 Avaliagao Antropométrica

Foi realizada a avaliagao antropométrica dos voluntarios afim de caracterizar a
amostra. Os participantes foram avaliados no primeiro dia do estudo, por meio da

aferigdo das seguintes medidas:

e Peso atual (Kg);
o Estatura (m);
e Percentual de gordura através da bioimpedancia, realizada em jejum de no
minimo 4 horas, incluindo agua;
e indice de Massa Corporal (IMC) (kg/m?)
Para afericdo de peso, percentual de gordura, IMC, foi utilizada a balancga
marca Omron, modelo HBF 514C, enquanto para afericao da estatura foi utilizado um

estadidmetro de parede.
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4.7 Avaliacao nutricional

A avaliagéo dietética foi realizada nos dois ciclos por meio de um inquérito
qualitativo e outro quantitativo. Como inquérito qualitativo foi utilizado o Questionario
de Frequéncia Alimentar validado (61), considerando o periodo de 30 dias anteriores,
adaptado (Anexo 2). O inquérito quantitativo utilizado foi o registro alimentar de 3 dias
preenchido pelo proprio participante apds receber as devidas instrugcbes pelo
pesquisador, compreendendo dois dias da semana e um dia de final de semana. Os

voluntarios foram orientados a manter a dieta habitual.

O consumo de macro e micronutrientes, foi calculado através do registro
alimentar de 3 dias, utilizando a ferramenta online Dietbox, os dados s&o
apresentados em meédia e desvio-padrdo. Através da avaliagdo do questionario de

frequéncia alimentar, foi calculado o consumo em gramas dos grupos alimentares.

4.8 Analises marcadores sanguineos de inflamagéao

As coletas foram realizadas a partir de uma veia mediana do antebraco,
utilizando técnicas padrao de puncgao venosa a vacuo em sistema fechado. As coletas
seriadas de sangue foram realizadas nos dois ciclos.

Hemograma

Coletado 2 ml de amostra de sangue venoso em dois momentos, sendo um

antes (basal) e outro 2 horas apds protocolo de exercicio excéntrico intenso (5, 38).

Foram utilizados tubos com anticoagulante EDTA para coleta sanguinea a
vacuo, apdés as amostras foram armazenadas sob refrigeracdo (4° a 10°C) até o
momento da analise por um periodo inferior a 24 horas. A analise foi realizada no
Laboratério Hermes Pardini, e foram analisados leucocitos, neutrdfilos, linfécitos e

mondocitos.
Citocinas

Amostras de sangue venoso foram coletadas para analises de: Interleucina 2
(IL-2), Interleucina 4 (IL-4), Interleucina 6 (IL-6), Interleucina 10 (IL-10), Fator de
Necrose Tumoral (TNF-a) e Inteferon (IFN-y) as amostras sanguineas foram coletadas
antes da realizacdo do protocolo da série de exercicio excéntrico intenso (basal),
imediatamente apos e 24 horas apds a realizagao do protocolo. Estes horarios foram
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definidos de acordo com algumas referéncias utilizadas, onde relatos que a IL-6 tem
0 pico em suas concentragdes plasmaticas logo apds o exercicio excéntrico (45,54),
e a expressao de TNF-a por macréfagos, ocorre na fase inicial da resposta
inflamatoria no periodo de até 24 horas (44).

Foram utilizados tubos com ativador de coagulos e separador em gel para
coleta a vacuo. Apos as amostras foram centrifugadas no equipamento Marca
Coleman modelo 90-1, a 4000 rotagdes por minuto (rpm), pelo periodo de 5 minutos
a temperatura ambiente (62). Apds o sobrenadante (soro) foi separado, transferido
para tubos Ependorf e armazenado sob a temperatura de -80°C até o momento das
andlises, o sedimento foi descartado. O kit utilizado para as analises foi BD™
Cytometric Bead Array (CBA) - Human Inflammatory Cytokines Kit.

O método de analise utilizado para ambas as analises foi a contagem
automatizada através de citometria de fluxo, que permite a avaliagdo de
caracteristicas quimicas e biologicas de varios tipos celulares (humanas, animais,
bactérias, entre outros), previamente preparados e marcados, de acordo com a
molécula de interesse, utilizando anticorpos monoclonais conjugados (AcMo) a
fluorocromos especificos (63). A utilizagdo de AcMo conjugados a fluorocromo ou
substancias fluorescentes, possibilita a emisséo de cor, e a identificacdo de moléculas
na superficie ou no interior da célula. Fluorocromo sdo moléculas fluorescentes, que
estdo inicialmente em repouso, quando uma determinada fonte luminosa (laser) é
emitida, e esta possui afinidade por determinado AcMo, que estda acoplado ao
fluorocromo, ele sera excitado e emitira uma luz de comprimento de onda (cor)

caracteristica (Figura 5).

Figura 5: Representagéo do fluorocromo em estado de repouso e emitindo florescéncia apés

ser excitado pela luz do laser.
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Fluorocromo em estado de repouso .

Emissédo
LaserArgonio Excitacdo do Fluorcromo da Fluorescéncia

4genm  —————— ()

Fonte: Cunha CF et. al. Citometria de fluxo: Imunofenotipagem e avaliagdo da producgéo de citocinas.

MS Fundacéo Osvaldo Cruz, 2012.

A estrutura quimica da célula e sua atividade biologicamente ativa, caracteriza
o tipo celular, um evento bioquimico ou uma resposta imunologica, o que ira

determinar o acoplamento do fluorocromos aos anticorpos (Figura 6) (63).

Figura 6: Exemplo de esquema representativo da marcagéo de linfécitos T com AcMo anti-

CD3 acoplado com o fluorocromo FITC.

AcMo anti-CD3/FITC

Fonte: Cunha CF et.al. Citometria de fluxo: Imunofenotipagem e avaliagdo da producgéo de

citocinas. MS Fundagao Osvaldo Cruz, 2012.

Inicialmente, as amostras devem estar em uma suspencao. As células devem
ser dissociadas de forma a evitar a formagdo de grumos na suspencdo. Apos, é
realizada a definicdo das moléculas celulares de interesse que receberdo a marcacéo,

sendo nesta etapa realiza a escolha dos fluorocromos (Figura 7) (63,64).
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Figura 7: Exemplo de esquema representativo da suspencdo de células submetidas a

marcagado com AcMo.
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Fonte: Cunha CF et.al. Citometria de fluxo: Imunofenotipagem e avaliagdo da producgéo de

citocinas. MS Fundagao Osvaldo Cruz, 2012.

O tubo contendo a suspencao é acoplado ao citdbmetro de fluxo, as células sao
aos poucos aspiradas por um sistema de pressao, e levadas a uma camara especial.
Esta camara também é banhada por uma solugéo salina responsavel por um fluxo
continuo, que juntamente com o desenho cOnico da camara, proporciona a
acomodacao das células enfileiradas, deixando as células sairem através de um
pequeno orificio individualmente. Assim elas serdo marcadas pela radiagao laser
individualmente, emitindo um comprimento de onda (cor) que é detectado por um
sensor capaz de converter a luz captada em sinais eletrénicos. Através de um software
€ possivel a andlise para obtengdao dos resultados, a qual € realizada através de
representacdes graficas da intensidade de fluorescéncia emitida pelo fluorocromo e
das respectivas caracteristicas morfologicas das células (Figura 8) (63,64).
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Figura 8: Esquema representativo do funcionamento do citdmetro de fluxo. 1) Solugéo salina;
2) Camara de fluxo; 3) Solucdo salina dentro da camara fluxo; 4) foco hidrodindmico; 5) Dispersao
frontal; 6) Sinal de luz emitido para os filtros de captagdo de luz e sendo recebido nos
fotomultiplicadores; 7) Filtros para captacdo de luz emitida; 8) Sinais eletrOnicos enviados ao

computador através de grafico dot plot (grafico de pontos).

Fonte: Cunha CF et.al. Citometria de fluxo: Imunofenotipagem e avaliagdo da producgéo de

citocinas. MS Fundagao Osvaldo Cruz, 2012.

4.9 Andlises estatisticas

Os resultados sao apresentados em médias e desvio padrdo (). Inicialmente
foi realizado o teste de Shapiro-Wilk para verificar se os dados possuiam distribuicao
normal, foi utilizado o suplemento Action Star do programa Excel 2016. A avaliagao
da normalidade das distribuicdes dos dados amostrais € essencial para uma analise
adequada e para utilizacdo do teste estatistico ANOVA, um dos testes utilizado na
analise de dados experimentais, o qual pressupdem a distribuicdo normal dos dados
(65).

Apés o teste de normalidade, foi realizado o teste ANOVA fator duplo com
repeticdo (Fator 1: Tratamento; Fator 2: Tempo), utilizando o programa SPSS (IBM
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SPSS Statistics, versdo 22.0), para comparar médias nos diferentes intervalos de
tempos entre o A. blazei e Placebo no mesmo individuo, bem como a analise do poder
observado para os fatores principais e interacdo. Para analises da avaliagao
nutricional, foi utilizado o teste T pareado utilizando o programa Excel 2016, pois sao
comparadas apenas duas médias intra-individuo (placebo x A.blazei). Foi considerada

diferenca significativa quando valor de p<0,05.

Foi realizado a analise de poder de teste para o conjunto de dados através do
programa GPower 3.1.9.2 — Frans Faul, Universitat Kiel, Germany.
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5. Resultados

Foram avaliados 10 voluntarios com idade média de 24 13,62 anos com
estatura meédia de 1,76 +0,06 metros, peso inicial médio de 77,36 +10,28 Kg, indice
de massa corporal inicial médio 24,7 +3,04 kg/m?, percentual de gordura inicial médio
19,4 5,31 %. Na tabela 1 estdo descritos os valores individuais, assim como a média

e desvio padrao.

Tabela 1. Caracterizagao da amostra. Idade (anos), altura (m), peso inicial (Kg),

IMC (Kg), percentual de gordura inicial.

Voluntario Idade (anos) Altura (m) Peso (Kg) IMC (Kg/m?) % Gord.
1 20 1,79 74,9 23,37 18,5
2 30 1,67 60,9 21,83 17,4
3 26 1,65 79,7 29,27 27,1
4 22 1,81 97,9 29,88 27,8
5 24 1,81 82,3 25,12 14,9
6 20 1,75 66,6 21,74 14
7 22 1,82 79,5 24,00 19,3
8 21 1,84 70,9 20,94 11,7
9 29 1,81 85 25,94 21,8
10 26 1,72 75,9 25,65 21,7
Média 24 1,76 77,36 24,77 19,42
DP 3,62 0,06 10,28 3,04 5,31

Fonte: Dados do estudo

O consumo médio de macro e micronutrientes estdo descritos na tabela 2,
sendo que nao ouve diferenga significativa no consumo meédio dos individuos entre

suplementagao A.blazei e placebo (p>0,05).
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Tabela 2. Consumo médio de macro e micronutrientes entre placebo e A.blazei

p>0,05. Recomendacdes de acordo com DRI e FAO/OMS; ND* Nao determinado.

Estimativa de energia pela DRI Gasto Energético Total Homens: 662-(9,53x idade) +
P.A x (15,91 x Kg) + (639,6 x altura). Utilizado valor 1,11 para P.A (atividade leve) e
valores médios apresentados da amostra para variaveis, peso, altura e idade.

Placebo A.blazei Valor de p Recomendacobes
Ingestéo 2360,35 2330,23 0,88 2544 .32 Kcal
Energética (Kcal) 475,67 513,79
Proteina (g) 484,08 £199,24 653,44 £227,32 0,49 10-35 %
Carboidrato (g) 1022,68 1027,68 0,96 45-65 %
+216,02 +292,72
Gordura total (g) 823,41 £276,93 735,84 +264,51 0,46 20-35%
Gordura sat. (g) 28,77 £9,28 28,47 £10,27 0,94 ND
Ac. Oleico (g) 26,46 £10,15 25,67 £11,73 0,87 ND
Ac. Linoleico (9) 10,05 3,76 9,56 £5,14 0,69 17 g
Ac. Linolénico (9) 1,06 £0,41 0,98 £0,40 0,56 1,60 g
Colesterol (mg) 714,94 £333,37 778,75 +£393,79 0,63 ND
Vitamina C (mg) 63,26 +4498 76,72 £30,23 0,36 45 mg
Vitamina E (Ul) 5,44 +4 .67 3,79+3,38 0,43 10 mg
Vitamina D (mcg) 0,521 +0,68 0,93 £1,73 0,30 5 mcg
Vitamina A (mg) 2025,54 1424,01 0,75 600 mg
+4772,9 +2945,12
Total de fibras (g) 28,9 £15,5 23,92 £10,05 0,24 38¢g

Fonte: Dados do estudo

Na tabela a seguir é apresentado o resultado do QFA, sendo analisada

quantidade individual ingerida por grupos alimentares para suplementacéo A.blazei e

placebo, a qual apresentou um maior consumo de manteiga (p=0,04) e menor de

hortaliga crua (p=0,009) durante a suplementagdo com o A.blazei.
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Tabela 3. Média do consumo alimentar por grupos alimentares através da

anadlise do QFA. Somente manteia e hortalica crua apresentaram diferencas

significativas (p=0,04 e p=0,009 respectivamente). Demais grupos alimentares valor

de p>0,05.

Alimentos (gramas) Placebo A.blazei Valor de p
Leites e derivados 329,98 +233,98 293,83 £+199,24 0,56
Ovos 184,31 £131,33 221,11 £206,47 0,40
Carne vermelha 194,60 £141,85 149,40 £82,58 0,26
Carne branca 236,45 +134,89 207,08 +139,15 0,38
Embutidos 2,73 6,70 5,35 +9,48 0,13
Azeite 17,63 £19,94 20,21 +35,43 0,73
Bacon ou toucinho 17,04 £18,17 18,19 £27,03 0,80
Manteiga 3,87 6,37 8,10 £11,83 0,04*
Fast food 40,14 +29,56 37,14 £39,43 0,59
Enlatados 2,71 £3,65 8,50 £19,96 0,34
Folha crua 17,94 £29,43 21,69 £30,48 0,76
Folha cozida 2,85 12,57 9,39 £24,96 0,37
Hortalica crua 50 +16,54 38,86 +29,10 0,009*
Hortalica cozida 17,9 22,86 33,47 £50,34 0,56
Tubérculos 350 £147,01 150,60 +108,03 0,86
Frutas 281,61 £270,82 304,87 +159,72 0,43
Sobremesas e doces 31,72 +26,12 27,51 £37,28 0,80

Fonte: Dados do estudo

5.1 Anadlises marcadores sanguineos de inflamagéao

Foram realizadas as analises sanguineas a seguir com objetivo de verificar a
resposta inflamatéria apds o protocolo de exercicio excéntrico intenso. Para os
marcadores de hemogramas foram considerados apenas 6 voluntarios devido a falta
de amostras para todos os individuos em todos os tempos analisados.

Analise ANOVA para os leucdcitos nao foi verificado efeito de tempo (p=0,376;
poder=0,125), efeito de tratamento (p=0,247; poder=0,182) ou interagdo tempo e
tratamento (p=0,660; poder=0,67). (Grafico 1).
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Grafico 1: Concentracbes médias de leucdcitos entre placebo e A.blazei, nos
periodos basal e 2 horas (n=6). Placebo basal 5.716,7 £1.511,8; Placebo 2 horas
6.266,7 £1.476,5; A.blazei basal 6.766,7 +796,7; A.blazei 2 horas 7.066,7 +1.493,5.
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Fonte: Dados do estudo

Andlise ANOVA para os neutréfilos nao houve efeito de tempo (p=0,385;
poder=0,122), efeito de tratamento (p=0,086; poder=0,408), ou interagdo tempo e
tratamento (p=0,943; poder=0,052) (Grafico 2).

Grafico 2: Concentracdes médias de neutrofilos entre placebo e A.blazei, nos
periodos basal e 2 horas (n=6). Placebo basal 2.633 +815; Placebo 2 horas 3.481,2
+1.459,5; A.blazei basal 3.501,7 +981; A.blazei 2 horas 4.315 £1.472,5.
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Fonte: Dados do estudo

Em relagdo a concentragao de linfécitos, a analise ANOVA néo demonstrou
efeito de tempo (p=0,909; poder=0,051), efeito de tratamento (p=0,127; poder=0,318)
ou interacéo entre os fatores (p=0,382; poder=0123) (Grafico 3).

Grafico 3: Concentracbes médias de linfocitos entre Placebo e A.blazei, nos
periodos basal e 2 horas (n=6). Placebo basal 2.373 +545,6; Placebo 2 horas 2.160,5
+86,9; A.blazei basal 2.535,2 +473,7; A.blazei 2 horas 2.047,5 +415,4.
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Fonte: Dados do estudo
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Em relagdo a concentragdo de mondcitos, a analise ANOVA nao demonstrou
efeito de tempo (p=0,233; poder=0,199), efeito de tratamento (p=0,228; poder=0,202)
ou interagdo entre os fatores (p=0,290; poder=0,162) (Gréfico 4).

Grafico 4: Concentragdes médias de mondcitos entre Placebo e A.blazei, nos
periodos basal e 2 horas (n=6). Placebo basal 508,2 +194,9; Placebo 2 horas 425,2
1+185,4; A.blazei basal 536,3 £142; A.blazei 2 horas 497,5 +209,9.
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Fonte: Dados do estudo

Para a concentracdo de IFN, a analise ANOVA nao identificou efeito
significativo de tempo (p=0,565; poder=0,050), efeito de tratamento (p=0,977;
poder=0,120) ou interagao entre tempo e tratamento (p=0,89; poder=0,056) (Grafico
5).

Grafico 5: Concentracbes médias de IFN entre Placebo e A.blazei, nos
periodos basal, imediatamente apds e 24 horas (n=10). Placebo basal 1,47 10,28;
Placebo imediatamente apods 2,87 +4,87; Placebo 24 horas 1,64 £1,17; A.blazei basal
1,74 £0,93; A.blazei imediatamente apos 2,46 +2,70; A.blazei 24 horas 1,84 £1,37.
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Fonte: Dados do estudo

Para a concentracdo de TNF-a, a analise ANOVA nao identificou efeito
significativo de tempo (p=0,785; poder=0,077), efeito de tratamento (p=0,974;
poder=0,050) ou interagao entre tempo e tratamento (p=0,490; poder=0,141) (Grafico
6).

Grafico 6: Concentragbes médias de TNF-a entre Placebo e A.blazei, nos
periodos basal, imediatamente apds e 24 horas (n=10). Placebo basal 1,35 10,34;
Placebo imediatamente apds 1,31 £0,19; Placebo 24 horas 1,31 £0,38; A.blazei basal
1,25 £0,18; A.blazei imediatamente apos 1,42 +0,56; A.blazei 24 horas 1,31 £0,64.
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Fonte: Dados do estudo

Para a concentragdo de IL-10, a analise ANOVA néo identificou efeito
significativo de tempo (p=0,291; poder=0,226), efeito de tratamento (p=0,943;
poder=0,051) ou interagéo entre tempo e tratamento (p=0,555; poder=0123) (Grafico
7).

Grafico 7: Concentragcdes médias de IL-10 entre Placebo e A.blazei, nos
periodos basal, imediatamente apds e 24 horas (n=10). Placebo basal 1,39 10,51;
Placebo imediatamente apds 1,34 £0,53; Placebo 24 horas 1,34 £0,27; A.blazei basal
1,25 £0,32; A.blazei imediatamente apos 1,23 +0,41; A.blazei 24 horas1,55 £0,72.
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Fonte: Dados do estudo

Para a concentragcdo de IL-6, a analise ANOVA nao verificou efeito de
tratamento (p=0,397; poder=0,125), efeito de tempo (p=0,053; poder=0,573) ou

interacao entre tempo e tratamento (p=0,857; poder=0,071) (Grafico 8).
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Grafico 8: Concentracbes médias de IL-6 entre Placebo e A.blazei, nos
periodos basal, imediatamente apds e 24 horas (n=10). Placebo basal 1,77 £0,73;
Placebo imediatamente apds 2,25 +0,97; Placebo 24 horas 1,76 £0,59; A.blazei basal
2,67 £2,10; A.blazei imediatamente apds 3,09 £3,20; A.blazei 24 horas 2,42 £2,63.
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Fonte: Dados do estudo

Para a concentracdo de IL-4, a analise ANOVA nao identificou efeito
significativo de tempo (p=0,321; poder=0,231), efeito de tratamento (p=0,878;
poder=0,052) ou interagao entre tempo e tratamento (p=0,668; poder=0,107) (Grafico
9).

Grafico 9: Concentracbes médias de IL-4 entre Placebo e A.blazei, nos
periodos basal, imediatamente apds e 24 horas (n=10). Placebo basal 1,63 10,39;
Placebo imediatamente apos 1,65 £0,34; Placebo 24 horas 1,61 £0,23; A.blazei basal
1,61 £0,24; A.blazei imediatamente apos 1,72 +0,37; A.blazei 24 horas 1,51 £0,32.
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Fonte: Dados do estudo

Por fim, para a concentracao de IL-2, a analise ANOVA néo identificou efeito
significativo de tempo (p=0,158; poder=0,343), efeito de tratamento (p=0,960;
poder=0,050), ou de interagao entre tempo e tratamento (p=0,072; poder=0,517)
(Grafico 10).

Grafico 10: Concentragdes médias de IL-2 entre Placebo e A.blazei, nos
periodos basal, imediatamente apds e 24 horas (n=10). Placebo basal 1,89 10,28;
Placebo imediatamente apds 1,97 +£0,22; Placebo 24 horas 1,90 £0,20; A.blazei basal
1,82 £0,17; A.blazei imediatamente apds 1,82 +0,26; A.blazei 24 horas 2,10 £0,29.
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Fonte: Dados do estudo
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6. Discussao

No presente estudo ndo houve um aumento significativo de neutrofilos e
leucdcitos apds o exercicio excéntrico, embora seja relatado que ocorra o aumento
destes marcadores imediatamente apds e 2 horas apds uma unica série de exercicio
(5), sendo que os leucécitos seriam mobilizados na circulagao sanguinea para o local
da lesdo com o objetivo de contribuir na degradagéo do tecido muscular lesionado,
através da liberacdo de EROs durante a fagocitose, e enzimas proteoliticas
(41,42,53). Esta manutengao na concentragédo sanguinea destes marcadores pode ter
sido influenciada devido os individuos ja serem praticantes de musculagdo por um
periodo superior de 6 meses. Quando comparado individuos praticantes de exercicios
fisicos (superior a 6 meses) e, individuos n&o praticantes de exercicios fisicos, 0
aumento nas concentragdes sanguineas sao diferentes, mesmo diante do mesmo
protocolo de exercicio. Individuos praticantes, apresentaram menores aumentos que
os individuos nao praticantes (leucécitos individuos destreinados basal 6,9 +0,9 pl,
imediatamente apés 8,7 +2,1 pl e apos 2 horas 10,2 +£3,9 ul; leucdcitos individuos
treinados basal 5,2 £1,5 yl, imediatamente apés 7,0 £2,3 ul e apds 2 horas 6,8 £1,9
MI; neutrdfilos individuos destreinados basal 3,9 £1,0 ul, imediatamente apés 5,0 £1,8
Ml e apds 2 horas 8,0 £3,9 ul; neutrdfilos individuos treinados basal 2,7 +1,4 pl,
imediatamente apos 3,5 £2,0 yl e apds 2 horas 4,6 £2,0 pl) (5).

A magnitude do dano muscular também pode influenciar no aumento da
concentragcédo sanguinea dos marcadores inflamatorios. De acordo com Paulsen et al.
(2012), quando o dano muscular é leve a migracdo dos leucécitos da corrente
sanguinea para o local da lesdo n&o costuma ser observada, sendo entdo os
macréfagos locais responsaveis por desempenhar a recuperagéo muscular (54). Esta
associagao entre a diminuicdo na capacidade de geracao de forga e o aumento dos
leucdcitos, costumam ser relatadas quando ocorre uma redugao maior que 50% na
funcdo muscular ou uma recuperagao tardia, acima de 7 dias apds o dano. Enquanto
uma reducao menor que 20% ou uma recuperagao apos 2 dias do dano muscular,
apresenta pouca ou nenhuma alterag&o histologica, embora ja tenha sido relatado um
acumulo de leucécitos no tecido nesta condigéo (43,54).

Quando verificada a redugdo na capacidade de for¢ca dos individuos deste
estudo, através dos resultados apresentados por Almeida (2019), a redugao
observada na capacidade de forga, nao foi superior a 50% (58). Sendo esse um fator
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importante a ser considerado nos valores apresentados da concentragdo sanguinea

de leucdcitos e neutréfilos apds o exercicio excéntrico.

Uma vez que a capacidade de redugcdo de forga € considerada um bom
marcador indireto para o dano muscular, pode-se considerar o resultado apresentado
por Almeida (2019) na redugdo da capacidade de forga dos individuos que
participaram do presente estudo, um marcador indireto do dano muscular. A CK
frequentemente utilizada como marcador para avaliagdo do dano muscular, pode
apresentar uma variabilidade acentuada entre individuos, mesmo quando o protocolo
de exercicio excéntrico utilizado tenha sido o mesmo (35). Desta maneira, alguns
individuos apresentam grandes aumentos da CK, enquanto outros demonstram
apenas aumentos moderados (66). Além disso, a comparagéo dos niveis de CK nao
parece ser adequada para inferir pequenas diferengas em relagdo ao grau de lesao
muscular (51), assim como €& sugerido no presunto estudo pela redugdo na

capacidade de forga apresentada por Almeida (2019).

Outro marcador confiavel de dano muscular sdo os estudos histolégicos, que
demonstram um acumulo de leucdécitos no espacgo extracelular dentro do musculo
entre 24 e 48 horas apds o exercicio (37). A biopsia é considerada um método de
analise confiavel, entretanto bidpsias repetidas podem provocar um aumento na
inflamagé&o muscular, e quando realizadas em uma pequena area muscular, ndo sao
consideradas representativas suficientemente (10). Assim, a utilizagdo de marcadores
indiretos pode substituir o uso de biopsias, ja que esta € considerada um método
invasivo (35).

Evidéncias para o acumulo de neutréfilos apds 24 horas no local da lesao séao
limitadas, isso pode ser devido ao fato de que os neutréfilos desaparecem
rapidamente do musculo em regeneragao ou, por dificuldades metodoldgicas para sua
deteccdo. Ja os mondcitos ou macrofagos séo observados de maneira consistente no
musculo em recuperagao em um periodo entre 48 horas e 7 dias (37). Apos
contragdes musculares excéntricas maximas unilaterais dos extensores de joelho,
diante da recuperacao da forgca muscular no periodo de até 2 dias, foi observado o

acumulo de macréfagos no tecido muscular (43).

Apds uma unica série de exercicio excéntrico foi observado o aumento dos

mondcitos imediatamente apds o exercicio, retornando aos valores de base apos 2
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horas do exercicio (5). No presente estudo a avaliagdo da concentragao de mondcitos
foi realizada 2 horas apos o exercicio, o que pode ter influenciado na avaliacdo da
concentracado deste marcador.

A presencga dos neutroéfilos e macrofagos sdo fundamentais para remogéo dos
detritos celulares, porém a producao de EROs por estas células inflamatérias podem
agravar a inflamagéo. O acumulo de macréfagos no local da leséo inicia apds a
eliminagdo dos neutrofilos, sendo inicialmente os do tipo M1, contribuindo para
fagocitose e secretando citocinas pré-inflamatérias (TNF-a, IL-6 e IL-13), e mais tarde
ocorre a substituicdo pelos macrofagos M2, que produzem citocinas anti-inflamatérias
e moléculas de sinalizagdo, que participam da regeneragdo muscular (35). Os
macrofagos também interagem com os neutrofilos durante o estagio pro-inflamatorio
da lesdo muscular, reduzindo a citotoxicidade e, a capacidade dos neutréfilos em
fagocitar as ceélulas musculares, desta maneira o remodelamento muscular e a

recuperagao funcional ndo séo prejudicados (37).

Além da biopsia, exames de imagem podem ser utilizados para fornecer
informagdes referentes ao dano muscular. A ressonéncia magneética tem sido utilizada
fornecendo imagem detalhada, caracterizando ent&do a lesdo muscular. Decorrente da
resposta inflamatdria, o edema intramuscular pode ser detectado pela ressonancia
magnética, o qual apresenta forte correlagdo com o grau do dano intramuscular. Desta
maneira, uma analise entre 24 e 72 horas pode contribuir na avaliacido da resposta
inflamatoria local, pois neste periodo a intensidade do edema seria aumentada.
Enquanto que se realizada imediatamente apds o exercicio, esta pode revelar
resultados negativos em relagao ao dano muscular (43).

O ultrassom convencional ja é utilizado a algumas décadas para diagnosticar
danos musculares, embora sua aplicagdo para danos de baixo grau ndo apresente
informacdes sobre a lesdo. Ja a utilizagdo do ultrassom com contraste pode melhorar
a sensibilidade do exame, pois as alteragbes de perfusdo sanguinea podem ser
visualizadas através de alteragdes de sinais do meio com contraste, uma vez que este
contém microbolhas cheias de gas. Assim o ultrassom com contraste demonstra um
resultado superior se comparado ao convencional para as investigagcdes de lesbdes

musculares, em especial a de baixo grau, e identificagdo do edema muscular (43).
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Em comparacgao as informagdes sobre resposta dos leucdcitos, menos estudos
avaliaram a expresséao de citocinas intramusculares apds o exercicio excéntrico, ou a
comparou com a capacidade de geragao de forgca muscular, marcador indireto do dano
muscular (37).

O exercicio excéntrico € descrito como capaz de elevar a IL-6 através do
aumento de Ca?* intracelular, que ocorre apds o rompimento do sarcolema e abertura
de canais ativados por estiramento devido a lesdo muscular (42). Sua sintese é
induzida por macréfagos no local da lesdo, durante o mecanismo de reparo muscular
(10,48). Os macrofagos também séo responsaveis pela expressao mRNA TNF-a no
musculo apdés 24 horas da lesao (45,55), sendo que apds, sua sintese pode ser
aumentada através do aumento das citocinas pré-inflamatérias e até mesmo o proprio

TNF-a, estimulados pela sinalizagédo NF-kB (55).

O dano muscular ap6s exercicios excéntricos, evidenciado através do aumento
das concentracbes da CK apds 24 horas do exercicio, também apresentou um
aumento da IL-6 imediatamente e 2 horas apds o exercicio excéntrico (13). Estas
informagdes podem sugerir que o aumento da IL-6 plasmatica ndo esteja relacionado
diretamente ao dano muscular, assim como afirma Petersen et al. (2001) ap6s nao
encontrar uma correlagao entre a producao de IL-6 e CK. Pois o pico de aumento nas
concentragdes plasmaticas foram diferentes entre si, sendo imediatamente apos para
a IL-6 e 24 horas apds o exercicio excéntrico para a CK (67). Em nosso estudo, o
protocolo do exercicio excéntrico utilizado, nao foi capaz de provocar aumento nas

concentragdes sanguineas de IL-6, e demais citocinas IL-2, IL-4, IL-10, TNF-a e INF-

Y.

Ja o estudo de Jo et al. (2019) demonstrou um aumento da IL-6 apds 24 horas
do exercicio (+642,5% grupo controle) a qual foi acompanhada do aumento da CK e
na diminuicdo na capacidade de forgca e, apdés 48 horas estas concentragdes
diminuiram comparadas ao periodo de 24 horas (51). Enquanto Nicol et al. (2015)
observou um aumento da IL-6 apds uma série de exercicios excéntricos,
imediatamente e 48 horas apds o exercicio excéntrico (31%; +29% e 32%; +29%
respectivamente) quando utilizado a suplementagdo com curcuma, e uma diminuigao
(-20%; £18%) as 24 horas em relagao a linha de base. A suplementagdo com curcuma
foi associada ao aumento da IL-6 sanguinea e, também a moderada redug&o na
DOMS e redugéao na CK, enquanto nenhum efeito placebo foi observado (59).
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O que pode influenciar os diferentes resultados entre os estudos s&o as
diferentes metodologias de analises. No presente estudo foi utilizada a citometria de
fluxo, Nicol et al. (2015) utilizou o ensaio quimioluminescente, Jo et al. (2019) analisou
através do imunoensaio enzimatico. Todas estas técnicas de analises s&o
consideradas técnicas sensiveis, no entanto o imunoensaio enzimatico é descrito por
detectar quantidades extremamente pequenas de antigenos e anticorpos, podendo
ter elevada precisao se os reagentes e os parametros forem bem padronizados (68).

Alguns estudos com ratos demonstraram um aumento nas concentragdes
musculares do mRNA IL-6 entre 12 e 24 horas apds a concentragao excéntrica
(10,50), sendo que em um dos estudos este aumento permaneceu elevado por até
duas semanas sem qualquer aumento nas concentragdes sanguineas (50). Isso pode
demonstrar que determinados protocolos de exercicio excéntrico provocam somente
um aumento nas concentragdes musculares da IL-6, ndo influenciando nas

concentragbes sanguineas.

O aumento do mRNA mensageiro e na liberagdo de IL-6 também pode estar
relacionado a um comprometimento do glicogénio intramuscular, sendo verificado que
a ingestao de glicose durante o exercicio pode atenuar esta resposta induzida pelo
exercicio (45). Tem sido proposto que uma das fungbes da IL-6 compreenda o
aumento da sensibilidade da insulina, estimulando a gliconeogénese e a lipdlise (34).
Desta maneira, o fato do protocolo de exercicios nao ser realizado em jejum pode ter
mitigado o aumento da IL-6, assim como o fato de que o grupo amostral foi composto
por individuos com percentuais de gorduras heterogéneos (14 a 27,8%), o que pode
ter contribuido na variagédo entre os valores individuais apresentados para IL-6, ja que

o tecido adiposo é capaz de liberar IL-6 na corrente sanguinea (42).

No presente estudo n&o foi observado o aumento nas concentragdes
plasmaticas de TNF-a, corroborando com Clifford et al. (2015), que mesmo diante de
um aumento nas concentragcdes de CK n&o observaram um aumento nas
concentracdes plasmaticas de TNF-a apds o exercicio excéntrico. Embora Liao et al.
(2010) verificaram um aumento deste marcador em mais que o dobro apds 2 horas do
exercicio excéntrico em ratos, o qual permaneceu aumentado até 24 horas apos.
Sendo que este aumento foi acompanhado do aumento progressivo na concentragéo
muscular do TNF-a e do aumento dos niveis de mRNA TNF-a, assim como da
concentragédo plasmatica de CK. O aumento nos niveis da CK demonstram que o
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exercicio excéntrico utilizado foi capaz de provocar danos musculares e 0s exames
histologicos realizados, demonstraram a infiltragdo de células inflamatdrias no
musculo apés a lesao (55). Ja no presente estudo ndo houve um aumento na
concentracao destas células inflamatdrias apds o exercicio, o que pode ter contribuido
para a manutencao dos niveis de TNF- a, assim como IL-6, uma vez que estas células

inflamatoérias podem levar a sintese destes marcadores (10,44,48,55).

A afirmacgao que apos o exercicio excéntrico ocorra uma maior expressao de
IL-10 algumas horas apdés o exercicio excéntrico (35,49) ndo foi confirmada no
presente estudo, corroborando com Kanda et al. (2013) e McFarlin et al. (2016), que
mesmo diante do dano muscular apds contragdes excéntricas ndo observaram um
aumento plasmatico ou urinario da citocina IL-10 (69,70). Em relagdo a concentragao
plasmatica de INF-y, poucos estudos avaliaram esta citocina, sendo relatado por
Paulsen et al. (2012) e Suzuki et al. (2002) que suas concentragbes plasmaticas nao
sdo alteradas apds exercicio, o que corrobora com o presente estudo, onde as
concentragdes plasmaticas ndo apresentaram alteragdes nos diferentes grupos apos
o protocolo de exercicio excéntrico (54,71).

As concentragdes de IL-2 e IL-4 ndo sofreram alteracbes apds o exercicio
excéntrico, corroborando com o que é relatado por Paulsen et al. (2012) que a IL-2
nao sofre alteragbes apds o exercicio excéntrico (56). A IL-2 € uma citocina pro-
inflamatdria responsavel pela ativagado de células efetoras imunes e estimulagédo de
leucocitos, considerada um importante indutor das fungdes de proliferacéo,
diferenciagao, desenvolvimento e sobrevivéncia, memoria e regulagao dos linfocitos
T. A IL-4 é produzida principalmente pelas células T, mastocitos e neutrofilos, no
entanto existe relato de que outras células como fibroblastos e células musculares sao

capazes de expressar IL-4 (72).

Poucos estudos avaliaram a concentracdo das citocinas IL-2 e IL-4 apds
exercicios de concentracdo excéntrica, sendo que um estudo com humanos que
realizaram contragdes excéntricas, ndo demonstrou aumento nas concentragcdes da
IL-2 e IL-4, embora tenha ocorrido um aumento na Mb demonstrando a presenca do
dano muscular apés o exercicio (69).

Quanto ao efeito do A.blazei nos marcadores inflamatorios apos uma série de

exercicio excéntrico, o mesmo ndo demonstrou efeito sobre células imunes. Embora
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seja descrito que o A.blazei possua atividade imunomoduladora através do
reconhecimento de seus polissacarideos por receptores de membrana em leucdcitos
e macrofagos, resultando na proliferagdo de células imunes (16,25). Sugere-se que a
estimulagdo da resposta imune inata ocorra pelo reconhecimento de B-glucanos
através da dectina-1, que é um receptor de proteina transmembrana tipo Il presente
em macrofagos, neutréfilos e células dentriticas, desencadeando respostas imunes

efetivas, incluindo fagocitose (25).

Experimento ex vivo demonstrou o aumento em fatores de crescimento de
leucocitos através da suplementagao contendo A.blazei, entretanto quando verificado
o efeito da suplementagéo in vivo, 0 mesmo demonstrou uma tendéncia na redugéo
deste marcador (31). Assim, é descrito na literatura diferencas de agédo da

suplementacao de A.blazei entre estudos in vivo e ex vivo ou in vitro.

Em experimentos ex vivo, um suplemento a base de A.blazei também induziu
a liberacdo de diferentes citocinas, sendo que as citocinas pro-inflamatoérias que
apresentaram um maior aumento foram TNF-a (399 vezes), IL-6 (271 vezes) e IL-13
(86 vezes), derivadas principalmente de células monociticas (31). Assim como é
demonstrado em culturas de mondécitos humanos incubados com A.blazei, que
aumentaram a produgao de citocinas e quimiocinas (32,33). In vitro demonstrou a
capacidade de estimular fagécitos mononucleares e a produgédo de citocinas pro-
inflamatdrias (IL-6, IL-8 e TNF-a) (21), entretanto nao foi verificada a capacidade do
A.blazei em promover a sintese de IL-10 (29).

Por outro lado, a ingestao de A.blazei em humanos saudaveis apresentou uma
reducao significativa apds 12 dias nas citocinas pré-inflamatérias I1L-13, IL-6 e TNF-q,
bem como para IL-2, diferente do resultado em estudo ex vivo com o mesmo
suplemento (31). Estes resultados corroboram com estudos que verificaram as
citocinas apos ingestdo do mesmo suplemento, a base de A.blazei, em doenga de
Crohn e Colite Ulcerativa, os quais apresentaram uma redugao na IL-6, IL-1[3, IL-8 e
IL-2, demonstrando assim um declinio especialmente nas citocinas pré-inflamatérias
(16).

Entretanto, no presente estudo a ingestdo do A.blazei em adultos saudaveis
apos uma série de exercicio excéntrico ndo apresentou alteracdo em qualquer um dos

marcadores inflamatérios avaliados. Alguns autores sugerem que o efeito do A.blazei
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na diminuigdo das citocinas pro-inflamatérias, possam ser decorrentes de um alto
nivel inicialmente destas citocinas, o que é observado durante a inflamacéo (29,31).
Isto pode ser evidenciado no estudo com individuos saudaveis quando utilizado uma
alta dosagem de suplemento (720 ml/dia) por um periodo de dois dias, o qual
apresentou somente uma tendéncia na diminuigdo da IL-6 e TNF-a. Porém, apos uma
analise somente dos individuos que apresentavam inicialmente o nivel mais elevado
de algumas citocinas, observaram uma diminuic¢do significativa da IL-6 e INF-y (31). E
também em estudo com pacientes com Doenca de Chron e Colite Ulcerativa (16).
Desta maneira, o fato de ndo ter havido um aumento dos marcadores inflamatérios no
presente estudo pode ter influenciado o efeito imunomodulador do A.blazei descrito
na literatura (16,29,31).

Outra lacuna ainda existente é a discrepancia entre os estudos in vitro, ex vivo
e in vivo. Uma possivel causa é relacionada a absorgéo intestinal do A.blazei e seus
componentes pela mucosa intestinal humana, pois esta ainda ndo € bem elucidada.
Suspeitas de que B-glucanos e demais fragmentos maiores e bioativos possuam uma
limitagdo na capacidade absortiva. Essa pode impedir seu efeito estimulador de
citocinas in vivo, como € demonstrado nos estudos in vitro e ex vivo, embora os (3-
glucanos possam ter um efeito indireto no intestino, estimulando células imunes ali
presentes (16,31). Entretanto, alguns estudos verificaram apds 3 dias de ingestao a
presenca de B-glucanos marcados dentro de macréfagos esplénicos, com 0 mesmo
tamanho anterior a sua ingestédo via oral. Quando verificado o caminho percorrido
apos sua absorgéo, experiéncias demonstraram que B-glucanos apos sua fagocitose
foram degradados lentamente dentro das células. Seus fragmentos soluveis
biologicamente ativos foram liberados nas células circulantes, demonstrando um
periodo de aproximadamente 13 dias como tempo necessario para sua degradagao
completa por macréfagos (27). Assim, o periodo de suplementacdo do A.blazei
utilizado no presente estudo pode também ter influenciado esta resposta
imunomoduladora (27). Embora ja tenha sido observado o efeito de uma

suplementagéo de A.blazei ap6s 2 dias, entretanto considerada de alta dosagem (31).

O A.blazei também é rico em compostos fendlicos, flavonoides, acido urénico
e ascorbico, possuindo assim propriedades antioxidantes, sendo seu extrato capaz de
inibir a oxidagcdo de enzimas peroxidases, reduzir o estresse oxidativo através da

reducdo da oxidagao por neutréfilos polimorfonucleares, aumentando especialmente
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nas mitocondrias a concentragcao de enzimas antioxidantes como catalase e peroxido
dismutase (16). Desta maneira o A.blazei poderia influenciar estes marcadores, porém
no presente estudo nao foi possivel a avaliagcdo dos marcadores oxidativos, que
podem ser associados a atividade dos neutrofilos e macréfagos, assim como

producao de citocinas (73).

Sabe-se que a infiltragdo celular ap6s o dano muscular € seguida de uma
fagocitose, onde neutréfilos e macrofagos produzem EROs que participam também
na regulacdo de mecanismos celulares, contribuindo para biogénese mitocondrial,
angiogénese, hipertrofia do musculo esquelético e contragdo muscular, sendo
relacionado positivamente a sua producdo controlada com a contragcdo muscular
(62,74). Porém, é necessario manter um equilibrio na produgéo dos radicais livres a
fim de evitar um desequilibrio, o que pode influenciar no dano muscular secundario

contribuindo para fadiga muscular e diminuigdo na capacidade de forga (62).

A ingestdo alimentar entre os individuos utilizando placebo ou A.blazei no
presente estudo ndo apresentou diferenga significativa através da avaliagdo dos
registros alimentares e frequéncia alimentar. Sendo assim, o consumo alimentar ndo
foi considerado no presente estudo um fator de influéncia sobre os marcadores
inflamatorios. O A.blazei € descrito possuir um conteudo de glutamina superior aos
demais tipos de cogumelos, sendo relatado uma associagdo entre o consumo da
glutamina e a diminuicdo da inflamagdo. No presente estudo o conteudo diario de
glutamina foi de aproximadamente 0,54 gramas, considerando os valores
referenciados para cogumelo fresco (15). Desta maneira seu consumo nao foi
considerado relevante para um efeito anti-inflamataério, pois o consumo abaixo de 0,1

g/Kg de peso ndo apresentou efeitos em marcadores indiretos (22).

Desta maneira diferente do encontrado por Silva et al. (2017), que observou
uma melhora na recuperac¢ao da fadiga muscular, o presente estudo nao resultou em
beneficios na avaliagdo dos marcadores inflamatérios com a utilizagdo do A.blazei.
Sua agao imunomoduladora nao foi verificada no presente estudo, e isso pode ser
decorrente de algumas limitagdes, assim como diferengas nos protocolos de exercicio
utilizados. Entretanto a avaliagao do efeito da suplementac&o de A.blazei pode ser util
para outras diferentes modalidades de esportes, e diferentes publicos, visto que a
resposta inflamatéria pode diferir entre praticantes acostumados e desacostumados.
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E importante enfatizar que o efeito esperado da suplementacdo com o A.blazei
era uma efeito imunomodulador e ndo somente um efeito anti-inflamatério, uma vez
que o processo inflamatoério € essencial para a restauracdo do tecido muscular apés
o dano ocasionado através de exercicio excéntrico. A utilizacdo de farmacos anti-
inflamatoérios ndo esteroides (AINES) por exemplo dependendo da dose ingerida,
sugere uma atenuagao no aumento de células satélites apds exercicios, células estas
que participam no remodelamento muscular (75). Embora inicialmente possa
demonstrar uma resposta terapéutica diante da inflamacao, a utilizacdo de AINES
pode comprometer o estagio inicial da cicatrizagdo, sem melhorar necessariamente a
recuperagao apos o dano muscular (70), demonstrando desta maneira que o efeito
anti-inflamatério pode ser prejudicial na recuperagcdo apds o exercicio. Embora o
presente estudo ndo tenha apresentado aumento nos marcadores inflamatérios apos
a sessao de exercicio excéntrico, a recuperagao e adaptacdo muscular pode ocorrer
mesmo na auséncia do recrutamento e acumulo dos mondcitos transmitidos pelo
sangue, sendo os leucécitos residentes no tecido responsaveis por desempenhar este
papel (54,37).

A amostra deste estudo ndo foi totalmente homogenia, como por exemplo o
percentual de gordura corporal individual apresentou uma grande variagéo, isso pode
ter influenciado na avaliagdo dos marcadores inflamatérios. Assim como a técnica
utilizada para analise destes marcadores, pois € possivel observar diferentes técnicas
de analises de citocinas entre os estudos que avaliam este marcador inflamatério, o

que pode gerar diferentes resultados.

Através da analise de poder de teste para o conjunto de dados que resultou no
valor de 0,266, pode-se confirmar que o tamanho amostral utilizado no presento
estudo foi limitado, sendo sugerido através do calculo amostral uma amostra minima
de 34 individuos. Entretanto, a utilizagdo de uma amostragem voluntaria envolve
limitagdes para atingir o valor amostral sugerido, em especial quando é necessario a
realizagdo de um protocolo de exercicio excéntrico intenso, com visitas frequentes ao
local de realizagdo do estudo e a utilizacdo de suplementos alimentares de maneira

regular.

A dosagem sanguinea é outro fator limitante, pois no presente estudo houve
perdas durante a realizagdo de algumas analises o que gerou uma redugdo na

amostra para analise dos marcadores inflamatorios. Tal medida foi necessaria uma
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vez que o método de analise estatistica utilizado no presente estudo através da
ANOVA fator duplo com repeticdo, determina a utilizagdo de dados dos mesmos
voluntarios na comparagao entre efeito placebo e protocolo. A utilizagdo de outro
meétodo de analise, como por exemplo o método de analise de dados longitudinais
pelo GEE, possibilitaria a analise e inclusdo de todos os individuos, mesmo os
individuos que apresentaram auséncia de dados para um determinado periodo,

evitando, portanto, qualquer viés de selegéo (76).

Entretanto ainda é possivel verificar outros estudos publicados com tamanho
amostral proximo ao utilizado no presente estudo, e também a utilizacdo do mesmo

método de analise estatistica.
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7. Conclusao

O protocolo do exercicio excéntrico realizado no presente estudo nao
promovoeu 0 aumento nas concentragdes plasmaticas de células imunes (neutrofilos
e leucécitos) e também citocinas como IL-6, IL-10 e TNF-a apds a realizagédo do

exercicio comparado com os valores basais.

Tal fato pode ter sido influenciado pela magnitude do dano muscular ou até
mesmo pela técnica de analise destes marcadores, ja que na literatura sdo descritas

diferentes metodologias, assim como a utilizagdo de diferentes protocolos.

Nao foi verificado efeito da suplementacdo de A.blazei sob os marcadores
inflamatdrios apds uma sesséo de exercicio excéntrico, possivelmente pelo fato que
estes marcadores ndo sofreram um aumento significativo apds a realizagdo do
protocolo de exercicio. O tempo de suplementacao do A.blazei utilizado no presente

estudo pode ter sido insuficiente para sua atividade imunomoduladora.
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9. Anexos

ANEXO 1.Termo de consentimento livre e esclarecido.

PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DE MINAS GERAIS

PUC Minas , . : . ~
Pré- Reitoria de Pesquisa e de Pés-graduacéo

Comité de Etica em Pesquisa — CEP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Projeto: “Avaliagdo do efeito agudo da suplementagdo do cogumelo
Agaricus blazei em exercicios de carga muscular.” N.° Registro CEP:
22481113.5.0000.5137

Prezado Sr,

Vocé esta sendo convidado a participar de uma pesquisa que estudara os
efeitos agudos da suplementagdo com o cogumelo Agaricus blazei em treinamentos
de forca. Vocé foi selecionado por que apresenta idade entre 18 e 35 anos e € um
individuo saudavel. A sua participacdo nesse estudo consiste em se submeter a um
periodo de dez dias de suplementagcdo com o Agaricus blazei, que sera ministrado via
oral (2500mg/dia) ou suplementagao com placebo. A coleta dos dados ocorrera em
um periodo de 7 dias e vocé sera submetido a um teste de carga muscular e outros
testes para avaliar a forga. Seréo feitas coletas de material biolégico para avaliar o
nivel de cortisol (Saliva), e para analises de marcadores bioquimicos e imunoldgicos
(sangue), gratuitamente no préprio local de treino. Apés um periodo de 17 dias este
protocolo sera novamente executado. O objetivo do projeto é avaliar os impactos da
suplementagdo com o cogumelo Agaricus blazei em treinamentos fisicos, avaliar
parametros bioquimicos de estresse em grupos de individuos que fizeram uso da

suplementagdo com o cogumelo e foram submetidos a testes. O estudo nao oferece
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nenhum prejuizo a sua saude, pois o cogumelo tem seu consumo liberado pela
ANVISA como alimento, salvo pela possibilidade de haver alergia ou intoxicagao
devido a componentes que podem estar presentes no cogumelo, nesse caso, 0 uso
do mesmo sera suspenso e vocé sera encaminhado para orientagdo medica pelo
sistema unico de saude. Suas consideragdes serdo utilizadas em nosso estudo,
podendo ser publicada, porém n&o havera qualquer divulgagdo pessoal. Sua
participagdo € muito importante e voluntaria. Vocé nao tera nenhum gasto e também
nao recebera nenhum pagamento por participar desse estudo. Nao havera gastos com
o seu deslocamento, nem gastos com outros servigos. As informagdes obtidas nesse
estudo seréo confidenciais, sendo assegurado o sigilo sobre sua participagéo, quando
da apresentagao dos resultados em publicacio cientifica ou educativa, uma vez que
os resultados serdo sempre apresentados como retrato de um grupo e n&o de uma
pessoa. Vocé podera se recusar a participar ou a responder algumas das questdes a
qualquer momento, ndo havendo nenhum prejuizo pessoal se esta for a sua deciséo.
Os resultados dessa pesquisa servirdo para que se tenha uma maior variedade de
produtos produzidos a base do cogumelo para que a populagdo tenha acesso aos
seus beneficios funcionais. Vocé recebera uma cépia deste termo onde consta o
telefone e o endereco do pesquisador responsavel, podendo tirar suas duvidas sobre
o projeto e sua participagao, agora ou a qualquer momento.

Nome do pesquisador: Wiliam C. B. Régis

Endereco: Av. Afonso Vaz de Melo, 1.200 - Barreiro de Baixo - CEP: 30640-
070 - Belo Horizonte - MG

Telefone: (31) 3328-9541 Email: wregis@pucminas.br

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Pontificia
Universidade Catdlica de Minas Gerais, coordenado pela Prof.2 CRISTIANA LEITE
CARVALHO, que podera ser contatado em caso de questbes éticas, pelo telefone

3319-4517 ou emailcep.proppg@pucminas.br.

Obrigado pela sua colaboragéo e por merecer sua confianga.
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Belo Horizonte, / /2018.

Dou meu consentimento de livre e espontanea vontade para participar deste
estudo.

Nome (em letra de forma):

Assinatura:

Pesquisador: WILIAM CESAR BENTO REGIS

Assinatura:



Anexo 2. Questionario de Frequéncia Alimentar

Nome Voluntario:
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Data: 1 Ciclo: ( )1°ciclo ( )2°ciclo
Produtos N° 1x/dia 2 5-6 2-4 1 1-3 x | RIN | Qtde
Porcéo ou/dia semana semana semana més G/ml

Leite e derivados

Leite desnatado ou semi-desnatado

Leite integral

logurte

Queijo branco

Queijo amarelo

Requeijdo

Carne e ovos

Qvo frito

Ovo cozido

Carne de boi

Carne de porco

Frango

Peixe fresco

Peixe enlatado

Embutidos

Carne conservada no sal

Visceras

Oleos

Azeite

Molho de salada

Bacon ou toucinho

Manteiga

Margarina

Maionese

Petiscos e enlatados

Snacks

cheetos, amendoim

Sanduiches, pizzas, esfiha, salgadinhos,

Enlatados (milho, ervilha, palmito,
azeitona)

Cereais/Leguminosas

Arroz integral

Arroz polido

Pé&o integral
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Péao francés/forma

Biscoito salgado

Biscoito doce

Bolos

Macarréo

feijdo

Hortalicas/frutas

Folha crua

Folha refogada/cozida

Hortalica crua

Hortalica cozida

Tubérculos

(caré/inhame/batata/mandioca)

Frutas

Sobremesas/Doces

Sorvete

Tortas

Geléia

Doces/Balas

Chocolates/achocolates/

chocolates

Bebidas

Café com agucar

Café sem agucar

Suco natural com agucar

Suco natural sem agucar

Suco artificial com agucar

Surco artificial sem acucar

Refrigerante normal

Adocante

Margarina

Requeijdo/logurte

Refrigerante
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