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RESUMO 

O presente estudo investigou a influência do estresse oxidativo sobre o 

desempenho físico e a resposta inflamatória depois de um protocolo de treinamento 

físico. Primeiramente, foi verificada a influência da intensidade do exercício de corrida 

em esteira (40% e 80% da velocidade máxima) sobre parâmetros associados à resposta 

inflamatória. A concentração de citocinas no músculo esquelético e o recrutamento de 

leucócitos em vênula pós-capilar do reto femoral foram dependentes da intensidade do 

exercício. Neutrófilos purificados de camundongos do grupo exercitado a 80% também 

apresentaram maior capacidade migratória in vitro. Depois, foi avaliado o efeito de um 

treinamento físico de quatro semanas sobre a resposta inflamatória induzida por um 

teste de corrida com velocidade constante até a fadiga (TVC) e por um exercício de 

duração e intensidade fixa (EF). O treinamento físico aumentou o desempenho dos 

camundongos evidenciado pela maior Vmax e pelo maior trabalho no TVC. E ainda, o 

rolamento de leucócitos foi maior no grupo treinado (T) após o TVC. Já após o EF, foi 

verificada uma atenuação do rolamento de leucócitos no grupo T Adicionalmente, foi 

avaliado o efeito do treinamento sobre a resposta inflamatória sistêmica e local após o 

exercício até a fadiga. O grupo T apresentou um aumento de linfócitos no sangue e uma 

menor quantidade de macrófagos na medula e um score inflamatório reduzido três dias 

depois do exercício até a fadiga. Ainda, foi avaliada a influência da produção de 

espécies reativas de oxigênio (EROs) sobre o efeito do treinamento físico no 

recrutamento de leucócitos no músculo.  Animais wild-type e gp91
phox-/-

 apresentaram 

um aumento no rolamento de leucócitos, porém a adesão de leucócitos foi menor em 

camundongos gp91
phox-/-

. Além disso, os camundongos wild-type e gp91
phox-/- 

foram 

submetidos ao protocolo de treinamento de quatro semanas. O treinamento aumentou o 

desempenho dos animais wild-type e gp91
phox-/-

. Porém, o esse aumento foi maior em 

camundongos gp91
phox-/-

. O rolamento e a adesão de leucócitos foi maior em  wild-type 

do grupo T, em comparação a todos os demais grupos. Diante disso, conclui-se que a 

magnitude da resposta inflamatória induzida pelo exercício é determinada pelo estresse 

oxidativo e pelo nível de desempenho físico em camundongos. 

   



 

ABSTRACT 

 

 The present study investigated the influence of oxidative stress on physical 

performance and inflammatory response after a physical training protocol. First, the 

influence of exercise intensity (40% and 80% of maximal velocity) on parameters 

associated with the inflammatory response was verified. The concentration of cytokines 

in the skeletal muscle and the recruitment of leukocytes in post capillary venules of the 

rectus femoris were dependent on exercise intensity. Neutrophils purified from mice of 

the exercised at 80% also showed greater in vitro migratory capacity. Then, the effect of 

a four-week physical training on the inflammatory response induced by a constant speed 

test until fatigue (CVT) and by an exercise of duration and fixed intensity (FE) was 

evaluated. The physical training increased the performance of the mice evidenced by the 

higher maximal velocity and the greater workload in the TVC. Also, the leukocyte 

rolling was higher in the trained group (T) after the TVC. However, after EF, the rolling 

of leukocytes was attenuated in the T. Additionally, the effect of training on the 

systemic and local inflammatory response after exercise until fatigue was evaluated. 

The T showed increased lymphocytes in the blood, a smaller amount of macrophages in 

the bone marrow and a reduced inflammatory score three days after exercise until 

fatigue. In addition, the influence of the production of reactive oxygen species (ROS) on 

the effect of physical training on the recruitment of leukocytes in the muscle was 

evaluated. Wild-type and gp91phox
-/-

 mice showed an increase in leukocyte rolling, but 

leukocyte adhesion was lower in gp91phox
-/-

 mice. In addition, the wild-type and 

gp91phox
-/-  

mice were submitted to the four week training protocol. Training increased 

the performance of wild-type and gp91phox
-/- 

animals. However, this increase was 

greater in gp91phox
-/-

 mice. Leukocyte rolling and adhesion was higher in wild-type T 

group, compared to all other groups. Therefore, it is concluded that the magnitude of the 

inflammatory response induced by exercise is determined by oxidative stress and the 

level of physical performance in mice. 

 

 



 

SUMÁRIO 

 

1 INTRODUÇÃO................................................................................................................ 01 

1.1 Exercício físico e fadiga............................................................................................ 01 

1.2 Exercício físico e balanço oxidativo......................................................................... 06 

1.3 Exercício físico e inflamação.................................................................................... 07 

1.4 Treinamento físico e inflamação............................................................................... 11 

2 OBJETIVO........................................................................................................................ 14 

2.1 Objetivo geral........................................................................................................... 14 

2.2 Objetivos específicos................................................................................................ 14 

3 MATERIAIS e MÉTODOS.............................................................................................. 15 

3.1 Cuidados éticos......................................................................................................... 15 

3.2 Delineamentos experimentais……………………………………………………… 15 

3.2.1. Delineamento experimental 1......................................................................... 15 

3.2.2. Delineamento experimental 2......................................................................... 16 

3.2.3. Delineamento experimental 3………………………………………………. 17 

3.2.4. Delineamento experimental 4………………………………………………. 18 

3.2.5. Delineamento experimental 5………………………………………………. 19 

3.2.6. Delineamento experimental 6………………………………………………. 20 

3.3. Procedimentos experimentais……………………………………………………... 22 



 

3.3.1. Amostra…………………………………………………………………….. 22 

3.3.2. Familiarização à corrida em esteira rolante ………………….............…….. 22 

3.3.3. Teste de corrida com velocidade incremental até a fadiga (TVI)..................  22 

3.3.4. Medida do Consumo de Oxigênio.................................................................. 23 

3.3.5. Teste de exercício físico com intensidade de 40 e 80% da Vmax e duração 

fixa............................................................................................................................ 24 

 

3.3.6. Teste de corrida com velocidade constante até a fadiga (TVC)..................... 

 

24 

 

3.3.7. Protocolo de treinamento físico…………………………………………….. 

 

25 

 

3.3.8. Recrutamento de leucócitos na microcirculação musculoesquelética por 

microscopia intravital após o exercício físico.......................................................... 26 

 

3.3.9. Exercício agudo com intensidade e duração fixa (EF)................................... 

 

27 

 

3.3.10. Variáveis Calculadas……………………………………………………… 

 

27 

 

3.3.11. Concentração de citocinas no tecido muscular............................................. 

 

28 

 

3.3.12. Migração de neutrófilos in vitro...................................................................  

 

 

28 

3.3.13. Colheita sanguínea, retirada de tecido muscular e fêmur............................. 

 

29 

3.3.14. Confecção de lâminas para coloração de hematoxilina e eosina (HE).........  

 

30 

3.3.15. Observações histológicas…………………………………………………. 30 

3.3.16. Isolamento de células do sangue para análise de citometria........................ 31 

3.3.17. Isolamento de células da medula óssea para análise de citometria.............. 31 

3.3.18. Marcação das células com anticorpos para leitura no citômetro………… 32 

3.3.19. Eutanásia………………………………………………………………… 33 



 

3.3.20. Análise estatística…………………………………………………………. 34 

4. Resultados……………………………………………………………………………… 

 

35 

4.1. Delineamento experimental 1…...………………………………………………… 35 

4.2. Delineamento experimental 2…………………………………………………....... 40 

4.3. Delineamento experimental 3……………………………………………………... 

4.4. Delineamento experimental 4……………………………………………………... 

49 

 

52 

4.5. Delineamento experimental 5…………………………………………………… 58 

4.6. Delineamento experimental 6…………………………………………………….. 

5. Discussão………………………………………………………………………………. 

60 

 

65 

6. Conclusão………………………….......……………………………………………….. 

7. Referências Bibliográficas……………………………………………………………... 

76 

 

77 

8. Anexo…………………………………………………………………………………..   93 

 

9. Apêndice………………………………………………………………………………. 94 

  

 

 

 

 

 

 



1 

 

 

1. INTRODUÇÃO 

 1.1. Exercício físico e fadiga 

 A realização de exercício físico é controlada por centros cerebrais de integração 

que estimulam o sistema motor, transformando a informação neural em contração 

muscular. Com o início do exercício, simultaneamente à estimulação dos 

motoneurônios, o córtex motor aumenta a atividade simpática para diversos órgãos de 

maneira dependente da intensidade do esforço (Silber et al., 2000). Essa estimulação 

autonômica e do sistema motor consistem no comando central (pré-alimentação), o qual 

é ajustado de acordo com a necessidade dos sistemas orgânicos à intensidade e duração 

do exercício. Devido ao aumento da taxa metabólica induzido pelo exercício, alterações 

no meio interno são direcionadas, por retroalimentação, ao sistema nervoso central 

(SNC). A partir daí, o SNC integra a informação com os valores de referência da 

capacidade dos diferentes sistemas e desencadeia respostas efetoras fisiológicas para 

manutenção da homeostase. Diante disso, é provável que estes mecanismos estejam 

envolvidos na diminuição ou interrupção da contração muscular, caracterizando o 

controle da fadiga durante o exercício, com o objetivo de proteger a integridade do 

organismo (Kayser, 2003).  

 A fadiga foi tradicionalmente definida como a incapacidade de manter uma 

determinada potência, devido a uma falha em qualquer etapa da sequência de eventos 

que estimulam a atividade muscular voluntária, desde o aparecimento do estímulo 

nervoso no cérebro até a contração da fibra muscular (Gandevia, 1992). A literatura 

propõe alguns modelos, com diferentes abordagens, para tentar explicar a fadiga, são 

eles: modelo cardiovascular/ anaeróbio; modelo do fornecimento / depleção de energia; 

modelo de recrutamento muscular; modelo biomecânico e modelo psicológico/ 
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motivacional (Noakes, 2000). No entanto, alguns achados não podem ser explicados 

pelos pressupostos estabelecidos nos diferentes modelos e sugerem que o desempenho, 

sob diferentes condições de esforço, pode ser determinado por diferentes sistemas 

fisiológicos (Noakes, 2000). Dentro desta perspectiva, existe a proposta de um modelo 

de limites integrados (Figura 1) para explicar a fadiga aguda, a qual é compreendida 

como um mecanismo de defesa, que integra múltiplos estímulos sensoriais e estabelece 

um limite fisiológico para cada sistema associado ao controle do esforço. Neste modelo, 

fatores tais como: disponibilidade de substratos, temperatura corporal, equilíbrio ácido-

básico e hidroeletrolítico, fluxo sanguíneo, ventilação pulmonar, atividade neural, e 

outros, estão associados permanentemente à determinação do desempenho físico, em 

função do ambiente, no sentido de evitar falha e proteger o organismo (Rodrigues & 

Silami-Garcia, 1998).  

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Modelo de limites integrados. A redução da intensidade ou interrupção do exercício ocorre 

como resultado de informações neurais geradas pelas respostas integradas dos benefícios e riscos de 

continuar a atividade. Estas respostas são moduladas por: 1) taxa de armazenamento de calor; 2) 

osmolalidade plasmática; 3) concentração de H+; 4) disponibilidade de O2; 5) perfusão sanguínea; 6) 

disponibilidade de substratos; 7) concentrações de CO2 e 8) ritmo circadiano. Um forte estímulo poderia 

inibir os mecanismos de fadiga e resultar em exaustão. A plasticidade permite ao sistema adaptar-se  aos 

desafios do ambiente (legenda adaptada de Martini, 2009). 
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 Diante deste contexto, existem abordagens periféricas sobre os mecanismos de 

fadiga durante o exercício físico, as quais envolvem a participação de um sistema de 

balanço intracelular oxidante e antioxidante (Clarkson & Thompson, 2000). Durante o 

exercício físico, há um aumento na demanda de adenosina trifosfato (ATP) devido à 

contração muscular. Essa maior necessidade de transferência de energia é prontamente 

atendida pela ativação de diferentes vias metabólicas de acordo com a intensidade do 

exercício. Em condições de exercício predominantemente aeróbicas, a maior parte da 

demanda energética é suprida pelo ATP gerado na cadeia de transporte de elétrons, 

através da fosforilação oxidativa. Durante este processo de transferência de energia, 

uma pequena parte de elétrons escapa da cadeia de transporte dando origem 

primariamente ao radical livre ânion superóxido (O
-
2), o qual também pode ser produto 

específico de sistemas enzimáticos. Esta molécula, pela ação da enzima superóxido 

dismutase (SOD), é reduzida a peróxido de hidrogênio (H2O2), o qual pode ser reduzido 

a H2O pela ação da catalase (CAT) e/ou glutationa peroxidase (GPX). Além disso, O
-
2 e 

H2O2 podem reagir e dar origem ao radical hidroxila (OH) (reação de Haber-Weiss), 

uma espécie com alta reatividade e grande potencial oxidativo (Powers & Jackson, 

2008). Coletivamente, O
-
2, H2O2 e OH são denominados espécies reativas de oxigênio 

(EROs). Outra forma reativa de radical livre formado é o óxido nítrico (NO), o qual 

surge como produto de enzimas óxido nítrico sintases. O NO e O
-
2 podem reagir 

rapidamente e formar peroxinitrito e espécies reativas de nitrogênio (ERNs) (Powers & 

Jackson, 2008).   

 Apesar do maior fluxo de oxigênio na cadeia de transporte de elétrons com 

aumento da demanda energética durante o exercício, estima-se que apenas uma pequena 

quantidade, cerca de 2%, de todo oxigênio consumido pelo tecido, seja convertido em 

EROs  (Jackson, 2009). No entanto, já está estabelecido que outras fontes de produção 
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de EROs como: NADPH oxidase (NOX), xantina oxidase, cicloxigenase (COX)-2, 

lipoxigenase e fosfolipase A2 são ativadas durante o exercício (Powers & Jackson, 

2008). Dentre essas, a NOX destaca-se como a principal fonte de EROs durante o 

exercício físico (Jackson, 2009). Além disso, a contração muscular pode aumentar a 

produção de diversas citocinas e quimiocinas que estimulam a geração de EROs 

(Nieman et al., 2003). 

  Particularmente, diversos pesquisadores têm demonstrado que o aumento do 

consumo de oxigênio durante exercício físico leva a uma maior produção de EROs 

(Dillard et al., 1978; Davies et al., 1982; Alessio et al., 1988; Duthie et al., 1990). Além 

de essas moléculas serem continuamente produzidas pelo organismo como parte do 

metabolismo oxidativo de mamíferos (Finaud et al., 2006; Powers et al., 2011), elas 

podem agir como mensageiros intracelulares e desempenhar funções em diversos 

processos fisiológicos (Droge, 2002; Niess & Simon, 2007). Por outro lado, evidências 

demonstram que altas concentrações de EROs representam toxicidade à célula e podem 

causar dano oxidativo à bomba adenosina trifosfatase (ATPase), o que leva a uma 

redução da captação de cálcio pelo retículo sarcoplasmático, a qual interfere no 

processo de acoplamento excitação-contração e dimimui a contratilidade do músculo  

(Xu et al., 1997; Vollaard et al., 2005; Powers et al., 2011).  Do mesmo modo, o dano à 

bomba ATPase está associado à redução do influxo de potássio de volta à fibra 

muscular esquelética, o que pode inibir o desenvolvimento de potenciais de ação para a 

contração (Sen et al., 1995; Lawler et al., 1998). Desta maneira, o dano oxidativo 

parece interferir diretamente sobre as proteínas contráteis e enzimas mitocondriais 

(Haycock et al., 1996).   Além disso, investigações in vitro detectaram uma redução na 

capacidade contrátil de miofibrilas diante de baixa ou alta concentração de EROs  (Reid 

et al., 1993; Andrade et al., 1998; Gomez-Cabrera et al., 2008). Estas evidências 
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apoiaram a proposta de um modelo conhecido como efeito bifásico do estado redox na 

contração muscular (Figura 2), o qual estabelece um balanço entre a produção de 

oxidantes e o sistema antioxidante, o que pode influenciar o desempenho físico. Com 

isso, este modelo indica a existência de uma condição redox intracelular ideal para o 

desenvolvimento de força pelo músculo (Reid, 2001). 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Modelo do efeito bifásico do estado redox celular na contração muscular.  Dados de músculos 

fadigados e não fadigados: A: estado basal de músculo não fadigado. B: músculo não fadigado exposto a 

agente redutor ou antioxidante. C: músculo não fadigado exposto a baixos níveis de EROs. D: músculo 

exposto a altos níveis de EROs. As linhas tracejadas representam o estado redox basal (músculos em 

repouso sem estímulo redox exógeno) e estado redox ótimo (condição na qual a força é máxima). 

(Adaptada de Reid, 2001). 

 Contudo, dependendo da intensidade do esforço a produção de moléculas 

oxidantes pelo músculo durante o exercício pode ser maior do que a capacidade do 

sistema antioxidante endógeno de tamponamento do estresse oxidativo. 

Consequentemente, o acúmulo de EROs poderia sinalizar para a diminuição ou 

interrupção do exercício físico por mecanismos ainda não esclarecidos.  

 1.2. Exercício físico e balanço oxidativo  
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 Há alguns anos, diversas investigações têm demonstrado que as EROs  

participam na ativação de vias sinalização específicas, envolvidas em adaptações do 

músculo esquelético ao exercício físico. Esta sinalização redox compreende um sistema 

parácrino, também chamado de autócrino, que por meio de diferentes sinais ativa 

múltiplas vias em células adjacentes com uma participação de mediadores locais, a 

exemplo de EROs.  Dentre essas vias podem ser citadas algumas de destaque na 

literatura tais como: NF-ĸB (Meyer et al., 1994), MAPKs (Allen & Tresini, 2000), 

PPAR-γ e PGC-1α (Wu et al., 1999). A manutenção de um equilíbrio no sistema 

oxidante/antioxidante é crucial na regulação das funções celulares (Banerjee et al., 

2003). Durante o exercício físico ocorre uma ruptura do equilíbrio redox devido ao 

aumento na produção de EROs, o qual leva a um disparo de sinalizações para aumentar 

a atividade enzimática antioxidante, na tentativa de reestabelecer a homeostase (Ashton 

et al., 1998; Groussard et al., 2003; Aguilo et al., 2005). 

 Evidências estabelecem que o estado redox do músculo durante diferentes tipo 

de exercício é dependente de componentes como intensidade e duração (Watson et al., 

2005; Finaud et al., 2006). Especificamente, exercícios prolongados ou de alta 

intensidade demonstram um potencial em gerar um desequilíbrio no balanço redox, por 

uma aumentada produção de EROs, e consequente redução no desempenho físico 

(Powers et al., 2011).  Por sua vez, esta maior produção de EROs pode gerar uma 

resposta adaptativa contra o estresse oxidativo. Como exemplo, tem sido observado que 

uma única sessão de exercício estimula a expressão de genes da enzima antioxidante 

SOD, em músculos de ratos (Hollander et al., 2001). Gomez-Cabrera e colaboradores 

verificaram que a administração de alopurinol, um inibidor da enzima xantina oxidase, 

durante o exercício agudo, impediu a ativação de vias celulares que regulam as 

adaptações musculares em ratos (Gomez-Cabrera et al., 2005). Estes dados evidenciam 
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a participação de EROs na ativação de vias relacionadas ao aumento da atividade 

antioxidante durante o exercício físico. Esta maior atividade antioxidante é também 

evidenciada pela maior expressão de GPX, SOD e CAT em fibras musculares com alta 

capacidade oxidativa (tipo I) (Lawler et al., 1994; Pereira et al., 1994; Powers et al., 

1994), o que talvez possa ser explicado pelo maior recrutamento desse tipo de fibra em 

exercícios predominantemente aeróbicos (Sale, 1987). Além disso, estudos in vitro 

sugerem que a expressão fisiológica de genes associados à biogênese mitocondrial em 

miotubos necessita de concentrações adequadas de EROs (Irrcher et al., 2009). Ao 

mesmo tempo, o oxidante H2O2 parece estar envolvido nos mecanismos de atrofia da 

célula musculoesquelética (McClung et al., 2009). Com isso, parece razoável pensar 

que, além do balanço redox participar das respostas adaptativas induzidas pela 

contração muscular, talvez este fenômeno seja dependente de fatores tais como 

intensidade e duração do exercício físico. No entanto, ainda não está claro se a resposta 

inflamatória é influenciada de maneira intensidade dependente pelo exercício físico.  

 1.3 Exercício físico e inflamação  

 Em condições fisiológicas, seres humanos e roedores, possuem na circulação 

aproximadamente de 3-10 × 10
6
 leucócitos por mililitro de sangue. Além disso, grande 

quantidade destas células está armazenada em diversos órgãos como, medula óssea, 

timo, baço, gânglios linfáticos e na maioria dos tecidos do organismo, de onde podem 

ser prontamente mobilizadas (Scheiermann et al., 2015). Particularmente, uma 

variedade de estudos tem demonstrado que o exercício induz modificações fisiológicas 

consideráveis no sistema imunológico, o que compreende uma interação capaz de 

estabelecer uma ligação entre fisiologia básica e clínica, além de possibilitar a avaliação 

da função de mecanismos imunofisiológicos sobre condições de estresse (Nieman et al., 
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2005; Markovitch et al., 2008; McKay et al., 2009; Nieman et al., 2012). De forma 

geral, está bem estabelecido que o exercício físico ativa células do sistema imune e 

induz a produção de uma variedade de citocinas e fatores de crescimento que regulam as 

adaptações do tecido muscular (Choi, 2005; Mahoney et al., 2005; Guelfi et al., 2006; 

Pedersen et al., 2007; Ouchi et al., 2008; Holloway et al., 2009). Especificamente, o 

aumento na produção de EROs induzido pela maior atividade muscular estimula a 

expressão de mediadores inflamatórios que participam da regulação da resposta imune 

ao exercício. Já está claro na literatura que o exercício estimula um aumento do número 

de leucócitos (neutrófilos, monócitos, células NK, linfócitos T e B) na circulação 

sanguínea, o qual é sugerido ocorrer pela mobilização marginal (“pool” intravascular) e 

da medula óssea (Kakanis et al., 2010). Esta alteração na quantidade de leucócitos 

parece ser dependente do grupo e da quantidade de massa muscular recrutada no 

exercício (Cannon et al., 1994; Malm et al., 2004; Peake et al., 2005). Além disso, 

diversas investigações, apesar da variação no tipo, duração, intensidade, momento da 

medida e nível de aptidão, parecem ser consistentes nos achados sobre as alterações 

sanguíneas de leucócitos durante ou após o exercício (Nieman & Pedersen, 1999; 

Pedersen & Hoffman-Goetz, 2000). É importante ressaltar que, grande parte de EROs 

produzida durante o exercício é proveniente de leucócitos presentes na circulação 

sanguínea (Nikolaidis & Jamurtas, 2009). Nesse sentido, o processo inflamatório 

induzido pelo exercício físico está intimamente associado ao estresse oxidativo. 

 Existem evidências de que o estresse mecânico durante a contração muscular 

pode levar à desorganização morfológica de sarcômeros, a unidade contrátil do músculo 

esquelético. Esta ruptura estrutural pode ocorrer em áreas adjacentes do músculo, e com 

isso, causar dano ao retículo sarcoplasmático, a túbulos transversos e ao sarcolema 

(Proske & Allen, 2005). Este dano induz uma resposta inflamatória local, relacionada a 
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processos de degeneração e reparo do tecido danificado, caracterizada pelo 

recrutamento de distintos subtipos de leucócitos para o tecido, em um processo 

conhecido como diapedese, o qual que se divide em quatro etapas fundamentais: 

captura, rolamento, adesão e transmigração celular (Figura 3) (Kolaczkowska & Kubes, 

2013). Este processo de recrutamento de leucócitos é iniciado devido às mudanças na 

superfície do endotélio vascular induzidas por diferentes mediadores inflamatórios, os 

quais são liberados pelo próprio endotélio, pela fibra muscular ou por células residentes 

(Kolaczkowska & Kubes, 2013). Adicionalmente, os mecanismos pelos quais o 

exercício físico estimula a interação leucócito e endotélio estão associados ao efeito de 

EROs sobre a expressão de diversas moléculas na parede vascular (Nunes-Silva et al., 

2014).  

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Etapas do recrutamento de leucócitos. (adapatada de Kolaczkowska e Kubes, 2013) 

  Numa perspectiva cronológica, a etapa de captura consiste na primeira ligação 

entre o leucócito e o endotélio vascular e é mediada por glicoproteínas, classificadas 

como P-selectina e L-selectina (Rivera-Nieves et al., 2008). Na sequência, os leucócitos 

passam para a etapa de rolamento, na qual são ativados por agentes quimiotáticos 
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expressos na parede do endotélio ou difundidos do tecido adjacente. Esta ativação, por 

sua vez, aumenta a expressão de integrinas, glicoproteínas aderentes transmembrana da 

superfície do leucócito, que se ligam a receptores endoteliais e consequentemente leva à 

firme adesão na parede vascular. Finalmente, após a adesão o leucócito se desloca pelo 

gradiente químico ao longo do endotélio e é direcionado até ao local preferencial para 

transmigração (Kolaczkowska & Kubes, 2013). Esta resposta inflamatória tem papel 

importante nos mecanismos adaptativos do tecido em resposta ao exercício (Nagaraju et 

al., 1998; Griffin et al., 2010; Henningsen et al., 2011; Scheler et al., 2013). 

Primeiramente, neutrófilos infiltram-se no espaço extracelular ao redor do dano dentro 

de poucas horas após o exercício e permanecem por até 24 horas. Subsequentemente, a 

redução na quantidade de neutrófilos é acompanhada por um aumento de macrófagos 

com fenótipo M1 pró-inflamatórios. De certo modo, neutrófilos e macrófagos M1 

contribuem para a degradação do dano muscular pela liberação de EROs e produção de 

citocinas pró-inflamatórias. Juntamente com o declínio do subtipo M1, acontece um 

aumento de macrófago M2, o qual tem perfil anti-inflamatório. Finalmente, outros tipos 

celulares, a exemplo de células T ativadas podem ser recrutadas e contribuem para o 

processo de regeneração tecidual e remodelamento (MacIntyre et al., 2000; Raastad et 

al., 2003; Paulsen et al., 2010).  

 No entanto, a regulação do recrutamento de células inflamatórias assim como a 

magnitude da resposta inflamatória depende da extensão do dano muscular e do tempo 

necessário para o reparo (Paulsen et al., 2012). Além disso, a literatura sugere que o 

dano muscular é atenuado após sessões subsequentes com a mesma intensidade absoluta 

de exercício (Hortobagyi et al., 1998). Portanto, parece necessária a compreensão da 

participação da resposta inflamatória no recrutamento celular em resposta ao 

treinamento físico. 
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 1.4 Treinamento físico e inflamação 

 O treinamento físico pode ser definido como um processo de sobrecarga crônica 

que gera perturbações na homeostase do organismo e eventualmente leva a adaptações 

que melhoram a função cardiovascular, a capacidade oxidativa do músculo esquelético e 

aumentam o desempenho físico (Bigard et al., 1996; Billat et al., 1999; Meeusen et al., 

2013). Além disso, estas adaptações dependem tanto das características específicas do 

exercício, as quais são definidas principalmente pelos componentes, intensidade, 

duração e frequência, quanto da relação entre estímulo e recuperação (Meeusen et al., 

2013). Sendo assim, a manipulação eficiente destes componentes pode modular de 

maneira positiva as sinalizações moleculares nos diferentes sistemas fisiológicos 

(Wenger & Bell, 1986).  Especificamente, o tecido muscular é considerado um tecido 

com alta plasticidade para responder ao treinamento físico. De maneira geral, estas 

respostas incluem ativação de biogênese mitocondrial, alteração da composição dos 

tipos de fibra, angiogênese, aumento do número e tamanho de proteínas contráteis e 

aumento de reservas energéticas. 

 Há alguns anos, já existe um consenso de que as adaptações musculares 

induzidas pelo treinamento físico são influenciadas pela resposta inflamatória (Tidball 

& Villalta, 2010).  Como já descrito anteriormente, o exercício agudo induz uma 

resposta imune inflamatória aguda, a qual possui função essencial no controle da 

homeostase do organismo (Fielding & Evans, 1997). Tem sido evidenciado que uma 

sessão de contrações musculares intensas é suficiente para induzir adaptações que 

tornam o músculo menos suscetível a danos quando submetido a novos episódios de 

esforço (Hortobagyi et al., 1998; Nosaka et al., 2001).   No entanto, grande parte dos 

trabalhos envolvendo resposta inflamatória e adaptações musculares ao treinamento 
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físico utilizaram modelos de exercício com repetidas contrações excêntricas para induzir 

dano muscular. Sendo assim, faltam investigações sobre a participação da resposta 

inflamatória em outros modelos de treinamento físico. Geralmente, estudos com 

roedores utilizam protocolos de treinamento físico em esteira, nos quais a sobrecarga 

prescrita nas sessões é baseada em percentuais de desempenho máximo alcançado em 

protocolos incrementais na velocidade de corrida. Depois do surgimento do conceito de 

consumo máximo de oxigênio (VO2max), dado por Hill e Lupton (Hill & Lupton, 1923) 

como a taxa máxima de oxigênio que pode ser consumida pelo organismo durante o 

exercício, foi estabelecida uma relação linear entre velocidade de corrida e VO2 

(Fernando et al., 1993; Schefer & Talan, 1996; Wisloff et al., 2001), a qual validou a 

aplicação de protocolos incrementais na velocidade de corrida até a fadiga para roedores 

e seres humanos.  No entanto, esses protocolos podem não ser eficazes em determinar 

parâmetros para a prescrição do treinamento, uma vez que o VO2max não é o único 

parâmetro fisiológico que determina o desempenho físico aeróbico em condições 

submáximas (Joyner & Coyle, 2008). Além disso, a adaptação induzida por um dado 

protocolo de treinamento pode aumentar a capacidade de exercício sem influenciar o 

VO2pico (Teixeira-Coelho et al., 2017). Geralmente, a prescrição do treinamento físico 

em modelos de corrida em esteira tem sido realizada com a utilização apenas do 

parâmetro intensidade, sem qualquer referência para a prescrição da duração das sessões 

para roedores (Wisloff et al., 2001; Kemi et al., 2005; Moreira et al., 2013). De certa 

maneira, isto pode comprometer a individualização da sobrecarga no processo de 

treinamento físico.   Desta forma, existe a necessidade de se estabelecer protocolos de 

avaliação do desempenho e de treinamento físico baseados no do trabalho realizado 

durante a corrida.    
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 Nas últimas décadas, evidências epidemiológicas têm indicado que a prática 

regular de exercício físico está associada à redução da taxa de diversas causas de 

mortalidade, sendo atualmente aceita como estratégia não farmacológica para minimizar 

ou reverter os efeitos degenerativos de doenças associadas ao estresse oxidativo como 

obesidade, hipertensão, síndrome plurimetabólica, diabetes e câncer (Katzmarzyk & 

Janssen, 2004; Febbraio & Pedersen, 2005; Tremblay et al., 2007; Fiuza-Luces et al., 

2013). Especificamente, doenças crônicas são caracterizadas por persistente resposta 

inflamatória e desregulação imunológica, o que leva à redução da força e da capacidade 

oxidativa da célula muscular, pelo comprometimento do potencial de vias regenerativas 

musculares (Narici & Maffulli, 2010; Akhmedov & Berdeaux, 2013; Pillon et al., 2013; 

Remels et al., 2013). Nesse contexto, perturbações prolongadas na homeostase 

metabólica ou imunológica, resultam em menor capacidade funcional do organismo. 

Paradoxalmente, os benefícios induzidos pelo treinamento físico estão relacionados, 

pelo menos em parte, às adaptações desencadeados por EROs produzidas durante o 

exercício físico.  Este processo de adaptação ao treinamento físico está intimamente 

relacionado à ativação de um sistema antioxidante reparador de dano oxidativo, que 

aumenta a resistência ao estresse oxidativo, aumentando a proteção contra doenças 

(Alessio & Goldfarb, 1988; Radak et al., 2000; Radak et al., 2002). Portanto, esta 

ativação cria um sistema que se assemelha em toxilogia à “Teoria de Hormese”, a qual 

afirma que sistemas biológicos respondem a toxinas numa curva dose-resposta em 

forma de “U” invertido, caracterizado por baixa dose de estimulação e alta dose de 

inibição (Calabrese & Baldwin, 2003). Apesar disso, ainda não está claro como a 

resposta inflamatória acontece em função do treinamento físico, e ao mesmo tempo, 

pode influenciar o desempenho físico. 
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2. OBJETIVO 

  

 2.1. Objetivo Geral 

 Avaliar a influência do estresse oxidativo sobre o efeito do treinamento físico na 

resposta inflamatória e no desempenho durante o exercício. 

  

 2.2 Objetivos específicos 

1. Avaliar o efeito da intensidade do exercício físico sobre a resposta inflamatória. 

2. Padronizar um protocolo de treinamento físico, prescrito com base na avaliação do 

desempenho em teste incremental e fixo,  para estudar a resposta inflamatória induzida 

pelo exercício. 

3. Avaliar o efeito do treinamento físico sobre o recrutamento de leucócitos induzido 

pelo exercício de intensidade constante até a fadiga e com duração fixa. 

4. Avaliar o efeito do treinamento físico sobre o perfil de células inflamatórias do 

sangue e da medula óssea.  

5. Avaliar o efeito do treinamento físico sobre o infiltrado de leucócitos no tecido 

muscular 

6. Avaliar a influência da produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) sobre o 

recrutamento de leucócitos induzido pelo exercício físico. 

7. Avaliar a influência da produção de EROs sobre o efeito do treinamento físico no 

recrutamento de leucócitos e no desempenho durante o exercício. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 3.1. Cuidados éticos 

 Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comitê de Ética em 

Experimentação Animal da Universidade Federal de Minas Gerais (protocolo 

7412/2012) e conduzidos de acordo com as normas do Conselho Nacional Brasileiro 

para o Controle de Experimentação Animal. 

 3.2. Delineamentos experimentais 

  3.2.1. Delineamento experimental 1 

 Com o objetivo de avaliar o efeito da intensidade do exercício físico sobre a 

resposta inflamatória, 16 camundongos C57BL/6 com oito semanas de idade foram 

primeiramente familiarizados ao exercício em esteira por cinco dias consecutivos. Um 

dia após o fim da familiarização em esteira, os animais foram submetidos a um teste de 

corrida com velocidade incremental até a fadiga (TVI) para avaliar o VO2pico e a 

velocidade máxima de corrida (Vmax). Após cada animal ter sido colocado na esteira, 

foram aguardados pelo menos 20 minutos, antes do início do exercício, para garantir a 

estabilização de parâmetros do analisador de gases, devido à abertura da câmara da 

esteira para colocação do animal. Depois disso, os animais foram distribuídos de 

maneira homogênea, com base no desempenho no TVI, em três grupos experimentais: 

repouso (REP), exercício de trinta minutos a 40% da Vmax (Ex40) ou a 80% da Vmax 

(Ex80) para determinação do VO2. Doze horas depois da medida do VO2 de cada grupo, 

os camundongos foram anestesiados para a avaliação do recrutamento de leucócitos em 

vênulas pós-capilares do reto femoral. Em seguida foi feita a colheita de sangue para 

análise de migração celular. Após a eutanásia o quadríceps foi removido para análises 
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de citocinas e histológicas. Por fim, os fêmures foram retirados para isolamento de 

células da medula para avaliação de migração celular (Figura 4). 

Figura 4: Linha do tempo do delineamento experimental 1 

 

  3.2.2. Delineamento experimental 2 

 Para avaliar o efeito do treinamento físico sobre a resposta inflamatória induzida 

pelo exercício até a fadiga, 30 camundongos C57BL/6 com oito semanas de idade foram 

inicialmente familiarizados ao exercício em esteira. No dia seguinte ao fim da 

familiarização, todos os camundongos foram submetidos ao TVI para determinação do 

VO2pico e Vmax antes do treinamento físico. Três dias após o TVI, os camundongos 

realizaram um teste de corrida com velocidade constante até a fadiga (TVC) para 

mensuração do VO2 e do trabalho total. Assim, os animais foram distribuídos de forma 

homogênea nos grupos experimentais: não treinado (NT, n=15) e treinado (T, n=15). 

Então, 72 horas após a última sessão das quatro semanas de treinamento físico, os 

camundongos de cada grupo experimental foram subdivididos para realização do TVI 

(NT, n=8; T, n=8) ou TVC (NT, n=7; T, n=7). Doze horas após os testes, os 
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camundongos foram anestesiados para a avaliação do recrutamento de leucócitos em 

vênulas pós-capilares do reto femoral. Por conseguinte, os camundongos foram 

eutanasiados (Figura 5).  

 

Figura 5: Linha do tempo do delineamento 2 

 

  3.2.3. Delineamento experimental 3 

 Com o intuito de verificar o efeito do treinamento físico sobre a resposta 

inflamatória induzida pelo exercício com duração e intensidade fixa (EF), 20 

camundongos C57BL/6 com oito semanas de idade foram utilizados neste 

delineamento. Dos 20 animais, seis camundongos foram separados para comporem o 

grupo não exercitado (Naive), os quais não passaram pelos procedimentos 

experimentais que envolviam exercício. Os outros 14 camundongos foram 

familiarizados à corrida em esteira.  Um dia depois do fim da familiarização, os 14 

camundongos foram submetidos ao TVI para determinação da Vmax, antes do 

treinamento físico. Então, 72 horas após o TVI, os mesmos foram submetidos ao TVC 

antes do treinamento. Após o TVC os camundongos foram distribuídos de forma 

homogênea nos grupos não treinado (NT, n=7) e treinado (T, n=7).  Então, o grupo T 
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foi submetido a quatro semanas de treinamento. Depois de finalizado o treinamento, um 

2º TVC foi novamente aplicado 72 horas após a última sessão. Após três dias deste 2º 

TVC, os grupos NT e T foram submetidos ao EF. Doze horas após o EF, os 

camundongos foram anestesiados para a avaliação do recrutamento de leucócitos em 

vênulas pós-capilares do quadríceps femoral. Por fim, os camundongos foram 

eutanasiados (Figura 6). 

 

Figura 6: Linha do tempo do delineamento 3 

 

  3.2.4. Delineamento experimental 4 

 Neste delineamento, o objetivo foi avaliar o efeito do treinamento físico sobre a 

resposta inflamatória sistêmica e local induzida pelo exercício. Para isso, 15 

camundongos C57BL/6 com oito semanas de idade foram familiarizados ao exercício. 

Um dia após o término da familiarização os camundongos passaram pelo TVI e 72 

horas depois, submetidos ao 1º TVC. Após a realização deste 1º TVC, os camundongos 

foram distribuídos de forma homogênea, com base no desempenho de corrida, nos 

grupos não treinado (NT, n=7) e treinado (T, n=8). O grupo T foi submetido a quatro 

semanas de treinamento físico. Três dias depois da última sessão de treinamento, um 2º 

TVC foi aplicado para todos os camundongos. Depois de mais três dias, os 
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camundongos foram anestesiados profundamente para colheita de sangue. Depois de 

eutanasiados, o quadríceps e os fêmures foram retirados. As células do sangue e medula 

foram isoladas para análise do perfil celular e o quadríceps utilizado para a análise 

histológica (Figura 7). 

 

Figura 7: Linha do tempo do delineamento 4 

 

  3.2.5. Delineamento experimental 5 

 Para investigar a influência da NADPH oxidase sobre a resposta inflamatória 

induzida pelo exercício físico, 16 camundongos C57BL/6, sendo 11 wild-type e cinco 

Gp91
phox-/-

 com oito semanas de idade. Dos 11 camundongos wild-type, cinco foram 

separados para comporem o grupo Naive, o qual não passou por procedimentos que 

envolviam exercício. Inicialmente, os demais camundongos foram familiarizados ao 

exercício em esteira. 24 horas após o término da familiarização, os camundongos foram 

submetidos ao TVI. Três dias depois foi realizado o TVC e 12 horas depois, todos os 

camundongos foram anestesiados para a avaliação do recrutamento de leucócitos em 

vênulas pós-capilares (Figura 8).  
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Figura 8: Linha do tempo do delineamento 5 

 

  3.2.6. Delineamento experimental 6 

 Este delineamento teve o objetivo de avaliar a influência da NADPH oxidase 

sobre o efeito do treinamento na resposta inflamatória induzida pelo exercício físico. 

Para tal, 25 camundongos C57BL/6, sendo 13 wild-type e 12 Gp91
phox-/-

, com oito 

semanas de idade foram familiarizados à corrida em esteira. Um dia depois do fim da 

familiarização, os camundongos foram submetidos ao TVI. Após 72h do TVI, todos os 

camundongos passaram pelo TVC, o qual determinou a distribuição homogênea dos 

camundongos wild-type e e Gp91
phox-/ 

nos grupos não treinado (NT) e treinado (T). 

Logo, foi obtida a seguinte configuração: wild-type NT (n=7) e T (n=6) e Gp91
phox-/- 

NT 

(n=6) e T (n=6). Os grupos T foram submetidos a quatro semanas de treinamento físico. 

Três dias depois da última sessão de treinamento, um 2º TVC foi aplicado para todos os 

camundongos. 12 horas depois, todos os camundongos foram anestesiados para a 

avaliação do recrutamento de leucócitos em vênulas pós-capilares (Figura 9). 
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Figura 9: Linha do tempo do delineamento 6 
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 3.3. Procedimentos experimentais 

  3.3.1. Amostra 

 Foram utilizados camundongos C57BL/6 (wild-type e Gp91phox-/-) com oito 

semanas de idade provenientes do Biotério Central da UFMG. Os animais foram 

mantidos em micro isoladores, em rack ventilada (Alesco, SP, Brasil) com água e ração 

(Presence) ad libitum. Todos os animais permaneceram pelo menos sete dias nas 

condições descritas antes de iniciarem nos procedimentos experimentais. 

  3.3.2. Familiarização à corrida em esteira rolante  

Este procedimento foi realizado em esteiras diferentes (LE400, Panlab, Harvard 

Apparatus, Cornella, Spain ou Gaustec Magnetismo, Nova Lima, MG, Brazil) de acordo 

com as necessidades de cada delineamento. Todos os camundongos nos diferentes 

delineamentos experimentais, com exceção de animais Naive, foram familiarizados por 

cinco dias consecutivos a um exercício de corrida em esteira rolante para pequenos 

animais. Esta familiarização consistiu de 5 minutos de repouso na esteira seguidos por 5 

minutos de corrida a velocidade de 10 m.min
-1

, e inclinação de 5°, sob leve estimulação 

elétrica (> 0,2 mA) pela grade localizada ao final da lona de corrida. A familiarização 

teve a finalidade de reduzir o estresse do animal diante de uma nova condição habitual 

(Lacerda et al., 2005; Primola-Gomes et al., 2007).  

 

  3.3.3. Teste de corrida com velocidade incremental até a fadiga (TVI)  

Este procedimento foi realizado em esteiras diferentes (LE400, Panlab, Harvard 

Apparatus, Cornella, Spain ou Gaustec Magnetismo, Nova Lima, MG, Brazil) de acordo 

com as necessidades de cada delineamento. O TVI na era iniciado a uma velocidade de 
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6 m.min
-1

, com acréscimos de 3 m.min
-1

 a cada 3 minutos até a interrupção. A 

inclinação da esteira foi mantida em 5°, adaptado de Ferreira (Ferreira et al., 2007) 

(Figura 10). Assim como no procedimento de familiarização foi utilizado o estímulo 

elétrico (> 0,2 mA). O critério adotado para interrupção do TVI foi definido como o 

momento no qual os camundongos eram incapazes de manterem a corrida na velocidade 

determinada pela esteira por pelo menos 10s, mesmo quando expostos ao estímulo 

elétrico.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10: Teste de corrida com velocidade incremental até a fadiga (adaptado de Ferreira et al., 2007) 

 

  3.3.4. Medida do Consumo de Oxigênio 

 O VO2 foi mensurado via calorimetria indireta de circuito aberto (LE400, 

Panlab, Harvard Apparatus, Cornella, Spain). Este equipamento foi previamente 

calibrado com uma mistura de gases conhecida (high O2= 50,05%, high CO2= 1,51%, 

low O2= 20,02% e low CO2= 0,00%). A taxa de fluxo de ar estabelecida foi equivalente 

0,6 L.min
-1 

durante todo os procedimentos. O VO2pico avaliado durante o TVI consistiu 
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no maior valor de VO2 mensurado no último estágio de corrida atingido pelo 

camundongo. Os dados de VO2 foram analisados utilizando um sistema 

computadorizado (Metabolism software versão 2.2.01 Panlab, Harvard Apparatus) e 

transformado para mililitros por minutos e relativizado pela massa corporal dos 

camundongos (mLO2.kg
0.75

.min
-1

). Em todas as situações, após o animal ter sido 

colocado na esteira, foram aguardados 20 minutos para estabilização dos parâmetros do 

analisador de gases antes de serem iniciadas as medidas de VO2. 

   

  3.3.5. Exercício físico com intensidade de 40 ou 80% da Vmax e 

duração fixa ou repouso  

 Este procedimento consistiu em um exercício em esteira (LE400, Panlab, 

Harvard Apparatus, Cornella, Spain) a 40% ou 80% da Vmax atingida no TVI para 

avaliação do VO2. Os camundongos foram pesados previamente em uma balança de 

precisão e depois mantidos dentro da esteira por pelo menos 20 minutos antes do início 

do exercício nas velocidades correspondentes para cada grupo ou do repouso. No 

repouso os camundongos foram mantidos por pelo menos 50 minutos dentro da esteira e 

foi considerada para análise a medida do VO2 nos 30 minutos finais. 

   

  3.3.6. Teste de corrida com velocidade constante até a fadiga (TVC)  

Este procedimento foi realizado em esteiras diferentes (LE400, Panlab, Harvard 

Apparatus, Cornella, Spain ou Gaustec Magnetismo, Nova Lima, MG, Brazil) de acordo 

com as necessidades de cada delineamento. O TVC consistiu em um exercício de 

corrida a 80% da Vmax atingida no TVI aplicado antes do treinamento físico. A 



25 

 

 

inclinação da esteira foi estabelecida em 5° e como nos demais procedimentos em 

esteira o estímulo elétrico foi mantido (> 0,2 mA)  

   

  3.3.7. Protocolo de treinamento físico 

 O protocolo de treinamento de corrida em esteira (Gaustec Magnetismo, Nova 

Lima, MG, Brazil) teve a frequência de cinco vezes por semana e um total de quatro 

semanas. A inclinação de 5° da esteira foi mantida ao longo de todo treinamento físico. 

Para garantir o mesmo manuseio e exposição à esteira motorizada, os camundongos não 

treinados foram submetidos a uma caminhada de 6m. min
-1

 com duração máxima de 

cinco minutos, a qual era ajustada para menos ou mais, de acordo com o ganho ou 

redução da massa corporal do camundongo, respectivamente. Antes de cada sessão de 

treinamento os camundongos eram pesados em uma balança de precisão. A sobrecarga 

das sessões nas quatro semanas de treinamento foi dada pelo trabalho realizado. O 

trabalho de cada sessão foi o resultado da multiplicação entre massa corporal dos 

camundongos, aceleração da gravidade, velocidade, duração e seno do ângulo de 

inclinação da esteira. O trabalho definido da primeira a quarta semana de treinamento 

foi equivalente a 60, 70, 80 e 90% do trabalho total desempenhado no TVC, realizado 

antes do período de quatro semanas. A intensidade relativa do treinamento foi dada pela 

velocidade de corrida correspondente a 60, 70, 70 e 80% da Vmax alcançada no TVI, da 

primeira a quarta semana, respectivamente. Já em relação à manipulação do 

componente duração durante o treinamento, era feito um ajuste do tempo de exercício 

baseado na massa corporal diária dos camundongos, de acordo com o trabalho a ser 

realizado na sessão.  
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  3.3.8. Recrutamento de leucócitos na microcirculação 

musculoesquelética por microscopia intravital após o exercício físico.  

Os camundongos foram anestesiados (Cetamina, 100mg/kg + Xilasina10mg/kg) 

para avaliação do recrutamento de leucócitos em vênula pós-capilar do músculo reto-

femoral. Em seguida, os animais receberam uma injeção i.v. de rodamina 6G (0,3 

mg.Kg-1, Sigma-Aldrich, Alemanha) para marcação fluorescente de leucócitos. Logo 

depois, foi feita uma ressecção na parte anterior da coxa, para exposição do músculo 

reto femoral. Depois disso, os animais foram posicionados em uma placa térmica a 

37°C para impedir a redução da temperatura corporal devido à anestesia. Esta placa foi 

colocada em microscópio (Nikon eclipse 50i, Japão) com lente objetiva de 20x e câmera 

digital (Nikon DSQIMC, Japão) acoplada para captura e projeção de imagem de vênula 

pós-capilar do músculo reto-femural em monitor de computador, utilizando o programa 

Imaging software (NIS-Eements Nikon, Japão) (Figura 11). A partir daí, foi feita a 

quantificação dos eventos de rolamento e adesão celular. O rolamento de leucócitos foi 

definido como células que se moviam a uma velocidade menor que a de eritrócitos em 

determinado vaso.   O número de leucócitos rolando foi determinado pela contagem de 

células, que passavam por um ponto pré-demarcado, numa região da vênula escolhida, 

por minuto. Já a adesão celular foi considerada quando um leucócito permanecia parado 

por pelo menos trinta segundos na parede do endotélio vascular, dentro do intervalo de 

um minuto, sendo o número de leucócitos aderidos quantificados em um trecho 

demarcado com 100μm de comprimento. A contagem foi feita em duplicata de maneira 

duplo-velada.  
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Figura 11: Etapas do procedimento de microscopia intravital para a avaliação do recrutamento de 

leucócitos em vênula pós-capilar do reto femoral. As setas pretas indicam vênulas no músculo reto 

femoral. 

 

  3.3.9. Exercício agudo com intensidade e duração fixa (EF)  

Os camundongos foram submetidos a um exercício de corrida em esteira 

(Gaustec Magnetismo, Nova Lima, MG, Brasil), com intensidade a 80% da Vmax do 

TVI realizado antes do treinamento, e duração de 30 minutos. Anteriormente ao EF 

todos os camundongos eram pesados em uma balança de precisão. Em seguida eram 

colocados na esteira, onde ficavam por pelo menos cinco minutos até o início do 

exercício. O EF foi realizado três dias depois do TVC pós-treinamento.  

 

  3.3.10. Variáveis Calculadas 

 O trabalho no TVC foi calculado de acordo com a seguinte equação: trabalho (J) 

= mc.g.v. seno θ. t, onde mc=massa corporal em kg, g=força da gravidade (9.8m.s
-2

), 

v=velocidade em m.min
-1

, θ=inclinação da esteira (5°), e t=tempo de exercício.  A 

intensidade das sessões de treinamento foi representada pelo %Vmax, multiplicando a 

Vmax alcançada no TVI pelo percentual a ser aplicado na semana, dividido por 100. A 

duração (D) de cada sessão de treinamento foi estabelecida de acordo com a quantidade 
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requerida em minutos para atingir o trabalho definido previamente, de acordo com a 

equação: D= trabalho (J) / mc.g.v. senoθ. A taxa de variação do VO2 (mL.kg
0.75

.min
-2

) 

no TVC foi calculada da seguinte maneira: (VO2final - VO2inicial) ÷ t, onde t= tempo de 

exercício em minutos. 

 

  3.3.11. Concentração de citocinas no tecido muscular  

A concentração de citocinas foi medida em homogenatos de tecido muscular 

(quadríceps) por técnica de Enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA). Foram 

separados 100 miligramas da porção do ventre muscular (úmido) e homogeneizados 

com PBS contendo antiproteases (0,1 mM PMSF, 0,1 nM benzetonio clorídrico, 10 mM 

EDTA e 20 Ki aprotinina A) e 0,05% de Tween 20. As amostras foram centrifugadas 

por 10 minutos, a 10.000 rpm e a 4ºC. O sobrenadante foi utilizado para o ensaio de 

ELISA com diluição de 1:4. O ensaio de ELISA foi realizado conforme as instruções do 

fabricante (R&D System) e quantificado a partir do comprimento de onda de 492 nm 

adquirido em leitor de placas (Spectramax plus 384, Molecular Devices, EUA). 

 

  3.3.12. Migração de neutrófilos in vitro  

 Foi realizado o isolamento de neutrófilos do sangue e da medula óssea de 

camundongos para avaliação da capacidade migratória in vitro em ensaio de 

quimiotaxia. Este ensaio de quimiotaxia de neutrófilos foi realizado utilizando câmara 

de Boyden modificada (Neuroprobe, Pleasanton, EUA) e filtros de policarbonato (4µm; 

Neuroprobe, Pleasanton, EUA) como descrito previamente por Rios-Santos em 2007 

(Rios-Santos et al., 2007). Como estímulo quimiotático 28µL de N-Formilmetionina-

leucil-fenilalanina (FMLP) foram utilizados. De um lado da membrana foi colocado o 

FMLP, e do outro, uma suspensão de 1,0 x 10
6
 neutrófilos/mL. Após sessenta minutos 
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de incubação a 37°C, o filtro foi retirado, lavado para eliminação de células não 

aderidas e fixado em metanol. Em seguida, as membranas foram coradas em panótico 

para contagem em microscópio. A verificação da purificação de neutrófilos foi feita 

utilizando amostra isolada de neutrófilos com albumina. A amostra foi centrifugada em 

aparato de Citospin para fixação em lâmina, a qual foi, em seguida, corada em panótico. 

Foram selecionados cinco campos aleatórios por amostra na membrana para contagem 

da migração celular, a qual foi realizada por dois pesquisadores de maneira duplo-

velada. Neste procedimento foram utilizados neutrófilos imaturos da medula óssea, pois 

a purificação de neutrófilos do sangue não foi suficiente para a realização da 

quimiotaxia. 

  3.3.13. Colheita sanguínea, retirada de tecido muscular e fêmur 

 

Os animais foram anestesiados profundamente (Cetamina, 200mg/kg + Xilasina 

20mg/kg). Depois de confirmada a anestesia foi feito um corte na região abdominal. A 

cavidade peritoneal foi exposta e a colheita de sangue foi realizada com pipeta de 

Pasteur após ruptura da veia cava inferior.  Depois da eutanásia, os quadríceps femorais 

foram divulsionados do fêmur e separados do osso por secção distal e proximal. O 

músculo foi imediatamente pré-congelado com gelo seco. Em seguida, os fêmures 

foram retirados para isolamento de células da medula óssea. O tecido muscular foi 

banhado em isopentano pré-resfriado a -80°C para armazenamento em freezer -80°C e 

posterior microtomia.  
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  3.3.14. Confecção de lâminas para coloração de hematoxilina e 

eosina (HE)  

 O quadríceps femoral esquerdo congelado foi seccionado transversalmente ao 

meio, sendo a metade proximal colocada em composto O.C.T (Tissue-Tek®; Sakura, 

Holanda) a -25°C. Quatro secções transversais de 10µm por tecido foram adquiridas em 

criostato (Leica CM1850, Leica Biosystems, Alemanha) e imediatamente colocadas em 

lâmina silanizada. Subsequentemente, as lâminas com as secções foram fixadas por 1 

hora em acetona pré-resfriada a -80°C, em refrigerador -80°C. Posteriormente, as 

secções foram coradas com HE de acordo com técnica histológica padrão.  

 

  3.3.15. Observações histológicas 

Os cortes corados com HE foram avaliados histologicamente utilizando-se os 

critérios definidos por Rizo-Roca et al. 2015 (Rizo-Roca et al., 2015). A ferramenta de 

análise é constituída de seis itens organizados em três domínios: alteração morfológica, 

necrose/(re) degeneração (domínio da fibra muscular), infiltração endomisial e 

perimisial (domínio do estado inflamatório) e distensão de endomísio e perimísio 

(domínio do compartimento intersticial). A alteração morfológica inclui fibras 

atrofiadas (fibras pequenas, anguladas e arredondadas) e com aparência inchada ou 

divididas. A necrose e a degeneração foram feitas pela identificação da presença de 

infiltrado de células inflamatórias (miofagocitose), sarcoplasma fragmentado, coloração 

escura (fibras hipercontraídas) e fraca coloração (fibras necróticas), enquanto a 

regeneração foi representada por miotubos basófílicos pequenos e miofibras azuladas 

com núcleo centralizado. Todos os itens foram pontuados com valor 0, 1 ou 2 

indicando, ausência de dano/regeneração, dano/ regeneração moderado(a) ou severo (a), 
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respectivamente. O avaliador das amostras desconhecia o grupo experimental ao qual 

elas pertenciam. 

 

  3.3.16. Isolamento de células do sangue para análise de citometria 

Após a colheita de sangue, o isolamento de células foi feito por subsequente 

adição de PBS 1X à amostra e posterior centrifugação a 1600rpm a 4°C por 6 min. 

 

  3.3.17. Isolamento de células da medula óssea para análise de 

citometria 

Para isolamento das células da medula óssea, os fêmures de cada camundongo 

foram retirados e suas cabeças cortadas com lâmina de bisturi, possibilitando a inserção 

de uma agulha 13 x 0,38 mm para lavagem da medula com 3mL de meio RPMI 

incompleto gelado. Posteriormente, o líquido obtido do lavado contendo as células foi 

colocado em um tubo Falcon e centrifugado a 350 g por 5 minutos. Após a 

centrifugação, o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 1mL de meio 

RPMI incompleto para a contagem do número de células em câmara de Neubauer. Após 

a obtenção do lavado de medula óssea, o líquido obtido do isolamento das células nestes 

órgãos foi centrifugado a 350 g por 5 minutos na temperatura de 4°C. Posteriormente, o 

sobrenadante foi descartado e para lise de hemácias foram acrescentados 2mL de ACK 

sobre o pellet que permaneceu 4 minutos nesta solução a 4°C. Em seguida, foi 

adicionado 8mL de meio RPMI+SFB 10%, centrifugado a 350 g por 5 minutos a  4°C, 

descartado o sobrenadante e o pellet foi  ressuspendido em 1mL de meio RPMI+SFB a 

10%, para contagem total em câmara de Neubauer com o corante Turk na diluição de 

1:10. 
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  3.3.18. Marcação das células com anticorpos para leitura no 

citômetro 

  Após o isolamento das células da medula óssea e sangue, 1 x 10
6
 células 

foram ressuspendidas em 300µl de meio RPMI + 10% de soro fetal bovino e 

distribuídas em tubos eppendorf. Após centrifugação destes tubos a 350 g, por 5 

minutos, a 4°C, o sobrenadante foi descartado e sobre o pellet foram adicionados 10µl 

de FC block diluído em PBS/BSA 1%, na diluição de 1:100. Os tubos foram incubados 

por 20 minutos, a 4 °C, protegidos da luz. Posteriormente, foram acrescentados também 

sobre o pellet 10µl dos anticorpos para os marcadores extracelulares a serem analisados, 

previamente diluídos em PBS/BSA 1%, conforme concentração indicada nos kits. Um 

grupo de amostras da medula foi incluído para marcação dos controles de isotipo dos 

anticorpos (isotipos IgG1 e IgG2a), diluídos em PBS/BSA 1%. Todas as amostras 

foram posteriormente incubadas por 30 minutos, a 4 C°, protegidas da luz. Em seguida, 

adicionou-se, 200 µl de PBS 1X gelado, ao pellet e os tubos foram centrifugados a 

350 g, por cinco minutos, a 4°C.  Após a centrifugação, o sobrenadante foi descartado e 

o pellet foi ressuspendido em formaldeído 4% e incubado por 30 minutos à temperatura 

ambiente para fixação. Posteriomente, as amostras foram centrifugadas, descartados os 

sobrenadantes e o pellet foi ressuspendido em PBS/BSA 1% para posterior leitura no 

citômetro. Nas amostras em que foram realizadas marcação intracelular, logo após a 

incubação dos anticorpos para marcação extracelular, lavagem com PBS 1X gelado e 

centrifugação, o sobrenadante foi descartado e sobre o pellet foram adicionados 

150µl/tubo de tampão de permeabilização (BD: Becton Dickinson and Company, EUA) 

e as amostras foram incubadas por trinta minutos à temperatura ambiente, ao abrigo da 

luz. Em seguida, centrifugou-se e adicionou-se 20µl/tubo dos anticorpos para marcação 
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intracelular diluídos em tampão de permeabilização nas concentrações previamente 

padronizadas. As amostras foram incubadas por 45 minutos e em seguida foram 

adicionados 200µl/tubo de PBS 1X gelado. Os tubos foram centrifugados, os 

sobrenadantes foram descartados e o pellet foi ressuspendido em formaldeído 4% e 

incubado por trinta minutos à temperatura ambiente para fixação. Posteriomente, as 

amostras foram centrifugadas, descartados os sobrenadantes e o pellet foi ressuspendido 

em PBS/BSA 1% para posterior leitura no citômetro de fluxo (BD Acuri C6, BD 

Biosciences).  Os seguintes anticorpos foram utilizados para marcação das células: CD3 

(Alexa 488), CD4 (APC), CD8 (PE), CD11b (Alexa 488)  e Ly6G (APC). Todos os 

anticorpos foram adquiridos da  BD Pharmingen (Le Pont de Claix, France). A 

frequência de células positivas foi analisada usando gates específicos para as 

populações de interesse: linfócitos, granulócitos e macrófagos. Os limites dos 

quadrantes foram estabelecidos baseados nas populações negativas e controles de 

isotipo. As células foram adquiridas por citometria e analisadas por meio do programa 

 FlowJo 7.5.3 (TreeStar Inc.). Para construção dos gráficos, foram utilizadas as 

frequências das células (porcentagens) no total de eventos adquiridos (mínimo de 

30.000 eventos/amostra). 

 

  3.3.19. Eutanásia 

 Os camundongos foram eutanasiados sob o efeito de anestesia profunda 

(Cetamina, 200mg/kg + Xilasina 20mg/kg) devido aos procedimentos de colheita 

sanguínea.  
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  3.3.20. Análise estatística 

 Nas comparações de variáveis ao longo do tempo (VO2) considerando 

somente o fator tempo foi utilizada ANOVA one-way com medidas repetidas. Para 

comparações com entre mais de dois grupos com apenas um fator de variação foi 

utilizada ANOVA one-way (concentração de citocinas, rolamento e adesão de 

leucócitos dos grupos REP, Ex40 e Ex80; migração de neutrófilos nos grupos REP e 

Ex80; rolamento e adesão de leucócitos dos grupos Naive, NT e T; rolamento e adesão 

de leucócitos dos grupos Naive, WT e Gp91
phox-/-

)  No caso de comparações que 

incluíram os fatores grupo e tempo (VO2 no REP, Ex40 e Ex80; VO2 pré e pós 

treinamento; VO2 pico pré e pós treinamento; Vmax pré e pós treinamento; trabalho pré e 

pós treinamento; taxa de variação do VO2 pré e pós treinamento; rolamento e adesão de 

leucócitos dos camundongos WT e Gp91
phox-/-

 dos grupos NT e T) foi utilizada ANOVA 

two-way. Para as comparações entre duas médias (∆VO2pico; perfil celular no sangue e 

medula dos grupos NT e T e score inflamatório dos grupos NT e T)  foi utilizado teste t-

Student. Nos casos, em que foi observado valor significativo de F, foi aplicado o teste 

post-hoc de Tukey. Os dados estão expressos em média ± EPM. O nível de significância 

adotado foi de α = 5%. O programa estatístico utilizado foi o GraphPad Prism 6. 
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4. RESULTADOS 

 4.1. Delineamento experimental 1 

  4.1.1. Efeito da intensidade do exercício sobre o VO2  

O VO2 dos camundongos durante a corrida no TVI aumentou progressivamente, 

a partir do segundo estágio, o qual corresponde à velocidade de 9 m.mim
-1

, até a fadiga 

(p < 0,0001) (Gráfico 1A). O VO2pico foi considerado o maior valor estimado no último 

estágio do TVI. O valor do VO2pico foi de 43,8± 0,63 mL.Kg
0,75

.min
-1

 e a Vmax alcançada 

foi de 27 ± 0,7m.min
-1

. A Vmax foi a variável de referência para a prescrição do 

exercício agudo de 30 minutos. Nesta ocasião, foi feita a comparação entre os três 

grupos experimentais: REP, Ex40 e Ex80. Foram verificadas interação (p <0,0001) e 

diferença significativa entre os fatores grupo (REP, Ex40 e Ex80; p <0,0001) e 

momento (tempo em minutos; p <0,0001) (Gráfico 1B). O VO2 do grupo Ex80 foi maior 

a partir do 13º minuto de exercício em comparação ao repouso (REP: 33,1 ± 

1,4mL.Kg
0,75

.min
-1

; Ex80: 39,1 ± 1,0mL.Kg
0,75

.min
-1

; p <0,05) e a partir do 19º 

comparado ao grupo Ex40 (Ex40: 33,9 ± 0,8mL.Kg
0,75

.min
-1

; Ex80: 41,5 ± 

0,6mL.Kg
0,75

.min
-1

; p <0,01) até o final do exercício (REP: 27,9 ± 1,0mL.Kg
0,75

.min
-1

; 

Ex40: 34,3 ± 0,4mL.Kg
0,75

.min
-1

; Ex80: 43,3 ± 0,8mL.Kg
0,75

.min
-1

). Entre os grupos 

Ex40 e REP foi verificada diferença significativa no VO2 no último minuto (REP: 27,9 

± 1,0mL.Kg
0,75

.min
-1

; Ex40: 34,3 ± 0,4mL.Kg
0.75

.min
-1

; p < 0,05). 
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Gráfico 1: Em A, VO2 antes (velocidade 0 m.min-1) e em cada velocidade nos estágios de três minutos até 

a fadiga. Os círculos pretos representam os valores de VO2 de 16 camundongos C57BL/6. * representa 

diferença significativa em relação ao momento pré-teste (velocidade 0m. min-1). # representa diferença 

significativa em relação ao estágio anterior.   Em B, VO2 logo antes (minuto zero) e durante 30 minutos 

dos três grupos experimentais REP (círculo branco; n=5), Ex40 (círculo cinza; n=5) e Ex80 (círculo preto; 

n=6).  * representa diferença significativa comparada ao repouso. # representa diferença significativa em 

comparação ao grupo Ex40. Os dados estão expressos como média ± erro padrão. 

 

  4.1.2. Efeito da intensidade do exercício sobre concentração de 

citocinas  

O grupo Ex80 apresentou maior concentração de IL-6 no tecido muscular 

avaliada 12 horas após a realização do exercício comparado ao grupo REP (REP: 1,14 x 

10
5
 ± 0,09 x 10

5
 pg.mL

-1
; Ex80: 2,17 x 10

5
 ± 0,11 x 10

5
 pg.mL

-1
; p < 0,01). Porém, não 

houve diferença nas concentrações de IL-6 entre os grupos Ex40 e Ex80 (Ex40: 1,62 x 

10
5
 ± 0,2 x 10

5
 pg.mL

-1
; Ex80: 2,17 x 10

5
 ± 0,11 x 10

5
 pg.mL

-1
). (Gráfico 2A). Além 

disso, não foi verificada diferença entre os grupos experimentais nas concentrações de 

IL-1β (REP: 8,21 x 10
4
 ± 0,21 x 10

4
 pg.mL

-1
; Ex40: 10,3 x 10

4
 ± 0,81 x 10

4
 pg.mL

-1
; 

Ex80: 9,2 x 10
4
 ± 0,96 x 10

4
 pg.mL

-1
; p = 0,673) (Gráfico 2B)  e TNFα (REP: 8,44 x 
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10
4
 ± 0,15 x 10

4
 pg.mL

-1
; Ex40: 9,28 x 10

4
 ± 0,04 x 10

4
 pg.mL

-1
; Ex80: 9,13 x 10

4
 ± 

0,13 x 10
4
 pg.mL

-1
; p = 0,894) (Gráfico 2C).  

 

Gráfico 2: Concentrações de IL-6 (A), IL1-β (B) e TNFα (C) na musculatura do quadríceps nos grupos 

REP (barra branca; n=4), Ex40 (barra cinza; n=4) e Ex80 (barra preta; n=4). * representa diferença 

significativa comparada ao grupo REP. Os dados estão expressos como média ± erro padrão. 

 

  4.1.3. Efeito da intensidade de exercício sobre o recrutamento de 

leucócitos no músculo esquelético  

O exercício de maior intensidade, representado pelo grupo Ex80, apresentou 

maior rolamento de leucócitos em vênulas pós-capilares no reto-femoral em 

comparação aos grupos Ex40 (Ex40: 8,3 ± 1,1 células.min
-1

; Ex80: 22,0 ± 3,5 

células.min
-1

) e REP (REP: 4,3 ± 1,1 células.min
-1

; Ex80: 22,0 ± 3,5 células.min
-1

). 

Entretanto, não houve diferença entre os grupos Ex40 e REP (REP: 4,3 ± 1,1 

células.min
-1

; Ex40: 8,3 ± 1,1 células.min
-1

) (Gráfico 3A). Além disso, a adesão de 

leucócitos também foi maior no grupo Ex80 comparada aos demais grupos REP (REP: 

0,2 ± 0,1 células/100µm; Ex80: 2,7 ± 0,5 células/100µm) e Ex40 (Ex40: 0,8 ± 0,3 

células/100µm; Ex80: 2,7 ± 0,5 células/100µm). Porém, assim como na resposta de 
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rolamento celular, a adesão não se diferenciou entre os grupos Ex40 e REP (REP: 0,2 ± 

0,1 células/100µm; Ex40: 0,8 ± 0,3 células/100µm) (Gráfico 3B). 

 

                                                      

Gráfico 3: Rolamento (A) e adesão de leucócitos (B) em vênulas pós-capilares do quadríceps nos grupos 

REP (barra branca; n=5), Ex40 (barra cinza; n=5) e Ex80 (barra preta; n=6). * representa diferença 

significativa comparada ao grupo REP. # representa diferença significativa em comparação ao grupo 

Ex40. Os dados estão expressos como média ± erro padrão. 

 

  4.1.4. Efeito do exercício sobre a migração in vitro de neutrófilos  

O estímulo com o agente quimiotático FMLP não aumentou a migração de 

neutrófilos comparado à situação com RPMI no grupo REP (REP RPMI: 5,1 ± 2,0 u.a; 

REP FMLP: 16,7 ± 0,7 u.a).  Entretanto, a migração de neutrófilos foi maior no grupo 

Ex80 quando estimulados com FMLP comparada à situação com RPMI (Ex80 RPMI: 

5,3 ± 1,7u.a Ex80 FMLP: 36,7 ± 6,0u.a; p < 0,01). Além disso, o aumento de migração 

in vitro de neutrófilos imaturos da medula induzido por FMLP no grupo Ex80 foi maior 

do que no grupo REP (REP FMLP: 16,7 ± 0,7 u.a; Ex80 FMLP: 36,7 ± 6,0u.a; p < 

0,01). 
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Gráfico 4: Migração in vitro de neutrófilos isolados da medula de camundongos dos grupos REP (barra 

branca; n=3) e Ex80 (barra preta; n=3). Os neutrófilos dos dois grupos foram incubados com estímulo 

quimiotático FMLP ou com RPMI.   * representa diferença significativa comparada ao REP FMLP. # 

representa diferença significativa em comparação ao Ex80 RPMI. Os dados estão expressos como média 

± erro padrão. 
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 4.2. Delineamento experimental 2 

  4.2.1. Características da sobrecarga de treinamento físico s  

 Como planejado, as quatro semanas de treinamento físico foram caracterizadas 

por um aumento progressivo no trabalho (1
ª
 semana: 12,4  ± 1,9J; 2

ª 
semana: 14,5,0 ± 

2,2J; 3
ª 
semana: 16,6 ± 2,6J e 4

ª
 semana: 18,7 ± 2,9J) (Gráfico 5C). 

 

 

 

 



41 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 5: Característica da sobrecarga durante o protocolo de treinamento. Velocidade (A), duração (B) 

e trabalho (C) das sessões ao longo das quatro semanas nos grupos NT (círculo branco, n=15) e T (círculo 

preto, n=15).  *** representa p < 0.001 entre as semanas de treinamento físico. Os resultados estão 

expressos como média ± EPM. 
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  4.2.2. Efeito do treinamento físico sobre o desempenho no teste de 

corrida com velocidade incremental até a fadiga (TVI) 

 Como esperado, não houve diferença no VO2 no início do TVI entre os grupos, 

pré (NT, 32,25 ± 1,23 mL.kg
0,75

.min
-1

; T, 33,75 ± 1,05 mL.kg
0,75

.min
-1

) ou pós 

treinamento físico (NT, 31,26 ± 1.03 mL.kg
0,75

.min
-1

; T, 34,27 ± 1.66 mL.kg
0,75

.min
-1

) 

(Fig. 17A e B, respectivamente). Além disso, o TVI foi capaz de induzir aumento no 

VO2, evidenciado pelo valor do VO2pico comparado ao valor inicial para todos os grupos 

nos diferentes momentos (Gráfico 6A e B). O VO2pico avaliado pelo TVI não apresentou 

diferença inter-grupo, pré (NT, 40,10 ± 1,52 mL.kg
0,75

.min
-1

; T, 39,70 ± 1,16 

mL.kg
0,75

.min
-1

),  e pós-treinamento (NT, 40,12 ± 1,30 mL.kg
0,75

.min
-1

; T, 45,50 ± 2,20 

mL.kg
0,75

.min
-1

) (Gráfico 6C). Entretanto, a variação do VO2pico no TVI, da situação pré 

para pós-treinamento físico, foi maior no grupo T em comparação ao grupo NT (NT, 

0,02 ± 0,72 mL.kg
0,75

.min
-1

; T, 5,79 ± 1,45 mL.kg
0,75

.min
-1

) (Gráfico 6D).  

Adicionalmente, o efeito do protocolo de treinamento físico foi evidente quando 

avaliada a Vmax no TVI. A Vmax aumentou no grupo T após o treinamento, comparada 

ao grupo NT (NT, 25,5 ± 1,5 m.min
-1

; T, 31,1 ± 1,3 m.min
-1

) (Gráfico 6E). Esta 

melhora no desempenho físico foi também observada pelo aumento de 20% na 

velocidade alcançada no TVI pelo grupo T quando comparado pré (T, 25,9 ± 1,1 m.min
-

1
) e pós-treinamento físico (T, 31,1 ± 1,3 m.min

-1
). 
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Gráfico 6: Desempenho físico no TVI. O VO2 nos grupos NT (círculo branco, n=8) e T (círculo preto, 

n=8) durante o TVI em dois momentos, pré (A) e pós-treinamento físico (B). Os dados foram analisados 

em conjunto, considerando momento e grupo, apesar de serem mostrados em diferentes painéis. * indica 

diferença significativa em comparação ao primeiro estágio de 6m.min-1. O VO2peak alcançado pelos grupos 

NT (barra branca, n=8) e T e (barra preta, n=8) em dois momentos: pré e pós-treinamento físico (C). A 

variação do VO2pico nos grupos NT (círculo branco, n=8) e T (círculo preto, n=8) (D). ** representa p < 

0,01 entre os grupos. A Vmax nos grupos NT (barra branca, n=8) e T (barra preta, n=8) em dois momentos: 

pré e pós-treinamento físico (E). * representa p < 0,05. Todos os dados estão expressos com média ± 

EPM. 
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  4.2.3. Efeito do treinamento físico no desempenho no teste de 

corrida com velocidade constante até a fadiga (TVC)  

O TVC pré-treinamento físico permitiu uma distribuição homogênea dos grupos 

experimentais em relação ao VO2 e à capacidade de corrida (Gráfico 7A). Como 

evidenciado, o VO2 no repouso (NT: 20,9 ± 0,7 mL.kg
-0,75

.min
-1

; T: 20,6 ± 0,5 

mL.kg
0,75

.min
-1

) e na fadiga (NT: 40,6 ± 2,0 mL.kg
0,75

.min
-1

; T: 37,8 ± 2,1 

mL.kg
0,75

.min
-1

) não foram diferentes entre os grupos no momento pré-treinamento 

físico (Gráfico 7A). Como esperado, o VO2 dos camundongos aumentou devido ao 

exercício nos momentos pré e pós-treinamento físico (Gráfico 7A e B), já que a 

velocidade de corrida do TVC representou 80% da Vmax mensurada no TVI realizado 

antes do treinamento físico. Na situação pré-treinamento, este aumento do VO2 foi 

evidenciado a partir do 10º minuto de exercício físico (NT: 27,1 ± 1,0 mL.kg
0,75

.min
-1

; 

T: 26,2 ± 1,0 mL.kg
0,75

.min
-1

) em comparação ao minuto zero (NT: 20,9 ± 0,7 

mL.kg
0,75

.min
-1

; T: 20,6 ± 0,5 mL.kg
0,75

.min
-1

). Já, na situação pós-treinamento, a 

comparação do VO2 no TVC entre os grupos foi possível do minuto zero até o 7º 

minuto e no momento da fadiga, por serem os momentos que incluem todos os 

camundongos. Logo, foi demonstrado um maior VO2 para ambos os grupos no 

memento da fadiga (NT: 36,3 ± 2,4 mL.kg
0,75

.min
-1

; T: 41,9 ± 1,7 mL.kg
0,75

.min
-1

) em 

comparação ao minuto zero ((NT: 21,4 ± 0,8 mL.kg
0,75

.min
-1

; T: 20,4 ± 0,6 

mL.kg
0,75

.min
-1

).  Ao mesmo tempo, todos os grupos apresentaram trabalho similar no 

TVC  pré-treinamento físico (NT: 19,3 ± 4,8J; T: 21,0 ± 5,3J) (Gráfico 7D). Além disso, 

o treinamento físico, baseado na manipulação relativa do trabalho, foi eficiente em 

aumentar o desempenho dos animais ao final das quatro semanas. Como demonstrado, o 

trabalho avaliado após as quatro semanas de treinamento foi maior no grupo T em 

comparação ao grupo NT (NT: 8,8 ± 2,1J; T: 44,6 ± 7,6J; p <0,001) (Gráfico 7D). 
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Apesar deste aumento no desempenho representado pelo maior trabalho realizado no 

TVC, não houve diferença no VO2 no momento da fadiga entre os grupos NT e T pré 

(NT: 40,6 ± 2,4 mL.kg
0,75

.min
-1

; T: 37,8 ± 2,1 mL.kg
0,75

.min
-1

) e pós-treinamento físico 

(NT: 36,3 ± 2,4 mL.kg
0.75

.min
-1

; T: 41,9 ± 1,7 mL.kg
0.75

.min
-1

) (Gráfico 7B). Todavia, a 

taxa de variação do VO2, um índice de desempenho que considera o tempo total de 

exercício, foi menor durante o TVC no grupo T comparada ao grupo NT após as quatro 

semanas de treinamento físico (NT: 0,82 ± 0,12 mL.kg
0.75

.min
-2

; T: 0,28 ± 0,07 

mL.kg
0.75

.min
-2

; p<0.01) (Gráfico 7C). 
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Gráfico 7: Desempenho físico no TVC. VO2 ao longo do TVC nos grupos NT (círculo branco, n=7) e T 

(círculo preto,n=7) pré (A) e pós-treinamento físico (B). * representa p < 0.05 em comparação ao minuto 

zero. A taxa de variação do VO2 do início até a fadiga no TVC nos grupos NT (barra branca, n=7) e T 

(barra preta, n=7) pré e pós-treinamento físico (C). * representa p < 0,05. O trabalho (J) realizado pelos 

grupos NT (barra branca, n=7) e T (barra preta, n=7) pré e pós-treinamento físico (D). * representa p< 

0,05 e *** representa p < 0,001.   Os dados estão expressos como média ± EPM. 
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4.2.4. Efeito do treinamento físico sobre o recrutamento de leucócitos 

no musculoesquelético após o teste de corrida com velocidade constante até a 

fadiga (TVC). 

Como já evidenciado, o exercício físico por si só, foi capaz de aumentar o 

recrutamento de leucócitos em vênula pós-capilar no músculo esquelético. O rolamento 

de leucócitos foi maior no grupo NT em comparação ao Naive (Naive: 5,5 ± 2,0 

células.min
-1

; NT: 50,7 ± 2,0 células.min
-1

; p < 0,01) (Gráfico 8A). E ainda, a adesão de 

leucócitos nestas vênulas aumentou em camundongos exercitados do grupo NT em 

comparação àqueles não exercitados (Naive: 0,5 ± 0,3 células. min
-1

; NT: 3,0 ± 0,4  

células.min
-1

; p < 0,05).  Além disso, foi verificado que o treinamento físico induziu 

aumento no recrutamento de leucócitos em vênula pós-capilar doze horas após o 

exercício até a fadiga. Os camundongos treinados (grupo T) apresentaram maior 

rolamento de leucócitos em vênulas pós-capilares no músculo esquelético comparado 

tanto ao grupo não exercitado (Naive) (Naive: 5,5 ± 2,0 células.min
-1

; T: 111,8 ± 10,1 

células.min
-1

; p<0,0001), quanto ao grupo NT (NT: 50,7 ± 2,0 células.min
-1

; T: 111,8 ± 

10,1 células.min
-
1; p < 0,01) (Gráfico 8A). Adicionalmente, no grupo T a adesão de 

leucócitos também foi aumentada em comparação ao Naive (Naive: 0,5 ± 0,3 

células/100µm; T: 3,8 ± 0,5 células/100µm; p < 0,001). Porém, não foi verificada 

diferença na adesão celular entre os grupos T e NT (NT: 3,0 ± 0,4 células. min
-1

; T: 3,8 

± 0,5 células/100µm) (Gráfico 8B).  
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Gráfico 8: Recrutamento celular em vênula pós-capilar do musculoesquelético em camundongos Naive e 

doze horas após o exercício até a fadiga nos grupos NT e T. Rolamento de leucócitos em vênula pós-

capilar em camundongos Naive (barra bege, n=4), grupo NT (barra branca, n=4) e grupo T (barra preta, 

n=5) (A). * representa p < 0,01 em relação ao grupo Naive. # representa p < 0,01 em relação ao grupo 

NT. Adesão de leucócitos em vênula pós-capilar em camundongos Naive (barra bege, n=4), grupo NT 

(barra branca, n=4) e grupo T (barra preta, n=5) (B). * representa p < 0,01 em relação ao grupo Naive. Os 

dados estão expressos como média ± EPM. 
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 4.3. Delineamento experimental 3 

  4.3.1. Efeito do treinamento físico sobre o desempenho no teste de 

velocidade constante até a fadiga (TVC) 

O TVC, realizado antes do treinamento físico, proporcionou uma distribuição 

homogênea quanto ao desempenho dos camundongos em cada grupo experimental (NT: 

13,1 ± 1,9J; T: 16,0 ± 2,3J; p <0,001). O protocolo de treinamento físico, padronizado 

neste estudo, induziu um aumento no desempenho, como evidenciado pelo maior 

trabalho no TVC realizado pelo grupo T em comparação ao grupo NT, após quatro 

semanas (NT: 14,7 ± 2,2J; T: 47,1 ± 5,8J; p < 0,001) (Gráfico 9). Esta melhora na 

capacidade de corrida após o treinamento físico correspondeu a um aumento de 293% 

no trabalho 

realizado no TVC.  

 

 

 

 

 

 

Gráfico 9: Desempenho físico no teste de velocidade constante até a fadiga. Trabalho (J) realizado pelos 

grupos NT (barra branca, n=7) e T (barra preta, n=7) pré e pós- treinamento físico. **** representa p < 

0,0001. Os dados estão expressos como média ± EPM. 
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  4.3.3. Relação entre o desempenho no teste de velocidade constante 

até a fadiga (TVC) e o trabalho realizado no exercício de duração e intensidade 

fixa (EF) após o treinamento físico 

 Três dias após a realização do TVC, os camundongos foram submetidos ao EF. 

O grupo NT não apresentou diferença significativa no trabalho entre o 2º TVC e o EF 

(2º TVC: 14,7 ± 2,5J; EF: 11,2 ± 0,7J). Porém, devido ao aumento do trabalho induzido 

pelo treinamento físico, o trabalho no EF realizado pelo grupo T foi menor em 

comparação ao trabalho deste mesmo grupo no 2º TVC (2º TVC: 47,1 ± 5,8J; EF: 11,7 

± 0,4J; p <0,0001). O trabalho no EF representou 76% em relação àquele realizado no 

2º TVC para o grupo NT. No entanto, para o grupo T este percentual foi de 25% 

(Gráfico 10).  

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 10: Comparação entre o trabalho realizado no TVC pós-treinamento físico e no EF.  O trabalho 

(J) realizado pelos grupos NT (barra branca, n=7) e T (barra preta, n=7) no 2º TVC (depois do 

treinamento) e no EF. **** representa p < 0,0001. Os dados estão expressos como média ± EPM. 
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  4.3.4. Efeito do treinamento físico sobre o recrutamento de leucócitos 

no músculoesquelético após o exercício de duração e intensidade fixa (EF). 

O EF foi capaz de aumentar o rolamento de leucócitos em vênulas pós-capilares 

do reto-femural avaliado 12 horas depois, tanto no grupo NT (Naive: 5,3 ± 1,3 células. 

min
-1

; NT: 62,6 ± 8,1 células. min
-1

; p < 0,0001), quanto no grupo T (Naive: 5,3 ± 1,3 

células.min
-1

; T: 35,0 ±4,1 células.min
-1

; p < 0,01). Por outro lado, este aumento foi 

menor em camundongos treinados em relação a não treinados (NT: 62,6 ± 8,1 

células.min
-1

; T: 35,0 ±4,1 células.min
-1

; p < 0,01) (Gráfico 11A). Apesar disto, não foi 

evidenciada diferença na adesão de leucócitos entre os grupos experimentais (Naive: 0,3 

± 0,2 células/100µm; NT: 1,0 ± 0,3 células/100µm; T: 0,7 ± 0,2 células/100µm; p = 

0,209) (Gráfico 11B). 

Gráfico 11: Recrutamento de leucócitos em vênula pós-capilar do musculoesquelético em camundongos 

Naive e doze horas após o EF nos grupos NT e T. Rolamento de leucócitos em vênula pós-capilar em 

camundongos Naive (barra bege, n=6), grupo NT (barra branca, n=5) e grupo T (barra preta, n=6) (A). * 

representa diferença em relação ao grupo Naive.  # representa p < 0,001em relação ao NT. Adesão de 

leucócitos em vênula pós-capilar em camundongos Naive (barra bege, n=6), grupo NT (barra branca, 

n=5) e grupo T (barra preta, n=6) (B). Os dados estão expressos como média ± EPM. 



52 

 

 

 4.4. Delineamento experimental 4 

  4.4.1. Efeito do treinamento físico sobre o desempenho no teste de 

corrida com velocidade constante até a fadiga (TVC) 

Como esperado, o treinamento físico estabelecido neste estudo foi novamente 

capaz de induzir um aumento na capacidade de trabalho dos camundongos (Gráfico 12). 

O TVC realizado pré-treinamento, como já relatado anteriormente, permitiu uma 

distribuição homogênea dos grupos, quanto à capacidade de corrida, para este 

delineamento experimental (NT: 18,1 ± 2,8J; T: 14,1 ± 2,0J). Após as quatro semanas, o 

trabalho no TVC do grupo T foi maior em relação ao trabalho realizado, por este mesmo 

grupo (T antes: 14,1 ± 2,0J; T depois: 31,7 ± 3,2J; p < 0,05) e em relação ao grupo NT 

(NT: 18,1 ± 2,8J; T: 31,7 ± 3,2J; p < 0,05) antes do treinamento. Além disso, o efeito do 

treinamento sobre o desempenho foi evidenciado por um maior trabalho do grupo T em 

comparação ao grupo NT, após quatro semanas (NT: 9,8 ± 2,8J; T: 31,7 ± 3,2J; p < 

0,05). Adicionalmente, o grupo T obteve um aumento percentual no desempenho de 

223% quando considerado o desempenho antes e depois do treinamento físico. Porém, o 

grupo NT apresentou uma redução de 54% no trabalho realizado no TVC.  
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Gráfico 12: Desempenho físico no teste de velocidade constante até a fadiga. O trabalho (J) realizado 

pelos grupos NT (barra branca, n=7) e T (barra preta, n=8) nos dois momentos: antes e depois do 

protocolo de treinamento físico. * representa p < 0,05 e **** p < 0,0001. Os dados estão expressos como 

média ± EPM. 

 

  4.4.2. Efeito do treinamento físico sobre o perfil celular no sangue e 

na medula após o teste de corrida com velocidade constante até a fadiga (TVC) 

A análise do perfil celular, por citometria de fluxo, demonstrou uma maior 

quantidade de linfócitos T CD3
+
CD8

+
 no sangue de animais treinados comparada a não 

treinados, 72 horas após o TVC realizado ao final do treinamento físico (NT: 6,0 ± 

0,4%; T: 6,9 ± 0,2%; p = 0,048) (Gráfico 13D).  Para as demais células avaliadas no 

sangue não foram encontradas diferenças entre os grupos treinados e não treinados 

(Ly6G
+
, NT:

 
14,5 ± 0,8%; T: 13,1 ± 0,6%, p = 0,211. F480

+
, NT: 1,4 ± 0,4%; T: 1,7 ± 

0,2%, p = 0,640. CD3
+
CD4

+
, NT: 6,3 ± 1,0%; T: 6,4 ± 0,4%, p = 0,921) (Gráfico 13A, 

B e C, respectivamente). Além disso, nenhuma diferença nas células avaliadas por 

citometria foi verificada na medula óssea entre os grupos (Ly6G
+
, NT:

 
41,01 ± 1,34%; 

T: 42,90 ± 1,20%, p = 0,034. F480
+
, NT: 1,45 ± 0,19%; T: 1,00  ± 0,06%, p = 0,063. 
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CD3
+
CD4

+
, NT: 0,65 ± 0,10%; T: 0,59 ± 0,04%, p = 0,622. CD3

+
CD4

+
, NT: 1,46 ± 

0,08%; T: 1,55 ± 0,08%, p = 0,477) (Gráfico 14A, B, C e D, respectivamente).  

 

Gráfico 13: Perfil de células no sangue. Percentual de neutrófilos Ly6G+ (A), monócitos F480+ (B), 

linfócitos T CD3+CD4+ (C) e CD3+CD4+ (D) no sangue avaliado 72 horas após o TVC nos grupos NT 

(barra branca, n=7) e T (barra preta, n=8). * representa p < 0,05 em relação ao grupo NT. Os dados estão 

expressos como média ± erro padrão. 
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Gráfico 14: Perfil celular da medula óssea. Percentual de neutrófilos Ly6G+ (A), monócitos F480+ (B), 

linfócitos T CD3+CD4+ (C) e CD3+CD4+ (D) na medula óssea avaliado, 72 horas após o TVC nos grupos 

NT (barra branca, n=7) e T (barra preta, n=8). Os dados estão expressos como média ± erro padrão. 
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4.4.3. Dot plot representativo de citometria de fluxo, de sangue e medula, com 

marcação de neutrófilos Ly6G
+
, monócitos F480

+
, linfócitos CD3

+
 CD4

+
 e CD3

+
 

CD8
+
 de animais treinados e não treinados. 

 

Gráfico 15: Dot plot representativo de citometria de fluxo com marcação de neutrófilos Ly6G
+
, 

monócitos F480+, linfócitos CD3+ CD4+ e CD3+ CD8+ de animais treinados e o não treinados, 72 horas 

pós o TVC. Exemplares retirados da análise da medula óssea.  
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  4.4.4. Efeito do treinamento físico sobre a inflamação muscular 

induzida pelo teste de corrida com velocidade constante até a fadiga (TVC) 

Numa análise semi-quantitativa, foi verificada a presença de infiltrado 

inflamatório misto, com predomínio de células mononucleares na musculatura do 

quadríceps. Tais células apresentavam-se dispostas em pequenos agrupamentos difusos 

em todo o tecido. Esses achados foram mais evidentes em animais não treinados em 

comparação aos treinados. Além disso, observou-se maior frequência de distensão do 

endomísio no músculo de camundongos não treinados. Desta maneira, a inflamação no 

tecido muscular, induzida pelo exercício físico até a fadiga, foi atenuada pelo 

treinamento físico, como demonstrado pelo score inflamatório total (NT: 3,9 ± 0,2; T: 

2,3 ± 0,2; p = 0,021) (Gráfico 16). 

Gráfico 16: Cortes representativos histológicos transversais do quadríceps (10µm) corados com 

hematoxilina e eosina (HE) (A-D). As setas pretas indicam regiões contendo células inflamatórias, com 

predomínio de células mononucleares. As setas brancas indicam distensão de endomísio. Em E, Score 

total de dano muscular nos grupos NT (barra branca, n=7) e T (barra preta, n=5). Foram excluídas três 

amostras do grupo T devido à baixa qualidade dos cortes.  Um animal não treinado representado nos 

painéis A (20x) e C (40x) e um treinado nos painéis B (20x) e D (40x). * representa p < 0,05 em relação 

ao grupo NT. Os dados estão expressos como média ± erro padrão. 
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 4.5. Delineamento experimental 5 

  4.5.1. Influência da NADPH oxidase sobre recrutamento de 

leucócitos induzido pelo teste de corrida com velocidade constante até a fadiga 

(TVC)  

 Doze horas após o exercício físico até a fadiga o rolamento de leucócitos em 

vênula pós-capilar do reto femoral foi maior tanto em animais do grupo WT, quanto do 

grupo Gp91
phox-/-

 em relação ao grupo não exercitado (Naive: 7,2 ± 0,8 células.min
-1

; 

WT: 93,7 ± 7,8 células.min
-1

;  Gp91
phox-/-

: 66,4 ± 10,4 células.min
-1

). Entretanto, não foi 

evidenciada diferença entre os grupos WT e Gp91
phox-/-

 (WT: 93,7 ± 7,8 células.min
-1

;  

Gp91
phox-/-

: 66,4 ± 10,4 células.min
-1

) (Gráfico 17A) . Com relação à adesão celular na 

parede de vênulas no musculoesquelético, o exercício até a fadiga induziu um aumento 

somente no grupo WT em comparação aos grupos Naive e Gp91
phox-/-

 (Naive: 0,2 ± 0,2 

células/100µm WT: 2,3 ± 0,3 células/100µm; Gp91
phox-/-

: 0,7± 0,3 células/100µm ) 

(Gráfico 17B). 
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Gráfico 17: Recrutamento de leucócitos 12 horas após o TVC em camundongos WT e Gp91phox-/-. 

Rolamento (A) e adesão (B) de leucócitos em vênula pós-capilar no reto-femoral nos grupos Naive (n=5) 

e 12 horas após o TVC para os grupos WT (n=6) e Gp91phox-/- (n=5). * representa p < 0,001 em relação ao 

grupo Naive. # representa p < 0,01 em relação ao grupo WT. Os dados estão expressos como média ± 

erro padrão. 
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 4.6. Delineamento experimental 6 

  4.6.1. Influência da NADPH oxidase sobre o efeito do treinamento no 

desempenho físico no teste de corrida com velocidade constante até a fadiga (TVC) 

 Durante o TVC pré-treinamento físico, o VO2 dos camundongos foi avaliado e 

não foram evidenciadas diferenças entre os grupos ao longo de todo o exercício ou no 

momento da fadiga (Gráfico 18A). Evidentemente, o VO2 em todos os grupos, por 

influência do TVC, foi maior a partir do 12º minuto (WT: NT= 30,2 ±
 

1,1 

mL.kg
0.75

.min
-1

; T=
 

26,3 ±
 

1,6 mL.kg
0.75

.min
-1

. Gp91
phox-/- 

: NT= 29,3 ±
 

2,2 

mL.kg
0.75

.min
-1

; T=
 
26,2 ±

 
0,6 mL.kg

0.75
.min

-1
)  em comparação ao minuto zero (WT: 

NT= 17,8 ±
 
0,9 mL.kg

0.75
.min

-1
; T=

 
17,0 ±

 
1,6 mL.kg

0.75
.min

-1
. Gp91

phox-/- 
: NT= 14,3 ±

 

0,9 mL.kg
0.75

.min
-1

; T=
 
14,1 ±

 
1,1 mL.kg

0.75
.min

-1
) (Gráfico 18A). Além disso, a 

avaliação do trabalho realizado no TVC pré-treinamento físico permitiu uma 

distribuição homogênea dos grupos NT e T, tanto para camundongos WT (NT: 23,9 ± 

12,1J; T: 23,5 ± 5,5J) quanto para Gp91
phox-/- 

(NT: 35,3 ± 8,4J; T: 31,6 ± 5,2J). Com 

isso, não foi verificada diferença no trabalho entre os quatro grupos experimentais antes 

do início do treinamento físico (Gráfico 18C). Após o período de treinamento físico de 

quatro semanas, o VO2 foi avaliado novamente. O TVC foi capaz de induzir um 

aumento no VO2, o qual foi observado no momento da fadiga em comparação ao 

minuto zero para todos os grupos NT e T, WT (NT: 32,9 ±
 
3,4mL.kg

0.75
.min

-1
 vs. 16,4 ±

 

0,4mL.kg
0.75

.min
-1

; p < 0,001; T=
:
47,0 ±

 
2,9 mL.kg

0.75
.min

-1
 vs. 18,5 ±

 

1,7mL.kg
0.75

.min
-1

; p < 0,0001 ) e Gp91
phox-/- 

(NT: 37,1 ±
 
2,1mL.kg

0.75
.min

-1
 vs. 20,4 ±

 

2,0 mL.kg
0.75

.min
-1

; p < 0,001; T=
:
49,5 ±

 
2,9 mL.kg

0.75
.min

-1
 vs. 20,3 ±

 
1,1 

mL.kg
0.75

.min
-1

; p < 0,0001) (Gráfico 18B). Adicionalmente, o VO2 no momento da 

fadiga no TVC foi maior nos grupos T em comparação a NT, tanto em camundongos 
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WT (NT: 32,9 ±
 
3,4mL.kg

0.75
.min

-1
; T: 47,0 ±

 
2,9 mL.kg

0.75
.min

-1
; p < 0,001), quanto 

em camundongos Gp91
phox-/- 

(NT: 37,1 ±
 

2,1mL.kg
0.75

.min
-1

; T: 49,5 ±
 

2,9 

mL.kg
0.75

.min
-1

; p < 0,01) (Gráfico 18B). Apesar disto, o VO2 na fadiga no TVC pós-

treinamento físico não foi diferentes entre camundongos wild-type e Gp91
phox-/-

, NT 

(WT: 32,9 ±
 
3,4mL.kg

0.75
.min

-1
; Gp91

phox-/-
: 37,1 ±

 
2,1mL.kg

0.75
.min

-1
 ) ou T (T: 47,0 ±

 

2,9 mL.kg
0.75

.min
-1

; Gp91
phox-/-

: 49,5 ±
 
2,9 mL.kg

0.75
.min

-1
) (Gráfico 18B). Em paralelo 

a estes achados, o trabalho desempenhado no TVC pós-treinamento físico foi maior 

para os grupos T em relação aos NT, tanto para camundongos WT (NT: 11,5 ± 2,9J; T: 

55,1 ± 4,4J; p < 0,05), quanto para Gp91
phox-/-

 (NT: 14,5 ± 4,3J; T: 120,6 ± 36,2J; p < 

0,001) (Gráfico 18D). Além disso, ficou evidente que os camundongos knockout 

treinados apresentaram um maior aumento no desempenho físico em comparação aos 

camundongos wild-type treinados (WT: 55,1 ± 4,4J; Gp91
phox-/-

: 120,6 ± 36,2J; p < 0,01) 

(Gráfico 18D). Ainda, o maior desempenho físico de animais treinados foi também 

demonstrado pela menor taxa de variação do VO2 em camundongos do grupo T em 

comparação ao NT, wild-type (NT: 0,80 ± 0,06 mL.kg
0.75

.min
-2

; T: 0,35 ± 0,09 

mL.kg
0.75

.min
-2

; p < 0,05) e Gp91
phox-/- 

 ((NT: 0,53 ± 0,13 mL.kg
0.75

.min
-2

; T: 0,11 ± 

0,03 mL.kg
0.75

.min
-2

; p < 0,05) (Gráfico 19). 
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Gráfico 18: Desempenho físico no TVC. VO2 de camundongos WT (NT, círculo branco; T, círculo 

preto) e Gp91phox-/- (NT, triângulo branco; T, triângulo preto) no TVC pré (A) e pós-treinamento físico 

(B). Pré-treinamento WT (NT, n=7; T, n=6) e Gp91
phox-/-

 (NT, n=5; T, n=4). Pós-treinamento WT (NT, 

n=6; T, n=4) e Gp91phox-/- (NT, n=5; T, n=4). * representa p < 0,05 em relação ao minuto zero. # 

representa p < 0,001em relação ao respectivo grupo NT na fadiga. Trabalho (J) realizado pelos grupos NT 

(barra branca) e T (barra preta) em camundongos WT e Gp91phox-/- pré (A) e pós (B) treinamento físico. 

Pré-treinamento WT (NT, n=7; T, n=6) e Gp91phox-/- (NT, n=6; T, n=6). Pós-treinamento WT (NT, n=7; 

T, n=6) e Gp91phox-/- (NT, n=5; T, n=4). * representa p < 0,05 e *** p < 0,001. Os dados estão expressos 

como média ± erro padrão. 
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Gráfico 19: Desempenho físico no TVC. Taxa de variação do VO2 no TVC de camundongos wild-type e 

Gp91phox-/- nos grupos NT (barra branca) e T (barra preta) pós- treinamento físico. WT NT (n=5); WT T 

(n=4); Gp91phox-/- NT (n=5); Gp91phox-/- T (n=4) * representa p < 0,05. Os dados estão expressos como 

média ± erro padrão. 

 

  4.6.2. Influência da NADPH oxidase sobre o efeito do treinamento 

físico sobre o recrutamento de leucócitos induzido pelo teste de corrida de 

velocidade constante até a fadiga (TVC) 

 A microscopia intravital realizada doze horas após o exercício até a fadiga 

demonstrou que o treinamento físico e a produção de EROs interferem na interação de 

leucócitos com o endotélio vascular do musculoesquelético (Figura 20). Como 

evidenciado, camundongos WT treinados apresentaram maior rolamento de leucócitos 

na vasculatura do reto femoral após o TVC em comparação aos WT não treinados (NT: 

62,9± 11,9 células.min
-1

; T: 130,4 ± 12,3 células.min
-1

; p < 0,01). Este efeito do 

treinamento físico não ocorreu entre camundongos Gp91
phox-/-

 (NT: 56,6 ± 10,4 células. 

min
-1

; T: NT: 47,1 ± 4,6 células.min
-1

; p < 0,01). Além disso, o rolamento de leucócitos 
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de camundongos WT treinados foi também maior quando comparado ao rolamento de 

animais Gp91
phox-/-

, tanto NT (WT T: 130,4 ± 12,3 células.min
-1

; Gp91
phox-/-

 NT: 56,6 ± 

10,4 células. min
-1

; p < 0,01), quanto T (WT T: 130,4 ± 12,3 células.min
-1

; Gp91
phox-/-

 

T: 47,1 ± 4,6 células.min
-1

; p < 0,01).  Em relação à adesão celular, o número de 

leucócitos aderidos na parede endotelial foi maior em camundongos WT treinados em 

comparação a WT não treinados doze horas após o exercício até a fadiga (WT T: 11,6 ± 

0,9 células/100µm; WT NT: 5,6 ± 1,6 células/100µm; ). Ainda, camundongos WT 

treinados apresentaram maior adesão celular em comparação a camundongos Gp91
phox-/- 

tanto treinados (WT T: 11,6 ± 0,9 células/100µm; Gp91
phox-/

 T: 2,5 ± 0,2 

células/100µm; p < 0,001) quanto não treinados (WT T: 11,6 ± 0,9 células/100µm; 

Gp91
phox-/-

 NT: 2,1 ± 0,4 células/100µm; p < 0,001). 

 

Gráfico 20: Recrutamento de leucócitos nos grupos NT e T de camundongos WT e Gp91phox-/- 12 horas 

após o TVC. Rolamento (A) e adesão (B) de leucócitos em vênula pós-capilar no reto femoral nos grupos 

NT e T de camundongos WT e Gp91phox-/- 12 horas após o TVC. ** representa p < 0,01 . *** representa p 

< 0,001. Os dados estão expressos como média ± erro padrão. 
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5. DISCUSSÃO 

O presente estudo mostrou que o estresse oxidativo pode interferir nos efeitos do 

treinamento físico sobre a resposta inflamatória e o desempenho durante o exercício. 

Primeiramente, foi demonstrada que a resposta inflamatória induzida pelo exercício 

físico é dependente da intensidade do exercício representada pelo VO2 (Gráfico 3). As 

concentrações de IL-6 no sangue (Gráfico 2), o rolamento e adesão de leucócitos em 

vênulas pós-capilares (Gráfico 3A e B, respectivamente) foram maiores 12 horas após o 

exercício a 80% da Vmax realizado durante 30 minutos comparado ao exercício na 

intensidade de 40% da Vmax e ao repouso. Esses achados corroboram o trabalho de 

Nunes-Silva e colaboradores (2014) (Nunes-Silva et al., 2014), no qual o pico do 

recrutamento de leucócitos ocorreu 12 horas após um exercício a 60% da Vmax até a 

fadiga, com maior infiltrado celular no quadríceps. Diferentemente, no presente estudo 

o exercício foi realizado com duração fixa, o que permitiu isolar o efeito da intensidade 

sobre a resposta inflamatória. Assim, esta diferença pode ser explicada pela maior 

ativação simpática para o exercício, como demonstrada pelo maior VO2 no exercício a 

80% da Vmax (Figura12B). Normalmente, a resposta inflamatória ao exercício é 

tipicamente acompanhada de um aumento exponencial nas concentrações de IL-6 na 

circulação sanguínea, seguida de um declínio pós-exercício (Castell et al., 1997; Rohde 

et al., 1997; Petersen & Pedersen, 2006). Adicionalmente, tem sido demonstrado um 

aumento na expressão da IL-6 em fibras musculares durante a contração (Penkowa et 

al., 2003; Hiscock et al., 2004) e a liberação desta citocina pelo músculo durante o 

exercício (Steensberg et al., 2002). Além disso, sugere-se que este aumento de IL-6 

parece estar associado à resposta imune desencadeada pelo dano tecidual local 

ocasionado pela contração muscular (Bruunsgaard et al., 1997). Entretanto, alguns 

achados demonstram que apesar de um pronunciado aumento nas concentrações de 
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creatina quinase (CK) e mioglobina, marcadores de dano muscular na circulação, 

induzido pelo exercício, a IL-6 no plasma atingiu níveis mais elevados somente no 

período de recuperação (Toft et al., 2002). Estes dados sugerem que um aumento nas 

concentrações de IL-6 em modelos de exercício, nos quais a concentração plasmática de 

CK não foi alterada, não está diretamente ligado ao dano muscular. Parece provável que 

o aumento plasmático de IL-6 imediato em resposta ao exercício de longa duração 

esteja associado principalmente à contração da fibra muscular do que diretamente ao 

dano no músculo, já que tardiamente a produção de IL-6 pode estar relacionada com 

mecanismos de reparo do tecido ligados à presença de macrófagos, os quais aumentam a 

produção desta citocina (Febbraio & Pedersen, 2002). Contudo, o aparecimento de IL-6 

na circulação ou a expressão desta proteína no tecido muscular induzidos pelo exercício 

dependem de diversos fatores como intensidade, duração, quantidade de massa 

muscular recrutada e o momento de realização da medida. Outro dado relevante deste 

trabalho, que associa efeitos do exercício agudo, inflamação e recrutamento celular, é o 

de maior migração de neutrófilos isolados da medula óssea de camundongos, 12 horas 

após o exercício a 80% da Vmax do TVI (Gráfico 4). Este resultado evidencia, pelo 

menos in vitro, que o exercício ativa o potencial migratório de neutrófilos da medula 

óssea. Este órgão linfoide primário armazena a maior parte de neutrófilos maduros 

(Cartwright et al., 1964), os quais podem ser mobilizados rapidamente em resposta a 

infecção ou estresse, sugerindo que esta reserva seja fundamental para os mecanismos 

de defesa e regeneração do organismo. Uma vez liberados da medula óssea para a 

circulação periférica, os neutrófilos têm meia vida relativamente curta (6-8h) 

(Christopher & Link, 2007; Rankin, 2010). Contudo, a maior migração in vitro de 

neutrófilos isolados da medula evidenciada após o exercício, abre perspectiva para o 

entendimento do processo de liberação de neutrófilos pela medula, e ao mesmo tempo, 



67 

 

 

do recrutamento destas células pelo tecido muscular sob condições fisiológicas. Os 

resultados previamente discutidos contribuem principalmente para o entendimento da 

influência das características dos componentes da sobrecarga sobre a resposta 

inflamatória induzida pelo exercício.   

Este trabalho também investigou o efeito do treinamento físico sobre as 

respostas inflamatórias ao exercício físico a uma dada intensidade relativa, nas 

condições com duração fixa e/ou até a fadiga. Para isso, foi previamente estabelecido, 

um protocolo de treinamento com prescrição da sobrecarga baseada em percentuais 

relativos da velocidade máxima alcançada em teste incremental e do tempo total 

atingido em teste constante. Isto proporcionou a individualização dos componentes 

intensidade e duração de corrida em esteira para camundongos, sem a eventualidade de 

subestimar ou superestimar a capacidade de corrida, o que poderia influenciar 

equivocadamente a análise da resposta inflamatória ao treinamento. Esta estratégia 

diferencia este estudo de qualquer outro na literatura para o modelo de exercício 

utilizado. Normalmente, a escolha de uma %VO2max para a realização de sessões de 

exercício ao longo de protocolos de treinamento, tem sido um procedimento comumente 

utilizado em estudos com roedores  (Wisloff et al., 2001; Kemi et al., 2005; Moreira et 

al., 2013). Este %VO2max é atingido pela manipulação da velocidade de corrida e da 

inclinação em esteira, possibilitando a relativização da intensidade durante o exercício. 

No entanto, devido à existência, já estabelecida na literatura, de animais considerados 

de baixo, médio e alto desempenho para corrida (Rabelo et al., 2015), não é possível 

garantir que estes animais tenham a mesma capacidade ou tolerância ao exercício numa 

mesma intensidade relativa do VO2. Como observado, o protocolo de treinamento foi 

capaz de aumentar o desempenho físico. Isto foi demonstrado por meio do TVI, devido 

a maiores variações do VO2pico e da Vmax no grupo T em comparação ao NT (Gráfico 
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6D e 6E, respectivamente) e também pelo TVC, no qual os animais treinados 

apresentaram maior trabalho e menor taxa de variação do VO2 (Figura 18D e 18C, 

respectivamente). Com base nos resultados sobre o efeito da intensidade do exercício 

sobre a resposta inflamatória e do treinamento físico sobre o desempenho, foi possível 

estabelecer a forma de avaliar o recrutamento de leucócitos em animais treinados.  

Os resultados seguintes mostraram que o desempenho físico determina a 

interação de leucócitos com o endotélio vascular da musculatura esquelética. 

Camundongos treinados apresentaram maior rolamento e adesão em vênulas pós-

capilares do tecido muscular 12 horas após o exercício até a fadiga (Gráfico 8 A e B, 

respectivamente). Esta resposta inflamatória exacerbada é correspondente à quantidade 

de trabalho realizado num teste até a fadiga. Isto pode ser reforçado pelo resultado do 

VO2 encontrado no momento da fadiga no TVC, o qual não foi diferente entre os grupos 

NT e T (Gráfico18 B). Por conseguinte, foi verificado que houve uma redução do 

rolamento de leucócitos em vênulas pós-capilares do reto femoral de animais treinados, 

para uma mesma intensidade absoluta de exercício físico com duração fixa (EF), em 

comparação a não treinados (Gráfico 11A). É importante ressaltar que o trabalho 

realizado no EF representou 76% do máximo para animais não treinados e apenas 25% 

para animais treinados (Gráfico 10). Particularmente, a decisão de avaliar o desempenho 

em treinamentos com características aeróbicas utilizando protocolos contínuos até a 

fadiga ou com duração pré-estabelecida, foi eficiente em demonstrar adaptações no 

organismo. Na literatura, diferentes modelos são utilizados para investigar o papel da 

resposta imune na regeneração e remodelamento muscular.  A maior parte destes 

modelos causa dano muscular extremo por trauma, exposição a toxinas, laceração ou 

esmagamento muscular (Warren, 2007). Já no caso de modelos que utilizam exercício, o 

dano é causado principalmente por contrações musculares excêntricas (Armstrong et al., 
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1983; Souza & Gottfried, 2013). Ao contrário dos modelos de trauma muscular 

extremo, no dano muscular induzido pelo exercício excêntrico, uma proporção 

relativamente pequena de fibras é afetada, com a maior parte das células musculares 

permanecendo saudáveis e funcionais (Ogilvie et al., 1988; Duan et al., 1990; Carter et 

al., 1994; Komulainen & Vihko, 1994).  De fato, o modelo de exercício utilizado neste 

trabalho difere consideravelmente daqueles comumente utilizados na literatura.    

Contudo, o presente estudo é pioneiro em mostrar, in vivo, o efeito do treinamento físico 

no recrutamento celular induzido pelo exercício, o que evidencia que este processo 

inflamatório direcionado para o tecido muscular é dependente da quantidade total de 

trabalho realizada no exercício físico até a fadiga, e também, da quantidade de trabalho 

relativa ao máximo. Estes resultados proporcionam o estabelecimento de estratégias 

metodológicas para estudar o efeito do treinamento físico sobre a resposta inflamatória 

em condições basais ou de estresse fisiológico, permitindo o entendimento do papel da 

resposta imune inata nas adaptações do organismo.  

Além de avaliar o efeito do treinamento sobre a interação de leucócitos com o 

endotélio vascular da musculatura esquelética após o exercício físico, este trabalho 

investigou o perfil celular da medula e do sangue de animais treinados. Os resultados da 

citometria de fluxo mostraram diferença no conteúdo de linfócitos T CD3
+
CD8

+
, 

evidenciando um maior percentual destas células no sangue de camundongos treinados, 

três dias após a realização de um exercício até a fadiga (Gráfico 13D). Muitos trabalhos 

descrevem sobre as mudanças nos subtipos de mononucleares no sangue, induzidas pelo 

exercício (Keast et al., 1988; Brines et al., 1996; Pedersen & Nieman, 1998). Apesar 

disso, as alterações de subpopulações de linfócitos no sangue, a um episódio agudo de 

exercício, são bastante controversas. Normalmente, uma maior concentração de 

linfócitos na circulação sanguínea é devido a um aumento do recrutamento de todas as 
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subpopulações: células T CD4
+
, T CD8

+
, B CD19

+
, NK (natural killer) CD16

+
 e NK 

CD56
+
. Alguns estudos indicam que parece haver uma rápida mobilização de linfócitos 

CD4
+
 e CD8

+ 
para o sangue em resposta ao exercício físico, porém com um maior 

aumento desta última, explicado pela redução na razão CD4
+
/CD8

+
 (Gabriel et al., 

1993). Este aumento inicial de linfócitos T CD4
+
 e CD8

+
 parece estar mais relacionado 

com uma redistribuição de células ativadas, do que devido a um repovoamento por 

novas células geradas (Effros et al., 1996). Em contrapartida, apesar de um maior 

recrutamento de células para o sangue durante o exercício, parece haver uma mudança 

proporcional nos subtipos celulares e um declínio no percentual de linfócitos T. Após o 

exercício, ocorre então uma queda na concentração e a resposta de proliferação não é 

diferente dos valores anteriores ao exercício. Consequentemente, a função de linfócitos 

totais in vivo no sangue pode ser considerada suprimida depois do exercício (Fry et al., 

1992; Nielsen & Pedersen, 1997). Devido ao fato, de animais treinados terem 

apresentado uma maior quantidade de CD3
+
CD8

+
 três dias após um exercício até a 

fadiga em comparação aos não treinados, podemos sugerir que o treinamento físico 

interfere na redistribuição destas células, refletindo numa diminuição da janela de 

supressão do sistema imune induzida pelo exercício agudo. Ainda não está claro na 

literatura se linfócitos T possuem algum papel na regeneração muscular em modelos de 

dano induzido pelo exercício, devido à inabilidade do músculo esquelético ativar a 

resposta celular, já que o recrutamento destas células implica em resposta imune 

adaptativa. Células T são encontradas em músculos degenerados após lesão aguda, 

porém o recrutamento é mais robusto e persistente em doenças crônicas, tais como 

miosites ou distrofias musculares (Lerario et al., 2010; Salajegheh et al., 2010). 

Investigações realizadas em camundongos mdx, um modelo de distrofia muscular de 

Duchenne (DMD), mostram que linfócitos T CD8
+
 são as primeiras células a invadir o 
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músculo distrófico e medeiam mecanismos que contribuem para a patologia. Em 

pacientes com DMD tratados com prednisona, a redução de necrose e fibrose muscular 

tem sido correlacionada com a redução de células T (Kissel et al., 1993; Salajegheh et 

al., 2010). Embora, nosso trabalho não esteja relacionado a modelos patológicos de 

distrofia, podemos considerar, neste caso, que a utilização de modelos experimentais de 

treinamento físico e suas adaptações, podem contribuir para o entendimento de 

mecanismos envolvidos na resposta imune adaptativa. Outro dado na análise por 

citometria que chamou a atenção foi a comparação de F4/80
+
 na medula óssea entre os 

grupos T e NT (Gráfico 14B). Apesar do p= 0,063, parece que o treinamento leva a uma 

redução da expressão de F4/80
+
 na medula. Como já tem sido descrito, o receptor de 

quimiocina tipo 2 C-C (CCR2) e seu ligante CCL2 (ou MCP-1) os quais são produzidos 

por monócitos/macrófagos coordenam o recrutamento dessas células da circulação para 

o local após o dano tecidual, para disparar a resposta pró-inflamatória (Jetten et al., 

2014). No tecido danificado esses macrófagos se diferenciam para o fenótipo M2 e 

contribuem para os estágios finais da resposta regenerativa tecidual (Forbes & 

Rosenthal, 2014). Especificamente, evidencia-se que animais CCR2
-/-

 possuem um 

prejuízo no recrutamento de macrófagos para o local do dano (Abbadie et al., 2003) e 

isso tem sido associado a uma perda da capacidade regenerativa, incapacidade de 

angiogênese, aumento de fibrose e acúmulo de tecido adiposo no local do dano 

(Martinez et al., 2010). Por outro lado, o transplante de medula de camundongos wild-

type para camundongos CCR2
-/- 

é capaz de restabelecer a capacidade regenerativa do 

tecido muscular (Sun et al., 2009). Estes resultados demonstram que o CCR2 liberado 

por miócitos proliferativos e células imunes recruta monócitos derivados da medula 

óssea. Então, a partir destes achados podemos inferir que uma provável redução da 

expressão de F4/80
+
 o na medula de camundongos treinados três dia pós-exercício pode 
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estar associada a um maior recrutamento de macrófagos para o tecido, o qual pode estar 

relacionado ao maior trabalho realizado por estes animais durante o teste até a fadiga. 

Contudo, são necessários mais experimentos para elucidar a relação entre diferentes 

nichos de células imunes em resposta ao exercício agudo e ao treinamento físico.    

 O presente trabalho também avaliou o efeito do treinamento sobre a resposta 

inflamatória local o infiltrado celular no tecido muscular esquelético de camundongos 

treinados e não treinados, três dias após o exercício até a fadiga. A escolha deste 

momento para a realização das comparações se baseia nos resultados da literatura, no 

qual foi evidenciado um maior score inflamatório pós-exercício, caracterizado por 

morfologia alterada de fibras, fibras em degeneração, necrose e distensão de endomísio 

em ratos (Rizo-Roca et al., 2015). Em uma análise semiquantitativa, foi verificada a 

presença de infiltrado inflamatório misto, com predomínio de células mononucleares na 

musculatura do quadríceps (Gráfico 16E). Tais células apresentavam-se dispostas em 

pequenos agrupamentos difusos em todo o tecido. Esses achados foram mais evidentes 

em animais não treinados em comparação aos treinados. Também se observou maior 

frequência de distensão do endomísio no músculo em camundongos não treinados. 

Estes dados indicam um provável efeito de atenuação do dano muscular, ou ainda, de 

uma resposta inflamatória adaptativa, o que pode estar relacionado a um provável 

aumento na capacidade regenerativa, pós-exercício, induzida pelo treinamento físico. 

Alguns estudos têm proposto que programas de treinamento podem reduzir a quantidade 

de dano muscular induzido por contrações excêntricas (McHugh, 2003; Howatson & 

van Someren, 2008). E ainda, tem sido evidenciado que sessões de contrações 

excêntricas prévias produzem um tipo de efeito protetivo ao dano, diante de uma nova 

contração (Hortobagyi et al., 1998). Poucos estudos avaliaram o efeito de outros tipos 

de treinamento, como modelos de corrida, sobre o dano induzido pelo exercício agudo. 
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Normalmente, o modelo de corrida em declive (downhill running) tem sido utilizado 

para avaliar o provável efeito protetivo do treinamento contra o dano muscular. 

Schwane and Armstrong (1983) associaram a reduzida atividade de glicose-6-fosfato 

desidrogenase (G6PD) e de creatina quinase (CK) na musculatura de animais treinados 

em comparação a de não treinados, após corrida em declive, ao menor dano muscular 

(Schwane & Armstrong, 1983).  

 No presente estudo, como dito anteriormente, animais treinados, os quais 

realizaram uma maior quantidade de trabalho durante o exercício até a fadiga, 

apresentam maior recrutamento de leucócitos em vênulas pós-capilares no músculo 

esquelético. E ainda, foi demonstrado que o treinamento físico reduziu o rolamento e a 

adesão de leucócitos para uma mesma duração e intensidade absoluta de corrida. Estes 

achados evidenciam a influência da quantidade de trabalho realizado sobre o 

recrutamento celular após o exercício. Portanto, o presente estudo foi capaz de 

estabelecer critérios para investigar o efeito do treinamento físico sobre a resposta 

inflamatória induzida pelo exercício.  

    A partir dos resultados descritos anteriormente ficou evidente a influência do 

treinamento físico sobre variáveis de desempenho e de inflamação durante o exercício. 

Sendo assim, para responder o objetivo geral proposto neste trabalho, a resposta 

inflamatória induzida pelo exercício foi avaliada agudamente em animais wild-type e 

Gp91
phox-/-

 não-treinados e treinados.   

O efeito agudo do exercício físico sobre a interação entre leucócitos e endotélio 

vascular da musculatura esquelética foi atenuado pela deficiência na NADPH oxidase. 

Apesar de não ter sido observado diferenças no rolamento celular em vênulas pós-

capilares entre camundongos wild-type e Gp91
phox-/-

 pós-exercício (Gráfico 17A), a
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adesão de leucócitos foi atenuada nestes animais (Gráfico 17B). Estes dados corroboram 

achados prévios do mesmo grupo de pesquisa deste trabalho, nos quais animais 

Knockout para a Gp91
phox

 apresentaram inibição do rolamento, adesão e transmigração 

de leucócitos após o exercício (Nunes-Silva et al., 2014). Neste trabalho, a 

administração i.p. prévia de SOD exacerbou a adesão e a transmigração pós-exercício 

sem alterar o rolamento de leucócitos, o que levou os autores a sugerirem a participação 

de H2O2 nestes eventos. Evidências na literatura indicam que H2O2 endógeno aumenta a 

expressão de moléculas de adesão e quimiocinas envolvidas no recrutamento de 

leucócitos (Cook-Mills et al., 2011). Logo, camundongos Gp91
phox-/-

 representam um 

modelo apropriado para a compreensão da influência do estresse oxidativo sobre o 

efeito do treinamento físico na resposta inflamatória induzida pelo exercício agudo.  

Finalmente, foi demonstrado que a menor produção EROs, pela deficiência na NADPH 

oxidase, influenciou o desempenho  físico, já que camundongos Gp91
phox-/- 

treinados 

desempenharam um maior trabalho em comparação aos wild-type treinados no teste de 

corrida com velocidade constante até a fadiga (Gráfico 18D). Este resultado indica a 

relevância da produção fisiológica de EROs como crucial no controle das adaptações 

induzidas pelo treinamento físico e na sinalização para interrupção do exercício. Há 

alguns anos, tem sido sugerido que o estado redox é fundamental na regulação de vários 

processos metabólicos e de sinalização envolvidos na manutenção das funções e 

adaptações celulares (Suzuki et al., 1994; Sen & Packer, 1996; Suzuki et al., 1997; Sen, 

2000). Apesar de não termos investigado a condição de estresse oxidativo nos 

camundongos utilizados neste estudo, podemos inferir que a deleção da Gp91
phox

 da 

NADPH oxidase, a maior fonte de produção de EROs no organismo de mamíferos, 

pode reduzir a produção desta molécula e consequentemente a ativação de vias de 
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sinalização que aumentam o sistema antioxidante com o objetivo de manter a 

homeostase do organismo.  

Como visto anteriormente, ficou evidente que a interação de leucócitos com o 

endotélio vascular da musculatura esquelética do endotélio vascular é determinada pela 

quantidade de trabalho desempenhada no exercício. Isto foi confirmado mais de uma 

vez neste estudo, pelo maior rolamento e adesão de leucócitos em vênulas pós-capilares 

de camundongos treinados após terem se exercitado até a fadiga, e ao mesmo tempo 

pela diminuição desta resposta nestes animais quando a intensidade e a duração de 

exercício foram fixadas. No caso dos animais Gp91
phox-/-

 o treinamento não modificou a 

interação de leucócitos com o endotélio vascular, como visto pelos menores valores de 

rolamento e adesão celular em comparação a wild-type treinados (Gráfico 20 A e B). 

Diante destes achados, os quais envolvem resposta inflamatória induzida pelo exercício 

e desempenho físico após o treinamento, pode-se sugerir que o estresse oxidativo 

estimula o recrutamento de células imunes e regula a adaptação do organismo de forma 

a estabelecer limites fisiológicos para o desempenho. Além disso, a resposta adaptativa 

diante de uma sobrecarga de exercício regular imposta no treinamento físico parece ser 

controlada e limitada por um sistema que depende de EROs. É importante ressaltar que 

o desempenho de camundongos wild-type treinados representa uma adaptação em 

condições fisiológicas de estresse oxidativo. De forma contrária, provavelmente a 

ausência de uma quantidade adequada de EROs produzida durante o exercício de 

maneira crônica, pode levar a perda da resposta protetiva dos mecanismos de fadiga 

pela inibição da resposta inflamatória. Deste modo, é possível inferir que a o sistema 

imune seja fundamental no controle da resposta adaptativa ao treinamento e na 

regulação dos mecanismos de fadiga. 
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6. CONCLUSÃO 

Diante disso, conclui-se que a magnitude dos eventos de rolamento e adesão de 

leucócitos em vênula pós-capilar no tecido muscular depende da intensidade relativa e 

da quantidade de trabalho realizada no exercício.  Além disso, esta resposta inflamatória 

induzida pelo exercício está associada ao nível de desempenho físico e à produção de 

EROs  do organismo.   Ressalta-se ainda, que a inflamação induzida pelo exercício 

cronicamente parece exercer um controle sobre os mecanismos de fadiga. 
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