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SessOes de exercicio fisico representam um estresse por alterar a homeostase corporal. O elevado
consumo de oxigénio durante o exercicio fisico aumenta a producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) e proteinas pro-inflamatorias, resultando em um quadro de estresse oxidativo e inflamacéo de
carater agudo e transitério. Atualmente, os anti-inflamatérios nao-esteroidais (AINES), incluindo o
diclofenaco, tém sido amplamente usados em competigdes esportivas. Considerando que atletas participam
de provas consecutivas de alta intensidade e curta duragdo e que essas podem levar a sensacdo de dor e
processo inflamatério, muitos competidores usam AINES como recursos ergogénicos ou até mesmo para
evitar perdas de performance durante suas provas. No entanto, pouco se sabe sobre os efeitos do uso de
diclofenaco nos tecidos durante consecutivos sets exaustivos de natacdo. Levando em consideragdo a
especificidade do esporte, a maioria dos estudos associam exercicio fisico e musculo esquelético, embora
as respostas adaptativas ao exercicio fisico ndo sejam restritas ao tecido muscular. Considerando o
importante papel do figado durante o exercicio, um objetivo desta tese foi analisar os efeitos do diclofenaco
sobremarcadores hepaticos, e em um segundo momento, sobre marcadores musculares, de estresse
oxidativo,dano tecidual e inflamagc&oem ratos sedentarios submetidos a consecutivos sets de nado forgado.
No artigo, destacamos o papel do diclofenaco em modular as respostas de estresse oxidativo e inflamagéo
e adaptacOes causadas pelo exercicio de alta intensidade em figado. O protocolo experimental foi realizado
com 4 grupos distintos: sedentario-salina, sedentério- diclofenaco, exaustéo-salina e exaustdo-diclofenaco.
Os animais dos grupos exercicio foram submetidos a 3 sets consecutivos de natacdo, separados com 48
horas de intervalo entre eles e os grupos tratados receberam diclofenaco (10 mg/kg) ao longo do protocolo.
Identificamos aumentos significativas nos niveis de TBARS e na razdo GSH/GSSG, e um aumento nos
niveis dos marcadores inflamatorios TLR4, MyD88, IL-18, IL-6, TNF-o e INF-y ap0s exercicio exaustivo.
Todas essas alteragdes foram revertidas pelo tratamento com diclofenaco. No manuscrito, destacamos o
papel modulador do diclofenaco sobre as respostas de dano, estresse oxidativo, e inflamagéo gerada por
exercicio no musculo esquelético. O protocolo consistiu nos mesmos 3 sets consecutivos de natagdo,
separados por 48 horas, em ratos tratados com salina ou diclofenaco (10 mg/kg) (grupos: sedentério-salina,
exaustdo-salina, sedentario-diclofenaco, exaustdo-diclofenaco). Apds o exercicio, foi identificado um
aumento nos niveis de TBARS, DCFH-DA e diminui¢cdo na razdo de GSH/GSSG, e aumentos nos niveis
dos marcadores COX-2, TLR4, MyD88, NF«B, IL-1f, IL-6, TNF-o ¢ INF-y e aumento na expresséo génica
iINOS. Essas respostas geradas pelo exercicio exaustivo foram atenuadas pelo tratamento com diclofenaco.
Os dados obtidos nos permitem concluir que o diclofenaco interfere nos marcadores
oxidativos/inflamatorios em respostas adaptativas geradas pelo exercicio fisico no tecido muscular e
hepético, adiando a fadiga e paralelamente alterando 0os mecanismos necessarios para adaptacéo dos tecidos
frente ao exercicio fisico de natacao.

Palavras-chave: Natacdo, AINEs, Estado Redox, Inflamacao, Figado, Musculo.
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Physical exercise sessions represent some stress due to the fact that it alters body homeostasis. High oxygen
consumption during exercise increases the production of reactive oxygen species (ROS) and pro-
inflammatory proteins, resulting in oxidative stress and transient acute inflammation. Currently, non-
steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs), including diclofenac, have been widely used in athletic
competition. Considering that athletes participate in consecutive competitions of high intensity and short
duration and that these can lead to a sensation of pain and an inflammatory process, many competitors use
NSAIDs as ergogenic resources or even to avoid performance losses during their competitions.However,
little is known about the effects of using diclofenac on tissues during consecutive exhaustive swimming
sets. Taking into account the sport specificity, most studies refer to the association of physical exercise and
skeletal muscle, although, adaptive responses to physical exercise are not restricted to muscle tissue.
Considering the important role of the liver during exercise, an objective of this thesis was to analyze the
effects of diclofenac on liver markers, and in a second moment on muscle markers, oxidative stress, tissue
damage and inflammation in sedentary rats submitted to consecutive sets of forced swimming. In the article,
we highlight the role of diclofenac in modulating oxidative stress responses and inflammation and
adaptation caused by high-intensity exercise in the liver. The experimental protocol was carried out with 4
distinct groups: sedentary-saline, sedentary-diclofenac, exhaustion-saline and exhaustion-diclofenac. The
exercise groups were submitted to 3 consecutive sets of swimming, 48 hours apart, and the treated groups
were pre-treated with diclofenac (10 mg/kg) throughout the protocol. We identified significant changes in
the levels of TBARS and the GSH/GSSG ratio and an increase in the levels inflammatory markers TLR4,
MyD88, IL-1B, IL-6, TNF-a and INF-y after exhaustive exercise. All these changes were reversed by
treatment with diclofenac. In the manuscript, we highlight the modulatory role of diclofenac on damage
responses, oxidative stress, inflammation generated by exercise in skeletal muscle. The protocol consisted
of the same 3 consecutive swimming sets, 48 hours apart, in rats treated with saline or diclofenac (10 mg/kg)
(groups: sedentary-saline, saline-exhaustion, sedentary-diclofenac, and diclofenac-exhaustion). After
exercise, an increase in the levels of TBARS, DCFH-DA and a decrease in the GSH/GSSG ratio, and
increases in the levels of markers COX-2, TLR4, MyD88, NF«B, IL-1p, IL-6, TNF were identified -o and
INF-y and increased iNOS gene expression. These responses generated by exhaustive exercise were
attenuated by treatment with diclofenac. The data obtained allow us to conclude that diclofenac interferes
with oxidative/inflammatory markers in adaptive responses generated by physical exercise in muscle and
liver tissue, postponing fatigue and, in parallel, changing the mechanisms which are necessary for tissue
adaptation to physical exercise of swimming.

Keywords:Swimming, NSAIDs, Redox Status, Inflammation, Liver, Muscle
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1 INTRODUCAO

1.1 Exercicio fisico

1.1.1 Aspectos gerais

A inatividade fisica pode levar ao aparecimento ou agravamento de diversas doencas.
Existem inimeras evidéncias que reconhecem a inatividade fisica como prejudicial & saude,
reduzindo a capacidade funcional da maioria dos sistemas de 6rgaos em humanos e roedores
(Booth et al., 2012).

O treinamento fisico, por outro lado, pode ser definido com um efetivo e ndo-invasivo
método de promocdo de saude. O mesmo depende diretamente de uma boa organizacao,
estruturacdo e controle para que resulte em melhoramento do desempenho fisico (Gomes,
2003). Desde 2500 a.C, na China, ha registros de treinamentos fisicos organizados para
promover a salde(Lee e Skerrett, 2001). Na época greco-romana, Hipocrates (460 —370a.C) e
depois Galen (129-210d.C), reconheceram a necessidade do exercicio fisico para o beneficio
da saude e como profilaxia para atletas(Speed e Jaques, 2011). Foi na Grécia que surgiu a ideia
da beleza humana, o que pode ser facilmente observado em obras de arte. A Grécia também é
considerada o berco dos Jogos Olimpicos, que ocorreram por 12 séculos perfazendo um total
de 293 eventos (776 a.C - 393 d.C), demonstrando a importancia do exercicio fisico. Pode-se
colocar, também, que na Roma antiga o exercicio fisico era parte da preparacdo militar dos
soldados e dos gladiadores para o combate (Lee e Skerrett, 2001; Speed e Jaques, 2011).

Ja nos tempos modermos, Jeremiah Morris é reconhecido como a pessoa que primeiro
utilizou a atividade fisica em epidemiologia (Blair et al., 2010). Em 1953, Morris e
colaboradores compararam os motoristas de dnibus, que eram sedentarios em sua ocupacao,
com o0s motoristas de 6nibus fisicamente ativos, que estavam constantemente subindo e
descendo Onibus de dois andares para coletar tarifas em Londres. Os condutores fisicamente
ativos tiveram uma taxa de incidéncia de doenca cardiaca coronariana 30% menor do que 0s
motoristas de Onibus fisicamente inativos (Morris et al., 1953). Além disso, mesmo o0s
condutores fisicamente ativos que desenvolveram doenca cardiaca com a idade estavam em
melhor situacgdo, apresentando doenca menos grave e menores taxas de mortalidade do que 0s
motoristas de 6nibus inativos (Morris et al., 1953). Apesar desse estudo ndo ter avaliado o
volume maximo de oxigénio (VOzmax), Outros mostraram que trabalhadores em ocupacgdes
fisicamente ativas tém maior capacidade aerdbia que seus pares inativos (Hammermeister et

al., 2001). O relatério de Morris de 1953 (Morris et al., 1953) € um marco, por ser a publicagdo
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inicial que documenta a inatividade fisica diaria associada ao aumento da morbidade e
mortalidade (Blair et al., 2010).

A prética regular de exercicios fisicos esta consolidada na sociedade em consequéncia
da sua gama de beneficios a satde (Nieman, 2003), pois evidéncias incontestaveis apontam que
a atividade fisica regular contribui para a prevencdo priméria e secundaria de varias doencas
cronicas e estd associada a um risco reduzido de morte prematura. Parece haver uma relacéo
linear graduada entre o volume de atividade fisica e o estado de satde, de modo que as pessoas
mais ativas fisicamente correm o menor risco (Warburton et al., 2006). O exercicio regular
contribui para a melhora e prevencdo de doengas cronicas pulmonares e cardiovasculares,
doencas metabdlicas (diabetes tipo 2, dislipidemia, obesidade, resisténcia a insulina), doencas
musculares, em ossos e articulacdes (artrite reumatoide, fibromialgia, sindrome da fadiga
crbnica, osteoporose), bem como, cancer e depressao (Warburton et al., 2006; Pedersen e Saltin,
2015).

Dos diferentes tipos de treinamento disponiveis, destaca-se o treino de endurance ou
como também é conhecido como treino aerobio. O treinamento aer6bio promove aumento do
VOsmax, OU Seja, hd um aprimoramento do sistema cardiorrespiratorio e masculo-esquelético
em decorréncia do treinamento (Radak et al., 2013). O treinamento aerdbio é responsavel por
aumentar a densidade capilar e a quantidade de mitocéndrias nas células musculares (Gavin,
2009), em consequéncia do aumento das enzimas oxidativas mitocondriais (Wibom et al.,
1992), bem como geracdo elevada de espécies reativas de oxigénio (EROs) que séao
moduladores importantes da contragdo muscular, protecdo antioxidante e reparacdo de danos
oxidativos, que em niveis moderados geram respostas fisiologicas adaptativas (Radak et al.,
2013).

Em trabalho de 1984, os autores descreveram os trés principais fatores responsaveis pela
variacdo interindividual no desempenho de resisténcia aerébia: consumo maximo de oxigénio,
limiar de lactato, e economia do trabalho(Pate e Kriska, 1984). Para alcancar tal objetivo, pode-
se utilizar o treinamento intervalado, o de longa distancia e baixa intensidade ou o continuo de
alta intensidade (Billat, 2001b).

O treinamento intervalado se caracteriza por periodos de trabalho e recuperacdo
alternados e com intensidades e duragdes diferentes. Deve-se notar que a terminologia pode
parecer equivoca, uma vez que sdo realizados repetidos esforcos de alta intensidade em alguns
tipos especificos de protocolo, ao passo que em outros protocolos pode-se atingir esforgos
maximos ou supra-maximos (Buchheit e Laursen, 2013). O exercicio intervalado de esforco

maximo ou supra-maximo (vem recebendo maior atengédo nos ultimos anos) tem sido usado por
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fisiologistas para estudar a regulacdo das vias metabdlicas, e para lancar luz sobre a etiologia
da fadiga (incapacidade para sustentar uma determinada poténcia) durante o exercicio de alta
intensidade (Bogdanis et al., 1996; Billat, 2001a). As variaveis que devem ser levadas em
consideracdo no planejamento de um trabalho intervalado sdo a quantidade, a intensidade, 0s
intervalos e 0 nimero de repeti¢des (Buchheit e Laursen, 2013).

O treinamento de longa distancia, que utiliza uma faixa de 55% do VO, e 70% da
frequéncia cardiaca maxima (FC.x), utiliza um volume de trabalho maior do que as distancias
de competicéo (Billat, 2001b). Apesar dos treinos de baixa intensidade e longa duragdo serem
indicados e apresentarem beneficios para a salde em praticantes obesos e com outras co-
morbidades associadas (Garber et al., 2011), evidéncias vém mostrando que 0 exercicio
intervalado de alta intensidade representa um protocolo alternativo e por vezes mais eficiente
do que o treinamento continuo de intensidade moderada na melhoria de condicionamento geral
(Group, 2014; Piepoli et al., 2014), possivelmente por esse método possibilitar a realizacao de
uma intensidade absoluta ou relativa maior com um menor volume de trabalho e com uma
recuperacdo parcial.

Outro tipo de treinamento é o exercicio continuo de alta intensidade, o qual se
caracteriza pelo uso de uma faixa de 80 a 90% do VOymax, durante um periodo de 25 a 50
minutos em uma taxa de trabalho pouco acima do limiar de lactato, e que pode gerar um
aumento significativo da capacidade aerobica (Billat et al., 1999; Esteve-Lanao et al., 2005).

Essas mudangas progressivas refletem a ativagéo e/ou represséo de vias de sinalizagéo
especificas que regulam a transcricdo e traducdo gerando adaptacdo ao treinamento fisico.
Estimulos moderados repetidos que apresentam a dose (volume e intensidade), a frequéncia
(sessBes por semana), e o tipo adequados (aerébio ou de forga) sdo potentes para adaptacao
fisiolOgica e respostas adaptativas como: maleabilidade na adaptacdo funcional e remodelagédo
em resposta a atividade contratil (Coffey et al., 2007), mudancas na quantidade, funcdo de
proteinas contrateis e funcdo mitocondrial (Spina et al., 1996), regulacdo metabolica (Green,
1992), sinalizacdo intracelular (Benziane et al., 2008) e transcricional (Pilegaard et al., 2002).
Por outro lado, estimulos por meio de exercicios intensos podem causar danos no tecido
muscular, aumentando a producdo de EROs e marcadores pro-inflamatérios (Aoi et al., 2004;
Fisher-Wellman e Bloomer, 2009).

Esse processo de maneira ndo controlada culmina na inducdo de um estado de estresse
oxidativo/inflamatdrio exacerbado (Urso e Clarkson, 2003; Bloomer, 2008), que pode causar
microlesdes teciduais (Clarkson e Hubal, 2002), induzir um processo de inflamacéao subclinica

(Armstrong, 1984), causar dor muscular e, consequentemente, a diminui¢cdo do desempenho
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esportivo também conhecido como fadiga (Noakes, 2012). Por isso, existe um consenso na
literatura que o exercicicio fisico exaustivo é estressor para o organismo (Radak et al., 2016).

1.1.2 Exercicio fisico e tecido muscular

O musculo esquelético compreende 40% da massa corporal total em mamiferos e é
responsavel por 30% da taxa metabolica de repouso em humanos adultos (Zurlo et al., 1990).
Possui um papel no controle glicémico e homeostase metabdlica, sendo o local predominante
(80%) de captacéo de glicose sob condicdes estimuladas por insulina (Defronzo et al., 1981).
Adicionalmente, o musculo esquelético é o maior 6rgdo de armazenamento do glicogénio,
contendo 4 vezes a capacidade do figado. Uma caracteristica fisiol6gica marcante do masculo
esquelético é a capacidade de modular rapidamente a taxa de producdo de energia, fluxo
sanguineo e utilizacdo de substrato em resposta ao exercicio.

No masculo esquelético, a contracdo se da através do deslizamento da actina-miosina, a
interacdo entre esses dois filamentos de proteinas nos sarcomeros. A cabeca da miosina empurra
os filamentos de actina, gerando a contracdo muscular. Em condic¢Ges de relaxamento, este
ponto de conexao entre os filamentos esta ocupado por uma terceira proteina, a tropomiosina,
gue envolve filamentos de actina. Assim, para uma contra¢do ocorrer, a tropomiosina deve
liberar o ponto de ligacdo entre a actina e a miosina (Podolsky e Arata, 1988). A hidrdlise de
adenosina trifosfato (ATP) pela miosina ATPase fornece a fonte de energia imediata para esse
deslizamento acontecer, mas também é consumido em grande parte pela dindmica do sddio-
potassio e troca de calcio necessaria para a contracdo. O musculo é o principal contribuinte para
as mudancas induzidas pelo exercicio no metabolismo (Egan e Zierath, 2013).

O exercicio fisico atua como agente estressor no musculo esquelético, promovendo
adaptacGes moleculares que dependem da intensidade e tipo de exercicio realizado (Egan e
Zierath, 2013; Radak et al., 2016). O exercicio extenuante tem sido estudado principalmente
devido a intensa demanda de energia muscular. Sessdes intensas (~90 a 120% do VOymay) de
exercicios com reparo suficiente em individuos treinados podem induzir adaptagdes
metabolicas positivas (Zychowska et al., 2017) e melhoria da capacidade oxidativa (Egan e
Zierath, 2013). No entanto, as mesmas sessdes de exercicios intensos realizadas por individuos
sedentérios ou durante o treinamento intenso com periodo de recuperacdo inadequado, podem
causar inflamacéo, dano celular oxidativo, degradacéo de proteinas e até mesmo lesdo muscular
(Peake et al., 2005; Baumert et al., 2016).

O exercicio fisico excéntrico é reconhecido por provocar danos teciduais, como

estiramentos nos sarcomeros das miofibrilas e danos ao sistema de acoplamento excitagéo-
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contragéo, resultando em dor muscular tardia (Proske e Morgan, 2001). O processo de reparo
do masculo esquelético apds microtrauma causado pelo exercicio excéntrico pode ser dividido
em quatro fases inter-relacionadas e dependentes do tempo: 1) necrose/degeneracdo, 2)
inflamacéo, 3) reparo e 4) formacdo de tecido cicatricial (fibrose) (Hurme et al., 1991; Huard
et al., 2002).

Nos primeiros minutos apds a leséo, a area é invadida por células inflamatorias, como
células mononucleares, macréfagos ativados e linfocitos T. A secrecdo subsequente de fatores
de crescimento e citocinas promove ainda mais o aumento do fluxo sanguineo para a area e
intensifica o processo inflamatdrio. A regeneracdo muscular comeca assim que as células
fagociticas inflamatdrias eliminam o tecido necrético (Ambrosio et al., 2009). Uma resposta
inflamatdria excessivamente elevada ao dano muscular limitaria a recuperacdo, evitando o
reparo do tecido danificado, promovendo o desgaste muscular e, em ultima analise,
prejudicando a regeneracdo da fungdo muscular (Rosa Neto et al., 2011; Howard et al., 2020).
Uma variedade de alteracBes no ambiente circundante da célula satélite, incluindo fatores
mecanicos e de crescimento, bem como a sinalizacdo hormonal, podem regular a ativacao e
proliferacdo das células satélites (Snow, 1977). A replicacdo das células satélite ¢ iniciada em
resposta a secre¢do de citocinas inflamatorias e fatores de crescimento (Yin et al., 2013).0 fator
de crescimento de hepatdcitos,assim como outros mediadores como 0 TNF-a e o IFN-y por
atuar no NF-xB (Guittridge et al., 2000; Bakkar et al., 2008), podem promover inibigdo de
fatores reguladores miogénicos, como MyoD (Miller et al., 2000). MyoD é um fator de
transcricdo e marcador para células satélites ativadas, e esta envolvido principalmente na
ativacgdo e regulacdo dessas celulas que culminam em hipertrofia muscular e séo essenciais para
a regeneracao muscular (Howard et al., 2020).

Todos esses fatores envolvidos na fisiologia do musculo esquelético em resposta ao
estresse causado pelo exercicio agudo, como expressao de genes, proteinas, ativacao de cascatas
de sinalizacdo, processo inflamatdrio (Egan e Zierath, 2013; Pacheco et al., 2018), atuam na
regulacdo de vias metabolicas especificas e sdao fundamentais para remodelacdo do musculo
esquelético (Macneil et al., 2010). Entende-se que a liberagcdo de determinados mediadores da
inflamacdo culmina na dor em diferentes tecidos, principalmente no musculo esquelético
(Zelenka et al., 2005). Neste sentido, os relatos mais comuns de dor em atletas tém etiologia
mecanica, que pode estar relacionada a microlesdes teciduais (Alaranta et al., 2008). No
entanto, muitos aspectos da regulagdo da regeneracdo muscular permanecem obscuros e
provavelmente envolvem moléculas que ainda ndo foram definidas. Como exemplo, as

prostaglandinas (PGs) foram implicadas em varios estagios da miogénese e sdo sintetizados
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pelo musculo em regeneracdo (Mclennan, 1991; Trappe et al., 2001). Além de seus papéis na
miogénese, as PGs também sdo moduladoras potentes da inflamacéo, como evidenciado pela
capacidade dos inibidores da sintese de PG, conhecidos como AINEs, na reducdo da dor e
inflamacéo apds lesdo muscular e outros tipos de dano ao tecido (Bondesen et al., 2004).

Na tentativa de evitar a queda de rendimento, os atletas lancam mao de recursos
analgésicos que podem alterar a capacidade de realizacdo de exercicio bem como retardar o
aparecimento da fadiga. A fadiga é caraterizada por uma reducdo do desempenho ligada a um
aumento na dificuldade real ou percebida de superar uma tarefa e/ou exercicio (Enoka e
Duchateau, 2016). A fadiga também pode ser dividida em fadiga periférica, quando se
concentra no nervo periférico, juncdo neuromuscular e no masculo, e a fadiga central, quando

0s processos acontecem na medula espinhal e no cérebro (Wan et al., 2017).

1.1.3 Exercicio fisico e tecido hepatico

Na Gltima década, o musculo esquelético vem sendo reconhecido como um érgao
secretor, que por sua vez, é altamente metabdlico, e durante o exercicio, comunica-se com
outros 6rgdo pela producdo/liberacdo de miocinas, podendo exercer efeitos paracrinos,
autocrinos e endocrinos (Pedersen, 2019). As adaptacdes metabdlicas do exercicio ndo estdo
restritas ao musculo e figado em atividade, uma vez que este constitui um esforgco generalizado
para outros érgdos como o musculo cardiaco, estdmago, figado e cérebro (Veneroso et al., 2009;
Cakir et al., 2010).

O exercicio fisico é considerado um grande desafio para todos os outros 6rgaos,
especialmente para o figado, devido ao seu papel central na manutencdo da glicemia e
homeostase lipidica e por sustentar o metabolismo energético durante a perturbacdo por
exercicio fisico intenso, sendo sua funcdo principal fornecer energia para o masculo em
atividade (Kjaer, 1998; Fritsche et al., 2008; Huang et al., 2010). Assim como o musculo, o
figado também é um orgdo metabolico (Sunami et al., 2012), podendo desempenhar papel
central no processo inflamatorio. Por ser inervado e ativado pelo sistema nervoso central, ele
pode alterar a resposta imune através de mediadores inflamatdrios (Thyagarajan e Priyanka,
2012).

O treinamento fisico induz notaveis mudangas no metabolismo (Liu, J. et al., 2000; Gul
et al., 2002) e no status oxidante/antioxidante do figado (Radak et al., 2000; Botezelli et al.,
2011). Essas mudangas estdo relacionadas a maior sensibilizacdo a insulina pelo figado em
humanos, o0 que pode estar relacionado a reducdo de gordura do figado e ao efeito anti-
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inflamatorio do exercicio. Nesse sentido, alguns estudos tém demonstrado que o treinamento
fisico causa adaptacOes oxidativas favoraveis no tecido hepatico, potencializando o status
antioxidante do tecido (Hoene e Weigert, 2010; Lima et al., 2013).

Apesar de todos os beneficios do treinamento fisico no tecido hepatico, o exercicio fisico
agudo pode provocar uma resposta diferente neste tecido. Diferentes estudos demonstram que
0 exercicio extenuante altera a funcdo mitocondrial com a formagdo de EROs, devido a alta
taxa de consumo de oxigénio durante o exercicio intenso, e que isto esta intimamente
relacionado aos danos teciduais (Radak et al., 2000; Rasmussen et al., 2001; Huang et al.,
2010), aumentos de inflamacdo crénica (Peake et al., 2005) e dano a membranas lipidicas
(Radak et al., 2013).

O estresse oxidativo e a inflamacdo compartilham vias de sinalizacdo comuns e
sobrepostas. Ao danificar macromoléculas, as EROs podem iniciar a inflamacao (Ungvari et
al., 2010), bem como EROs também s&o produtos do processo inflamatério. Pela alta demanda
respiratoria durante o exercicio fisico intenso, ocorre 0 aumento da formacdo de ERN via
NADPH oxidase e iNOS e liberacdo de citocinas pro-inflamatorias, como TNF-a, IL-1p e IL-
6 (Cannon et al., 1990). Da mesma forma, os tecidos lesados (como musculo) também podem
liberar citocinas pro-inflamatérias que ativam enzimas geradoras de EROs, como lipoxigenase,
NADPH oxidase, mieloperoxidase e xantina oxidase (Flohe et al., 1997). A superproducéo de
EROs ativa fatores de transcricdo redox-sensiveis, incluindo fator nuclear kB (NF-xB), através
de quinases de estresse como quinases reguladas por sinal extracelular e quinase ativada por
mitogénio (MAPK). Isso leva ao aumento da expressao de proteinas-alvo inflamatérias, como
metaloproteinase-9, moléculas de adeséo, iNOS, ciclooxigenase-2 (COX-2) e fosfolipase A2
(PLAZ2) citosolica (Luo et al., 2009).

O exercicio intenso por aumentar a formacdo de EROs induz a producado de citocinas,
acredita-se que em decorréncia dos aumentos nos niveis de PLA2 (Boots et al., 2008; Eberlein
et al., 2008; Santos-Soto et al., 2013), sugerindo ainda que o exercicio poderia mediar a
remodelacdo celular através da interacdo de EROs e citocinas. A maioria das enzimas da familia
da PLAZ2 sdo reconhecidas por gerar estresse oxidativo e peroxidacéo lipidica durante a sintese
de PG a partir do acido araquiddnico (Adibhatla e Hatcher, 2008) e mediadores pro-
inflamatdrios como o gene TNF-a (Liu, H. et al., 2000). Muitas dessas proteinas inflamatdrias
ou seus produtos, como NOS, COX e PGEZ2, sdo fontes importantes de ERN (Wolin, 1996), e
isso cria um ciclo de autoativagdo que alimenta o ciclo vicioso de inflamagéo e estresse
oxidativo (Davis et al., 2009; Lee et al., 2011).

Apesar de alguns estudos interessantes sobre adaptacfes hepaticas em resposta ao
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exercicio realizados nos ultimos anos (Lima et al., 2013; Pillon Barcelos et al., 2017), a grande
maioria dos estudos disponiveis tem como objetivo responder questbes acerca de estresse
oxidativo e figado. Até 0 momento, no entanto, o estresse inflamatorio hepatico apos o exercicio
ndo esta totalmente claro - especialmente os mecanismos de dano inflamatério durante repetidos

sets exaustivos.

1.2 INFLAMACAO

A inflamacdo é um fendmeno fisioldgico relevante na manutencdo da homeostase, 0
corpo humano estéa constantemente exposto a ambientes externos e estimulos nocivos. Ao longo
de seu processo evolutivo, desenvolveu multiplos mecanismos para detectar, responder e
reparar com o objetivo de manter a homeostase (Varela et al., 2018). Os indutores de vias
inflamatdrias podem ser organismos infecciosos, bactérias e outros marcadores de estresse,
enguanto os sensores sdo moléculas especializadas ativadas pelos indutores que desencadeiam
a producédo de mediadores. Os mediadores sdo produtos quimicos enddgenos que podem induzir
a sensacao de dor, podem promover ou inibir a inflamac&o e reparo de tecidos, e também podem
ativar os efetores — tecidos e células. Esse conjunto multifatorial da origem a muitas rotas
alternativas no processo inflamatério a qual o caminho tomado é dependente do estimulo
(Medzhitov, 2008).

Quando ocorre inflamac&o, os neutréfilos sdo os primeiros leucécitos a serem recrutados
para o sitio de agressao celular, mobilizados rapidamente pela corrente sanguinea (Alves-Filho
et al., 2010). A migracdo de neutrofilos do compartimento intravascular para o extravascular
ocorre predominantemente nas vénulas pos-capilares. Este mecanismo é mediado por uma
combinacdo de processos: mecanico, quimico e molecular (Seely et al., 2003). Nesse sentido,
citocinas e quimiocinas estdo incluidas como importantes mediadores para a migracdo
leucocitaria (Langer e Chavakis, 2009).

Os sistemas imunoldgicos inato (natural) e adquirido (adaptativo) sdo responsaveis por
fornecer a defesa primaria contra patdégenos. O sistema imune inato € o principal contribuinte
para a inflamacdo aguda induzida por infeccdo microbiana ou dano ao tecido (Akira et al.,
2006). Embora as células imunes inatas como macréfagos e células dendriticas desempenhem
papéis importantes, células endoteliais e fibroblastos também contribuem para a imunidade
inata. Estimulos patogénicos sdo estruturas microbianas conservadas e séo classificadas como
padrdes moleculares associados a patogenos (PAMPS). Quando eles invadem os tecidos e/ou o

sistema circulatério, os PAMPs podem iniciar uma resposta inflamatéria mediada por células
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da imunidade inata, com a consequente liberacdo de padrdes moleculares associados a danos
(DAMPs). DAMPs sédo estimulos enddgenosque podem ser células danificadas (detritos) ou
moléculas liberadas durante a morte celular, como o0 ATP, que induzem a producéo de citocinas
pré-inflamatorios em resposta a danos ou estresse (Takeuchi e Akira, 2010).

Os PAMPs ou DAMPs regulam positivamente a transcricdo de genes envolvidos em
respostas inflamatorias. Esses genes codificam citocinas pré-inflamatorias, interferons tipo |
(IFNs) e quimiocinas. A resposta inflamatdria é orquestrada por citocinas pré-inflamatorias,
como fator de necrose tumoral (TNF), interleucina (IL) -1 e IL-6. Essas citocinas sdo proteinas
pleiotrépicas que regulam a morte celular de tecidos inflamatérios, por modificar a
permeabilidade vascular endotelial, recrutar células sanguineas para tecidos inflamados e
induzir a producdo de proteinas de fase aguda. As citocinas séo liberadas apos a estimulacao
desses receptores. Exemplos de citocinas incluem TNF-a, IL-1, IL-6, entre outros, que induzem
alteracbes no endotélio, permitindo a passagem de células imunes através das jungdes entre
celulas endoteliais (Medzhitov, 2010; Mills, 2011).

As citocinas sdo pequenos peptideos secretados que possuem um papel especifico nas
interacdes e comunicacdes entre as células. As citocinas podem ser divididas pelas suas fungdes
especificas: linfocina (citocinas produzidas por linfocitos), monocina (citocinas produzidas por
monaocitos), quimiocina (citocinas com atividades quimiotaticas) e interleucina (citocinas
produzidas por um leucécito e atuando em outros leucécitos) (Zhang e An, 2007). As citocinas
podem atuar nas células que as secretam (a¢do autocrina), nas células proximas (acdo paracrina)
ou, em alguns casos, em células distantes (acdo endocrina), sendo moléculas mensageiras
produzidas, ndo somente pelas células do sistema imunoldgico, mas também produzidas no
musculo esquelético, tecido adiposo e tecidos do sistema enddcrino (Keller et al., 2001; Zhang
e An, 2007). A sequéncia de liberacdo de citocinas em sepse é composta pelo Fator de Necrose
Tumoral — alfa (TNF-a), Interleucina 1-beta (IL-1p), Inteleucina 6 (IL-6), receptor antagonista
de IL-1 (IL-1ra) e receptores soltveis de TNF-a (sTNF-a) (Dinarello, 1991; Akira et al., 1993).

As principais citocinas pro-inflamatorias séo a IL-1 e o0 TNF-a, sendo consideradas
citocinas de alarme, pois sdo secretadas em resposta a eventos relacionados diretamente a leséo
do tecido como a producédo de PG e EROs (Smith, 2000; Bassel-Duby e Olson, 2006). Elas séo
liberadas por macréfagos, celulas do endotélio e células musculares lisas e esqueléticas (Bassel-
Duby e Olson, 2006) e sua funcdo é facilitar a migracdo de mondcitos e neutrofilos para o local
da inflamagéo (Moldoveanu et al., 2001; Paulsen et al., 2012).

Das citocinas anti-inflamatérias, a IL-6 € considerada a maior reguladora, produzida

pelo musculo e pelos leucdcitos, e liberada em resposta a IL-1p ¢ TNF-a e ERO, e esta
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diretamente relacionada a intensidade e duragéo do exercicio fisico (Petersen e Pedersen, 2005).
O masculo esquelético durante a contracdo é o Unico capaz de produzir IL-6 independente de
TNF-0, sugerindo que a IL-6 tem um papel mais metabolico do que inflamatério, pois ela
apresenta acdo paradoxal, podendo ser classificada tanto como pré-inflamatoria quanto como
anti-inflamatoria dependendo da sua fonte de liberacdo e essa diferenciacdo ocorre
possivelmente pelo mecanismo de sinalizacdo (Pedersen e Febbraio, 2008; Balducci et al.,
2010; Benatti e Pedersen, 2014). Descrita como citocina pro-inflamatéria, pelo fato de estar
aumentada no plasma em sepse e trauma e por estar envolvida na estimulacdo da producao de
outras citocinas pré-inflamatorias, oriundas de diferentes fontes (Wilund, 2007), por outro lado,
a IL-6 derivada da contragdo muscular tem funcdo anti-inflamatéria. Sugere-se que a IL-6 seja
0 centro de mediacdo dos efeitos agudos provocados pelo exercicio, sinalizando uma cascata
de ativacdo de outras citocinas, sendo sucedido pelo aumento nos niveis circulatérios de IL-1ra
e IL-10, tendo-se assim o efeito anti-inflamatério (Nieman e Pedersen, 1999; Gleeson et al.,
2011; Benatti e Pedersen, 2014). Tanto a IL-10 quanto a IL-1ra sdo secretadas por mondcitos e
macrofagos, bem como outras fontes, no entanto, a IL-1ra € inibida pela acdo pro-inflamatéria
da IL-1B e pela produgdo de TNF-a. Contudo, independentemente do tecido, a IL-10 parece
estar intimamente relacionada com a mimetizagdo da inflamag&o induzida por dano tecidual,
exercendo um fundamental papel anti-inflamatério (Petersen e Pedersen, 2005; Balducci et al.,
2010; Gleeson et al., 2011).

1.2.1 Via dos TLRs e cascata inflamatoria

Os mecanismos de sinalizacdo e de reconhecimento de patégenos pelo sistema imune
inato tém sido foco de muitos estudos. Um dos principais receptores mais extensivamente
estudados € a familia dos TLRs. Os TLRs possuem papéis fundamentais na inicia¢do e indugéo
de respostas tanto do sistema imune inato quanto do adquirido (Muzio e Mantovani, 2000;
Takeda e Akira, 2005). Historicamente, a proteina TLR foi identificada na Drosophila
melanogaster como um receptor necessario para o estabelecimento da polaridade dorso-ventral
durante o desenvolvimento do embrido e posteriormente foi identificada como crucial na defesa
desta mosca adulta contra fungos. Estes estudos levaram a identificacdo de homdlogos da
proteina Toll em humanos e camundongos, passando entdo a denominagédo de TLRs(Kawai e
Akira, 2010). Atualmente, 11membros da familia TLRs foram identificados em humanos e 13
membros dessa familia foram identificados em camundongos (Poltorak et al., 1998). Cada TLR

tem afinidade por um ligante especifico, estd relacionado a identificacdo de estruturas
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especificas na membrana celular de diferentes patdégenos (Kawai e Akira, 2010). Eles séo
expressos em neutrdfilos, macrofagos células dendriticas e linfécitos (Muzio e Mantovani,
2000). E interessante ressaltar que os TLRs podem estar localizados em diferentes regides
celulares, os TLRs 1, 2, 4, 5, 6 e 11 sdo expressos sobre a superficie celular, na membrana
plasmatica, enquanto os TLRs 3, 7, 8 e 9 sdo expressos no endossomo (Kumar et al., 2009),
enquanto o TLR2 e o TLR4 ja foram identificados em diferentes tecidos: adiposo, hepatico e
muscular (Lin et al., 2000; Lang et al., 2003).

Os TLRs sdo glicoproteinas transmembranas do tipo | expressas em diferentes tipos
celulares de resposta imune inata, em fibroblastos e em células epiteliais (Uematsu e Akira,
2006). Cada TLR em particular é capaz de reconhecer um amplo grupo de PAMPs de diferentes
tipos de microorganismos (Kumar et al., 2009). Os TLRs desempenham um papel importante
neste grupo de receptores do hospedeiro, a pouca diversidade entre os PAMPS 0 permite que,
mesmo estando em nimero menor, os TLRs reconhecam uma gama de patdgenos (Zhang et al.,
2007). Os TLRs sdo compostos por um dominio extracelular contendo uma grande quantidade
de leucina para a ligacdo e um dominio citoplasmatico que é homoélogo ao do receptor da 1L-1.
Apbs a ligacdo receptor-ligante, a transducdo de sinal da inicio a uma complexa cascata de
reacOes, que leva a producdo de uma ampla gama de moléculas efetoras (Nie et al., 2018). Os
TLRs medeiam o reconhecimento de padrdes moleculares associados a patdgenos e possuem
um papel importante nas respostas imune e anti-inflamatoria (Gleeson et al., 2006).

Dentre todos 0s TLRs, o0 TLR4 é o que responde a diferentes tipos de protocolos de
exercicio (Cristi-Montero et al., 2012; Fernandez-Gonzalo et al., 2012). O TLR4 tem sua
expressdo aumentada em tecido adiposo nos individuos obesos e no muasculo apds exercicio
(Frisard et al., 2010). A expressdo nesses tecidos sugere que o TLR4 ndo é apenas um
componente comum da imunidade inata, mas também talvez um modulador dos sistemas
metabolicos. Frost e colaboradores estdo entre 0s primeiros a mostrar que o TLR4 esté presente
no musculo esquelético e, quando ativado, induz uma resposta inflamatdria local (Lang et al.,
2003; Frost et al., 2006). A partir da ativacdo do TLR4 pelo patégeno, diferentes vias de
sinalizacdo podem ser ativadas. A transducdo dos sinais € mediada inicialmente pela familia de
moléculas adaptadoras, que, ao menos em parte, determinam a especificidade da resposta
inflamatdria que sera induzida. Ocorrem mudancas conformacionais no receptor TLR4 que leva
a aproximacéo do dominio toll/IL-1 receptor domain (TIR), fato que permite o recrutamento de
outras moléculas sinalizadoras (O'neill e Bowie, 2007).

H& vérios ligantes endogenos de TLRs que podem ter um papel na regulacdo da

expressao desses receptores ou permitirem que o sistema imune responda ao dano ou a sinais
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de dano (Kilmartin e Reen, 2004). O reconhecimento de antigenos pelos TLRs dispara uma
sinalizac&o intracelular(Akiraetal., 2001) que resulta na inducao de um conservado programa de
defesa que inclui a producdo de citocinas (Alexopoulou et al., 2001). Frente a um estimulo, o
TLR recruta adaptadores como o myeloid differentiation primary response gene 88 (MyD88) e
o Toll/interleukin-1 receptor domain containing adapter protein (TIR-AP) (WEST;
KOBLANSKY; GHOSH, 2006). A cascata de sinalizacdo leva a ativacdo de mitogen- activated
protein kinase (MAPKS), proteina quinase C (PKC), ativacéo de fatores de transcricdo como o
NFkB e PGC-1 e de fatores pré-inflamatorios (Abdelsadik e Trad, 2011). Em relacdo ao TLR4,
€ 0 que mais utiliza quatro diferentes moléculas adaptadores sendo: MyD88, TIRAP, TIR-
domain- containing adaptor molecule 1 (TICAM1) e TIR-domain-containing adaptor molecule
2 (TICAM2), estdo envolvidas na transducéo dos sinais(O'neill e Bowie, 2007). A ativacdo do
TLR4 pode gerar duas vias de sinalizacdo, sendo uma dependente de MyD88 (via Mal- MyD88)
e outra independente de MyD88 (via TRAM-TRIF) (Kagan et al., 2008). Na via dependente de
MyD88, a partir da ativagdo do TLR4 pelo PAMP, a MyD88 se associa com a parte
citoplasmatica do interleukin-1 receptor (IL-1R). Ocorre entdo o recrutamento da TAK1 binding
protein 2 (TAB2) e TAK1 binding protein 3 (TAB3) para TAK1 formando um complexo que
pode ativar duas vias (WANG et al., 2001). Uma das vias é mediada pela ativacdo do I-«kB
kinase complex (IKK). Este complexo IKK é composto por duas quinases estruturalmente
relacionadas, IKKa e IKKf3, e um componente regulatorio, o IKKy. A ativagdo deste complexo
IKK resulta na fosforilagéo do inhibitor of kB (IkB). O IkB passa a ser degradado para ativar a
translocacdo do NF-kB para o ntcleo, que ¢é ativado e promove inducdo de genes pro-
inflamatorios (Hacker et al., 2006).

A ativacdo do NF-«B ¢ controlada pela sua associa¢do ao IkB no citoplasma da célula,
gue impede sua translocacao para o ndcleo, permanecendo inativo. Contudo, ante ao estimulo
pro-inflamatorio, ocorre fosforilagdo e degradagdo do IkB, que permite a transloca¢do do NF-
kB para o nucleo e consequente ativacdo (Glezer et al., 2003). Além disso, as subunidades de
NFkB, p50 e p65, formam o mais frequente heterodimero de NFxB (Mcfarlin et al., 2006). A
ativacdo de NF«B, tanto pela via dependente ou independentede MyD88, leva o recrutamento
da sua subunidade p50 no citoplasma e a translocacdo da subunidade p65 para o nucleo(Kawai
e Akira, 2011). Uma das mais importantes vias de sinalizacdo ativada durante um exercicio
envolve o NFkB. Este fator de transcrigdo faz uma ligacdo entre mdaltiplas vias de sinalizagédo
que orquestram diversos processos em diferentes tipos celulares (Barcelos et al., 2016). A
translocagdo da subunidade p65 do NF«B ao nucleo altera diretamente a produ¢do de um grande

numero de genes, incluindo aqueles que geram citocinas, receptores apresentadores e
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reguladores do status redox, proteinas de resposta de fase aguda, apoptose e atrofia (Pahl, 1999).
Muitos dos genes ativados por NFxB sdo conhecidos por serem pré-inflamatérios (Hoffmann e
Baltimore, 2006). Estes genes, incluindo a 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) e a COX-2,
sdo induzidos nas células inflamatdrias e seus produtos trabalham em conjunto para causar
inflamacdo tecidual por diversos mecanismos, incluindo a ativacao e producdo de prostandide
pré-inflamatérios como a PGE2 (Cipollone et al., 2001).

Os TLRs tém um importante papel nos efeitos anti-inflamatorios associados a uma vida
fisicamente ativa (Mcfarlin et al., 2006), sendo que diversos TLRs interagem com uma
combinacdo diferente de dominios TIR. Sabe-se que individuos fisicamente ativos tém uma
menor expressdo de TLR4 na superficie celular e menor capacidade de producgdo de citocinas
inflamatdrias de mondcitos que os sujeitos fisicamente inativos (Gleeson et al., 2006; Mcfarlin
et al., 2006). Ha alguns anos, foi demonstrado que um programa de treinamento de 12 semanas
tanto de exercicio de endurance ou de forca reduz a expressdao de mMRNA de TLR4, TNF-a e de
IL-6 no masculo esquelético de pacientes obesos (Lambert et al., 2008). Os exatos mecanismos
pelos quais a expressdo de TLR4 é reduzida pelo treinamento fisico sdo ainda desconhecidos;
no entanto, varias hipoteses ja foram propostas (Mcfarlin et al., 2006).

Por outro lado, a regulacao dos TLRs como fator chave na resposta inflamat6ria mediada
pelo exercicio fisico agudo tem recebido grande interesse da comunidade cientifica (Gleeson et
al., 2006; Mcfarlin et al., 2006). Estudos envolvendo exercicio excéntrico destacam o impacto
desse tipo de exercicio na resposta inflamatdria (Peake et al., 2005). Uma sessao de exercicio
excéntrico induz uma resposta pro-inflamatéria marcante, enquanto que um programa de
treinamento com exercicio excéntrico atenua a ativacdo de diferentes vias de sinalizacdo
envolvidas no processo inflamatério (Jimenez-Jimenez et al., 2008; Fernandez-Gonzalo et al.,
2012). No geral, os dados na literatura com relacdo a expressdo dos TLR apds o exercicio sdo
bastante controversos. Alguns indicam que ha uma diminuicdo da expresséo de TLR4 apds uma
modificacdo (Mcfarlin et al., 2006)ou ainda mostram um aumento na expressdo de TLR4 (Rosa
et al., 2011; Fernandez-Gonzalo et al., 2012).

1.2.2Inflamacao e exercicio

A resposta inflamatoria sistémica é orquestrada pela fungdo imunolégica quando ocorre
um desequilibrio homeostatico decorrente de estimulos internos e/ou externos (Teixeira et al.,
2014). A maioria das pesquisas de ciéncia do esporte de alto rendimento é direcionada para
ganhos ou atenuacdo da perda de performance (Kanda et al., 2014), sendo que os temas alvo
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sdo os efeitos do exercicio sobre retardo ou aparecimento de dor muscular, reparo de
microlesfes teciduais e a resposta inflamatoria causadas pelos exercicio (Nieman, 2003;
Pedersen et al., 2003; Uchida et al., 2009; Sugama et al., 2012). As microlesdes teciduais sao
chamados de micro traumas adaptativos, e sdo importantes para 0 aumento da performance
(Smith, 1991; Byrne et al., 2004) e estdo ligadas diretamente a intensidade ou o tipo de exercicio
realizado.

As microlesdes podem acarretar o rompimento do sarcolema, edema ou 0 rompimento
do sistema tubular do reticulo sarcoplasmatico, comprometimento do aparelho contratil e danos
ao citoesqueleto. Apesar do dano, nosso tecido muscular € capaz de manutencdo e reparo
continuos (Cooper e Head, 2015), mas que ndao impede o praticante de experienciar diminuicdo
na producédo de forca (Kehl et al., 2000), extravasamento de proteinas para o0 sangue, como a
mioglobina, lactato desidrogenase, aspartato aminotransferase e creatina quinase (Paulsen et
al., 2012) e dor (Armstrong, 1984).

O musculo esquelético pode sofrer trauma mecénico através de exercicios excéntricos,
como corrida downhill e exercicios de forca, e também por exercicios extenuantes associados a
estresse oxidativo. Ambos resultardo em dano tecidual, processo no qual citocinas inflamatorias
e proteinas de fase aguda irdo infiltrar o tecido lesado com o objetivo de fazer a varredura do
local e iniciar a fase de regeneracdo do tecido (Clarkson e Hubal, 2002; Macintosh e Shahi,
2011). As primeiras populac@es de células inflamatdrias a chegar ao local do tecido lesado séo
os neutrofilos, podendo apresentar um pico de infiltracdo de 60 minutos e perdurar até 5 dias,
sendo responsaveis por retirar o tecido lesado por fagocitose (Bondesen et al., 2004; Tidball,
2005), gerando também EROs. Os mondcitos sdo a segunda populacdo a migrar para o tecido
lesado e, quando passam da circulacdo para o tecido, sdo chamados de macréfagos, tendo por
objetivo a remocao e regeneracdo do tecido lesado e sua migracdo tem um pico em 24 horas,
mas podendo permanecer no tecido entre 9 e 14 dias (Tidball e Wehling-Henricks, 2007).

A infiltracdo dessas celulas no tecido lesado é organizada por varias proteinas, dentre
elas estdo as citocinas (Pyne, 1994; Fernandez-Lazaro et al., 2020), responsaveis pelos eventos
inflamatorios e seus efeitos, as citocinas sinalizam além do musculo lesionado, tecidos como
cérebro e figado ocasionando, assim, a resposta inflamatoria sistémica (Smith, 2000; Egan e
Zierath, 2013). Estudos mostram que essa resposta esteja relacionada a alguns pontos negativos
como: dor, regeneracdo muscular deficiente, e déficits de desempenho (Smith, 2000; Luti et al.,
2020). Entretanto, ainda sdo necessarios estudos sobre a producdo e liberacdo de citocinas no
figado e no musculo apds exercicio exaustivo e a sua relacdo com a diminuigdo do desempenho

esportivo.
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Além da sinalizacdo inflamatéria gerada pelo estresse mecénico provocado pelo
exercicio excéntrico, alteracbes metabdlicas podem estar ligadas ao aumento de mediadores
inflamatdrios no figado apds o exercicio. As respostas inflamatorias no figado independem de
dano tecidual induzido pelo exercicio, e podem estar mais atreladas a intensidade do exercicio
(carga fisioldgica/estresse metabolico) (Luti et al., 2020). Exercicios de endurance como a
natacdo sdo reconhecidos por induzir a liberacao sistémica de marcadores inflamatérios como:
fator estimulador de col6nias de granuldcitos, macrofagos, 1L-8 e proteina quimiotatica de
monocitos 1 (MCP-1) que culminam na ativacdo de TLRs (O'mahony et al., 2008) e EROs (L.uti
et al., 2020), independente de dano mecénico tecidual, em resposta ao estresse metabdlico
caudado pela intensidade do exercicio.

A natacdo é um exercicio reconhecido por apresentar o componente excéntrico
insignificante, no entanto, ainda ocorre 0 aumento do processo inflamatério em decorréncia da
infiltracdo de neutrofilos, o que justificaria 0 aumento de citocinas pro-inflamatorias no figado
apos exercicio agudo (Schneider e Tiidus, 2007). Até 0 momento, poucos estudos relataram o
efeito agudo do exercicio sobre as vias inflamatérias no figado. Em um desses trabalhos, Huang
et al. 2013 utilizaram exercicios exaustivos para induzir inflamacdo hepatica em ratos. Os
resultados mostram elevado processo inflamatério devido ao aumento da sinalizagdo do
receptor de citocinas no figado, com supra regulacdo de quimiocinas ligantes, receptor de IL-
11 e IL-1 (Huang et al., 2013). Neste sentido, nosso grupo de pesquisa encontrou resultados
similares, ou seja, aumentos nas citocinas IL-6 e IL-1b em homogenato de figado ap6s uma
sessdo de exercicio em ratos (Barcelos et al., 2016).

Em geral, a resposta da citocina ao exercicio e a sepse difere em relacdo ao TNF- a.
Diferente da sepse, os aumentos de citocinas circulantes induzidos por exercicio ndo séo
precididos de TNF-a plasmético. Durante a sepse, ha um acentuado e rapido aumento do TNF-
a que ¢ seguido por um aumento na IL-6. Em contraste, durante o exercicio, 0 aumento
acentuado de 1L-6 ndo é precedido por aumento no TNF-a. Exercicio aumenta IL-6 plasmatica,
e € seguido pelo aparecimento de IL-1ra e IL-10(Pedersen e Febbraio, 2008). Concentragdes
das quimiocinas, IL-8, proteina inflamatdria de macréfagoe estdo aumentados apds exercicios
extenuantes (Ostrowski et al., 1999). Dentro a maioria dos estudos de exercicio, TNF-a ndo
muda. Apenas exercicios muito extenuantes e prolongados, como a maratona, resultam em um
pequeno aumento na concentragdo plasmatica de TNF-a (Smith, 2000; Suzuki et al., 2000).

As vezes, devido a manipulacdes de variaveis como intensidade e duracdo, niveis
aumentados de citocinas circulantes sdo evidentes ap0s exercicio exaustivo. Elas podem

desempenhar um papel principal na coordenacdo da inflamacéo sistémica, evidenciando assim
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uma possivel comunicacdo entre o figado e musculo esquelético durante o exercicio, a fim de

orquestrar a modulacéo inflamatdria.

1.3 ANTI-INFLAMATORIOS

Em um elegante estudo de 2007, Rainsford reuniu um apanhado de dados da evolucéo
dos anti-inflamatdrios. Historicamente, os anti-inflamatérios foram descobertos por acaso,
derivados de plantas e seus extratos sendo aplicados para o alivio da dor, febre e inflamacéo,
quando, em meados do século XIX os salicilatos foram descobertos como os componentes
ativos de Willow Spp. Isso permitiu que esses compostos fossem sintetizados e, a partir disso,
0 acido acetilsalicilico, popularmente conhecido como aspirina, foi desenvolvido. Houve dois
periodos marcantes na historia dos AINES, o primeiro ap6s a 22 Guerra Mundial, que foi o
periodo pré-prostaglandina e, posteriormente, até a Gltima parte do século passado, em que seus
efeitos na producéo de PG fizeram parte do rastreamento no processo de descoberta de novas
drogas (Rainsford, 2007).

Essas drogas desenvolvidas até o final dos anos 1980 e 1990 foram amplamente
descobertas empiricamente, ap6s a triagem de atividades anti-inflamatdrias, analgésicas e
antipiréticas em modelos de animais de laboratério. Alguns foram desenvolvidos com baixa
incidéncia de efeitos colaterais gastrointestinais (a principal reacdo adversa observada com
AINES) do que os observados com seus predecessores (por exemplo: aspirina, indometacina,
fenilbutazona)(Zarghi e Arfaei, 2011).

Na década de 1990, uma importante descoberta foi feita a partir de elegantes estudos
biol6gicos moleculares e celulares de que existem dois sistemas de enzimas COX, que
controlam a producdo de prostandides PGs e TxA2: COX-1 que produz PGs e TxA2 que
regulam as fungdes gastrointestinais, renais, vasculares e outras fungdes fisiologicas, e COX-2
que regula a producéo de PGs envolvidos na inflamacéao, dor e febre. Na década de 1990, a
descoberta e o desenvolvimento de drogas para controlar seletivamente a COX-2 néo agindo
na COX-1, que é fundamental para os processos fisioldgicos e cuja inibi¢ao foi considerada um
fator importante no desenvolvimento de reagGes adversas, incluindo aquelas no trato
gastrointestinais. Na virada deste século, houve um enorme desenvolvimento comercial apos a
introdugdo de dois novos inibidores de COX-2 altamente seletivos, conhecidos como coxibes
(celecoxibe e rofecoxibe), que alegaram ter efeitos colaterais de baixo gastrointestinais. Embora

tenha cumprido esses objetivos em parte, uma série alarmante de eventos ocorreu no final de
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2004, quando o rofecoxibe foi retirado em todo o mundo por causa de eventos cardiovasculares
graves e outros coxibes foram subsequentemente suspensos por apresentarem essa reagédo
adversa, embora em grau variavel (Rainsford, 2007; Zarghi e Arfaei, 2011).

As aplicacBes dos AINEs e dos coxibes na prevencdo e tratamento dessas condicdes,
bem como da aspirina e outros analogos na prevencdo de doencas tromboembdlicas, constituem
agora um dos principais desenvolvimentos terapéuticos deste século. Além disso, novos
medicamentos anti-inflamatorios estdo sendo desenvolvidos. Com base em seus efeitos na
transducdo de sinal e como agentes anti-citocinas, esses medicamentos sdo anunciados como as
novas terapias para controlar asdoencas neurodegenerativas e processos inflamatoérios crénicos
em que as citocinas e outros componentes como PG sdo manifestas. Em menor grau, a aplicagéo
mais segura de corticosteroides e as aplicacdes de novos sistemas de liberacdo de drogas para
uso com essas drogas, bem como com AINEs, também representam os desenvolvimentos
tecnoldgicos mais recentes do século XXI. O que comegou como droga para controlar a
inflamacdo, dor e febre nos Gltimos dois séculos, agora emergiu para revelar uma enorme gama
e tipos de agentes anti-inflamatdrios e a descoberta de novos alvos terapéuticos para tratar toda

uma gama de condic¢des que nunca foram imaginadas (Rainsford, 2007).

1.3.1 Mecanismo de ac¢ao dos AINEs

Milhdes de pessoas em todo 0 mundo relatam a ingesta diéria de Anti-inflamatérios Néo
Esteroidais (AINES), seu uso é comum especialmente entre atletas e praticantes de exercicios
de alta intensidade. Os AINEs fornecem efeitos analgésicos, e por isso, sao administrados
rotineiramente para aliviar os sintomas associados a dor muscular tardia e restaurar as funcées
fisicas normais ap0s o exercicio fisico intenso (Lilja et al., 2018). No entanto, apesar dos AINES
estarem entre as drogas mais amplamente consumidas no mundo, nossa compreensao dos
efeitos dos AINEs nas adaptacGes musculares e hepaticas em resposta ao exercicio fisico ainda
é limitada.

A aspirina dominou o mercado farmacéutico por mais de 50 anos. Desde sua sintese em
1899 (Deeks et al., 2002), o cenario comegou a mudar no inicio de 1950, quando outros AINEs
comecaram a chegar as farmacias e a questdo da escolha de um determinado medicamento
comegou a ganhar importancia. Em 2017, mais de 100 diferente tipos de AINESs ja haviam sido
testados clinicamente e mais de 50 existiam no mercado mundial, sendo que quase 35 milhdes
de pessoas consumiam diariamente (Buttgereit et al., 2001). Os AINEs sdo 0s medicamentos

mais usados na medicina e suas vendas anuais no mundo sdo superiores a 6 bilhdes de dblares
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(Buttgereit et al., 2001). Estima-se que 70 milhdes de prescri¢cdes para o uso de AINEs séo
anualmente feitas e que destas, aproximadamente 30 milhdes de compras sdo feitas sem
prescricdo. Ressalta-se que 0 uso sem receita é considerado sete vezes maior do que 0 uso com
prescricdo (Elnachef et al., 2008).

Em 2011, estudos sobre o uso de AINEs em competicGes de nivel internacional foram
conduzidos a fim de demonstrar o consumo desta classe de medicamentos entre esportistas
profissionais de diferentes modalidades. Os dados foram alarmantes, ja que uma daspesquisas
mostrou que durante uma competicdo esportiva de alto nivel, dos 1.261 atletas participantes,
cerca de 62,8% se declararam usuarios de uma ou mais drogas ndo banidas pela WADA, sendo
0s AINEs os mais frequentemente usados (mais de 65%) (Da Silva et al., 2011; Harle et al., 2018).
Nas Copas do Mundo de Futebol da FIFA entre 2002 e 2006, o uso de cerca de 10.384
substancias foram documentadas, sendo constatado que apenas 19,7% dos atletas ndo
consumiam nenhum tipo de medicacdo. Na média de duas Copas do Mundo (2002 e2006), os
INEs foram as substancias mais prescritas (46,5% e 47,7%, respectivamente), onde evidenciou-
se que mais de 30% dos atletas usaram AINEs previamente a partida. Dentre os diferentes
principios ativos dos AINEs, o diclofenaco foi o mais relatado (2002=48,2% e 2006= 55,2%)
(Tscholl et al., 2008). Um estudo mais recente durante a Copa do Mundo FIFA 2018, mostrou
que a ingestdo de medicamentos permaneceu alta, com 50% dos jogadores tomando pelo menos
um tipo de medicamento antes de uma partida, sendo que destes, os AINEs foram os
medicamentos de primeira escolha (38,6%, n = 820), e o diclofenaco continua sendo o AINE
mais frequentemente consumido (49,1%, n = 403) (Oester et al., 2019).

O uso de medicamentos e suplementos € bastante difundido no esporte profissional.
Alguns estudos tém evidenciado o uso excessivo de medicamentos por atletas de elite (Huang
et al., 2006; Thuyne e Delbeke, 2008; Oester et al., 2019). Esse consumo excessivo acontece
na tentativa de atenuar a diminuicdo de performance que ocorre gradualmente devido a uma
rotina diaria de treinos e competicdes com alta demanda fisica/energética e recuperacao
insuficiente, que é responsavel por causar danos musculares, inflamacao e dor tardia (Mchugh
et al., 1999). O consumo excessivo de AINEs por atletas profissionais tornou esta classe de
medicamentos uma das mais utilizadas no meio esportivo e entre esportistas profissionais de
diferentes modalidades (Elnachef et al., 2008; Da Silva et al., 2011). Os efeitos do uso cronico
de diferentes tipos de AINEs mostram distintos resultados na literatura. Apesar desses
medicamentos serem vendidos sem receita médica, a Food and Drug Administration recomenda
gue o uso regular de AINEs por mais de dez dias consecutivos seja acompanhado por uma

consulta com um profissional de saude (Aminoshariae et al., 2016).
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Os AINEs alteram vias de sinalizagdo no musculo esquelético e no figado através do
metabolismo de proteinas em resposta ao exercicio devido ao seu efeito inibidor nas enzimas
COX que regulam a sintese de PG, podendo assim modular as respostas adaptativas de curto e
de longo prazo (Barcelos et al., 2014; Lilja et al., 2018). Os AINEs podem ter um efeito
benéfico no sistema muscular em adultos mais velhos. Um estudo demostrou que altas doses
de ibuprofeno (1.200 mg) podem atenuar os aumentos induzidos por exercicios de forca na
sintese de proteinas, enquanto outros estudos mostraram que o ibuprofeno pode inibir a
atividade das células satélites por até 8 dias ap0s o exercicio e respostas de sinalizacdo
translacional contundentes durante as primeiras horas apds o exercicio. Enquanto que, no Unico
estudo em individuos jovens, ndo houve efeito negativo de uma dose relativamente baixa (400
mg por dia de treinamento) de ibuprofeno no crescimento ou forca muscular (Trappe et al.,
2011). Essas descobertas foram contrérias as crencas iniciais sobre os efeitos dos AINES nas
adaptacdes do sistema muscular ao treinamento de resisténcia. Por outro lado, um estudo
recente realizado com pessoas jovens, indica que doses méaximas de AINEs comprometem 0s
aumentos induzidos por exercicios de forca no tamanho e forca muscular. Os ganhos no
tamanho do musculo foram atenuados pelo ibuprofeno, independentemente do tipo de
treinamento realizado (Lilja et al., 2018).

Se por um lado os estudos divergem quanto aos niveis hipertréficos no musculo
esquelético, no geral, considerando o efeito dos mesmos na diminuigdo da dor e a negativa
associacdo entre dor e desempenho fisico, estas drogas poderiam estar sendo usadas para o
aumento do desempenho em cendrios de competicdo esportiva. Importante ressaltar que,
considerando a reacdo inflamat6ria como parte do processo necessario para a regeneracdo do
tecido lesado, um retardo na cura de lesdes associado ao consumo de AINEs tém sido ugerido
por alguns autores (Peterson et al., 2003; Urso, 2013).

Durante a fase aguda da inflamagéo ocorre um aumento na permeabilidade vascular,
permitindo que neutrdfilos e outras células imunoldgicas se movam pelo plasma para as células
lesadas. Por meio de fagocitose, essas celulas produzem radicais livres, liberam proteases,
citocinas e quimiocinas, assim a resposta imediata d4 lugar a geracdo de mastdcitos,
leucotrienos e PG (Selders et al., 2017). A producgéo de PG é geralmente muito baixa em tecidos
ndo-inflamados, no entanto, durante uma resposta inflamatdria, tanto o nivel quanto o perfil da
producdo de PG mudam drasticamente. As PG e o tromboxano A2 (TXAZ2), coletivamente
denominados prostandides, sdo formados quando o acido araquidénico (AA) € liberado da
membrana plasmética por fosfolipases (PLAs) e metabolizado pelas a¢des sequenciais da

prostaglandina G/H sintase, mais conhecidas como COX, enzimas bifuncionais que contém
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atividade COX e peroxidase e consistem em trés isoformas: COX-1, COX-2 e COX-3
(Bondesen et al., 2004; Ricciotti e Fitzgerald, 2011; Zarghi e Arfaei, 2011).
As COXs causam oxidacao do &cido araquidénico, liberado da membrana celular pela

acdo da fosfolipase 2 (PLA;) em resposta a estimulos térmicos, mecéanicos e/ou quimicos

(Hanna e Hafez, 2018), tendo como produto final as PGs. A COX-1, expressa constitutivamente
na maioria das células, tem uma concentracao relativamente estavel, e esta relacionada com
papéis como normalizacdo da funcdo plaquetéria, regulacdo do fluxo sanguineo renal e
citoprotecdo da mucosa do epitélio gastrico via producdo da prostaglandinal2 (Dubois et al.,
1994; Vane et al., 1994). A expressdo de COX-2 pode ser aumentada em resposta a estimulos
inflamatdrios, hormonios e fatores de crescimento e é uma importante fonte de fatores
inflamatdrios em doencas proliferativas e inflamatdrias, como o cancer. A COX-2 também age
em locais de inflamacdo na indugdo da reacdo inflamatéria pela producéo de PG, tromboxanos
e leucotrienos (Dubois et al., 1994; Vane e Botting, 1996). A COX-3 foi a Ultima a ser
identificada na busca pela exato mecanismo de acdo do paracetamol (Botting, 2000).

Dentre todas as PGs, a prostaglandina E2 (PGE;) em especial possui capacidade pro-
inflamatoria e esta relacionada com a dor, e por isso, medicamentos que diminuam a formacéo
desta prostaglandina sdo bastante usados na clinica (Ricciotti e Fitzgerald, 2011). Dessa forma,
as enzimas COX-1 e COX-2 sdo importantes alvos dos AINEs, drogas inibidoras seletivas. Os
anti-inflamatorios sdo classificados baseando-se na seletividade frente a inibicdo causada na
COX-1 e COX-2 (tradicionais, AINEs ndo especificos) ou inibicdo preferencial a COX-2
(inibidores seletivos de COX-2) (Zarghi e Arfaei, 2011).

1.3.2 Diclofenaco e exercicio

Assim como muitos AINEs, o diclofenaco possui acdo analgésica, anti-inflamatoria e
antipirética. O diclofenaco é o AINE mais prescrito mundialmente e desde o inicio de sua
comercializacdo,vem sendo usado por mais de 1 bilhdo de pessoas, sendo quemais de 10
milhOes de prescricdes de medicamentos diclofenaco foram dispensadas nos EUA em 2012
(Gan, 2010). Desde a sua introducdo em 1973, varias formulacdes de diclofenaco tém sido
disponibilizadas ou estdo sob investigacao clinica, ressaltando o crescimento nas prescri¢des
de AINEs (Altman et al., 2015). Esses novos produtos tém propriedades farmacocinéticas e
regimes de dosagem variados e sdo indicados para o tratamento de uma variedade de condig0es
de dor aguda e/ou cronica(Todd e Sorkin, 1988; Derry et al., 2009). Comercialmente, o

diclofenaco pode ser encontrado nas formulacdes oral, intravenosa, supositorio, adesivo ou
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gel. O desenvolvimento de medicamentos com diclofenaco demonstra como a tecnologia
farmacéutica pode ser usada para impulsionar a inovagao, criando medicamentos com eficécia,
seguranca e utilidade clinica aprimoradas,

A descoberta do mecanismo de acdo dos AINEs resultou no desenvolvimento de uma
ampla gama de novos AINEs, incluindo derivados de &cido propibnico (por exemplo:
ibuprofeno) e derivados do acido fendmico (por exemplo: &cido mefenamico). Estas
caracteristicas fisico-quimicas foram antecipadas para garantir o transporte eficiente através
de membranas e para promover forte inibicdo da oxidacdo dependente da COX e
consequentemente sua cascata de ativacdo (Brune, 1974; Sallmann, 1986). O diclofenaco é
um 4cido fenilacético com uma constante de acidez de 4, considerado um &cido fraco, est4
disponivel em formulacdo oral na forma de sais de sodio, potassio ou sodio/misoprostol. O
diclofenaco sddico (Voltaren*) é um medicamento com revestimento entérico, de liberacdo
lenta (Gan, 2010).

O diclofenaco pertence a um grupo de AINEs que inibem ambas enzimas COX-1 e
COX-2. A ligacédo do diclofenaco as isozimas COXs inibe a sintese de prostanoides (PGEx,
PGD., PGF,, prostaciclina, e tromboxano Az) (Ku et al., 1986; Patrono et al., 2001). PGE> é
o0 prostandide dominante na producéo de processo inflamatorio, e a inibi¢do de sua sintese por
AINEs é considerada o principal mecanismo das potentes propriedades analgésicas e anti-
inflamatorias desses agentes (Patrono et al., 2001; Grosser et al., 2006). Embora o diclofenaco
seja comumente referido como um AINE tradicional na literatura, alguns estudos ja
demostram que o diclofenaco possui uma maior seletividade para COX-2 do que para COX-
1, em contraste com a maioria dos AINEs tradicionais (Ricciotti e Fitzgerald, 2011). Warner
e colaboradores (1999) observaram que apesar do diclofenaco possuir uma seletividade 4
vezes maior para a COX-2, em niveis terapéuticos, 70% da COX-1 também ¢é inibida (Warner
et al., 1999). O grau de seletividade da COX-2 demonstrado para o diclofenaco é comparavel
ao do celecoxibe (Grosser et al., 2006). O diclofenaco esta entre os mais efetivos inibidores
da sintese de PGE2 e ¢ reportado ser de 3 a 1000 vezes mais potente quando comparado a
outros AINEs em sua capacidade de inibir a atividade da COX (Ku et al., 1986). O diclofenaco
também possui uma vantagem em relagdo a outros AINEs devido a relativa baixa toxicidade
para o trato gastrointestinal, e quando comparado aos inibidores seletivos de COX-2, mostra
menor toxicidade cardiovascular e efeitos minimos na atividade hepatica e renal (Gan, 2010).

Os AINEs estdo associados a um risco aumentado de danos no trato gastrointestinal,
cardiovascular e com efeitos colaterais renais (Brater, 2002; Kuo et al., 2010; Mcgettigan e

Henry, 2013). AINEs com maior seletividade de inibicdo para COX-1 apresentam maior
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probabilidade de associagdo a um risco aumentado de toxicidade gastrointestinal (Warner et
al., 1999). Além disso, estudos também demostram que altas doses de diclofenaco (150 mg
por dia) podem estar relacionadas a eventos tromboticos (Patrignani et al., 2011). Apos a
administracdo oral, a absorcdo sistémica do diclofenaco é geralmente rapida e diretamente
proporcional a dose (Davies e Anderson, 1997). A taxa de absorcao de diclofenaco pode variar
dependendo da forma de sal, composicéo farmacéutica, e tempo de administracdo em relagéo
a ingestdo de alimentos.

AINEs circulam pela corrente sanguinea ligados as proteinas plasmaticas,
principalmente albumina. O diclofenaco, semelhante aos outros AINESs, concentra-se néo
apenas na circulacdo sistémica, mas também nos tecidos inflamados, aumentando assim a
fracdo livre da droga e facilitando a difusdo de diclofenaco nos espacos intracelulares onde
pode exercer seu efeito terapéutico (Altman et al., 2015). Por causa de sua meia-vida bioldgica
curta (~2h) (Riess et al., 1978; Davies e Anderson, 1997) e taxa de eliminac¢&o rapida (meia-
vida de eliminacdo meédia 1,2-1,8 h) (Willis et al., 1979; Davies e Anderson, 1997) as vezes
ndo é escolhido como primeira opcdo no tratamento, no entanto, apesar da meia-vida
farmacoldgica relativamente curta do diclofenaco, ela pode ser estendida, uma vez que, doses
terapéuticas, a Cmax (Altman et al., 2015) é maior do que o0 necessario para inibir a COX-2 em
80%(Warner et al., 1999), indicando que a eficacia pode ser alcangada com doses mais baixas
de diclofenaco.

Alguns resultados do nosso grupo de pesquisa sugerem que o ibuprofeno (Lima et al.,
2016) e o diclofenaco podem aumentar o tempo para a exaustdo, ou seja, retardar a perda da
performance ap0s repetidos sets de natacdo exaustiva, por diminuir significativamente
marcadores inflamatorios e de estresse oxidativo em ratos treinados e também em ratos
sedentarios (Lima et al., 2016). Além disso, demostramos que o figado pode ser considerado
como um orgdo central nesse processo (Barcelos et al., 2016; Pillon Barcelos et al., 2017).
Alguns estudos mostram dados sobre a resposta do tecido muscular ao exercicio e ao
treinamento, pouco se sabe sobre o figado durante e ap0s o exercicio fisico (Hoene e Weigert,
2010; Pillon Barcelos et al., 2017).

Considerando o notavel papel metabélico do figado e do musculo esquelético durante o
exercicio fisico, bem como o uso indiscriminado de AINEs no ambito esportivo, torna-se
importante o entendimento de como o diclofenaco pode influenciar na via do TLR4 em musculo
e figado no sentido de adiar os efeitos deletérios da realizacdo de exercicio repetidos de alta

intensidade e curta duragéo.
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2.1 Objetivogeral

Inestigar os efeitos do diclofenaco sobre marcadores inflamatorios e estresse oxidativo em ratos

submetidos a consecutivos sets exaustivos.

2.20bjetivos especificos
2.2.1 Objetivos especificos doArtigo

- Verificar o efeito de repetidos sets exaustivos de natacdo nos contelidos de TNF-a,
IL-1B, IL-6, IFN-y (interferon gama), IL-10, COX-2, TLR-4 e MyD88, e na geracdo de EROs
em figado de ratos.

- Verificar o efeito da administracdo de diclofenaco de sodio nos conteidos de TNF-a,
IL-1B, IL-6, IFN-y, IL-10, COX-2, TLR-4 e MyD88, e na geracdo de EROs em figado de ratos
submetidos a repetidos sets exaustivos de natacao

- Verificar os efeitos da administracdo de diclofenaco no tempo a exaustdo de ratos

submetidos a repetidos sets exaustivos de natagao.

2.2.2 Objetivos especificos do Manuscrito

- Verificar o efeito de repetidos sets exaustivos de natacdo nos conteudos proteicos de COX-
2, TLR4, MyD88, NF«B, IL-1p, IL-6, TNF-a ¢ INF-y, expressdo génica da iNOS, na geragédo de

EROs, em gastrocnémio de ratos.

- Verificar o efeito da administracdo de diclofenaco de sédio nos conteudos proteicos de
COX-2, TLR4, MyD88, NF«B, IL-1pB, IL-6, TNF-a e INF-y, e na expressdo génica de iNOS, na

geracdo de EROs em gastrocnémio de ratos submetidos a repetidos sets exaustivos de natacao.

- Verificar os efeitos da administracdo de diclofenaco no tempo a exaustdo de ratos

sedentérios submetidos repetidos sets exaustivos de natacéo.

- Verificar os efeitos do protocolo de natagdo no conteldo proteico de MyoD em

gastrocnémio de ratos submetidos repetidos sets exaustivos de natacao.
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3. DESENVOLVIMENTO

3.1 Resultados

Os resultados da presente tese estdo apresentados neste item sob a forma de um artigo
publicado e um manuscrito. Os estudos que envolveram diclofenaco e exercicio fisico em ratos
(Artigo 1 e Manuscrito 1) tém o projeto aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da Universidade
Federal de Santa Maria com o numero de protocolo 5995140415/2015.
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Background: The use of NSAIDs has become a common practice to counteract the
pro-inflammatory acute effects of exercise, in order to improve sports performance.
The liver, due to its central role in energy metabolism, may be involved primarily
in the process of ROS generation and consequently inflammation after exhaustive
exercise.

Objective: To analyze the influence of diclofenac on the liver TLR4 pathway and
time to exhaustion in rats submitted to repeated exhaustive swimming.

Methods: An exhaustive test was performed in order to mimic athletes” routine,
and inflammatory status and oxidative stress markers were evaluated in the liver,
Animals were divided into sedentary and exhaustion groups, with this last perform-
ing three exhaustive swimming bouts. At the same time, diclofenac or saline was
pre-administered once a day for nine days.

Results: Data showed significantly increased COX-2, TLR4, and MyD88 protein
content in the liver after exhaustive swimming bouts. The levels of pro-inflammatory
cytokines also increased after exhaustive exercise, while these effects were attenu-
ated in the group treated with diclofenac plus exhaustive swimming bouts. The anti-
inflammatory modulation provoked by diclofenac treatment was associated with an
increased time to exhaustion in the exercise bouts. The exhaustive exercise increased
TBARS formation, but diclofenac treatment blunted this elevation, while GSH/
GSSG ratios in both exhaustion-saline and exhaustion-diclofenac-treated groups
were lower than in the sedentary-saline group.

Conclusions: Our findings suggest that diclofenac may improve exercise perfor-
mance and represent an effective tool to ameliorate the pro-inflammatory status in
liver when associated with exhaustive exercise, and the liver may be a possible thera-
peutic target.

KEYWORDS

exhaustive swimming, inflammation, nonsteroidal anti-inflammatory drugs, TLR4 pathway
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1 | INTRODUCTION

Regular exercise is an effective way for prevention and treat-
ment of several diseases.! However, acutely exercise can
cause muscle damage, as well as increases in reactive oxygen
species (ROS) generation, depending on both exercise inten-
sity and duration.’ Although not as much energy-dependent
as the skeletal muscle, the liver is also a highly demanding
metabolic n:}rgan,‘1 In this sense. the relationship among en-
ergy metabolism, redox biochemistry, and ROS generation
is highly relevant.® Studies showed that a low level of aer-
obic capacity translates into a liver phenotype that is more
susceptible to the deleterious consequences of metabolic-re-
lated cornpliculions.“‘5 In addition, increases on inducible
nitric oxide synthase (iNOS) expression, a key mediator of
the inflammatory signaling, are also associated with cellular
damage mediated by ROS, mainly through the formation of
pcroxynilrite.(’ Indeed, the initial lipid peroxidation caused by
free radical generation might lead to inflammation pmcess7
because lipid peroxidation releases arachidonic acid from the
cell membrane, which, in turn, activates cyclooxygenase-2
(COX-2).57

In this line, liver has been also shown to play an important
role in redox and inflammatory status.” Otherwise, acute exer-
cise is responsible for exacerbated ROS production, increasing
inflammation mediators,” which have been implicated in met-
abolic disruption linked to toll-like receptor (TLR)/myeloid
differentiation primary response 88 (MyD88) signaling,m'”
In this regard, TLRs signaling leads to phosphorylation and
translocation of the transcription factor NF-«B.'" and conse-
quently, to pro-inflammatory mediators’ secretion.!?

The use of nonsteroidal anti-inflammatory  drugs
(NSAIDs) has become a common practice among athletes and
non-athletes to counteract the pro-inflammatory and soreness
effects of exercise.'™'* There is emerging evidence in humans
and rodents that NSAIDs can significantly improve important
endurance parameters as well as aspects of neuromuscular
performance, possibly through increased pain tolerance,'>'®
delaying the onset of fatigue. NSAIDs exhibit anti-inflamma-
tory mechanisms via inhibition of COX and, therefore, may
attenuate ROS production, as well as suppression of phago-
cyte migration, aggregation, and other functions.'” In some
countries, diclofenac has been the most commonly prescribed
NSAID over the past decade."® Furthermore, recent results of
our research group demonstrate that acute eccentric exercise
increased TLR4-mediated NF-kB activation in liver from rats
pretreated with diclofenac and leads to an augmented expres-
sion of different pro-inflammatory genes, highlighting the
role of TLR4 as a target for anti-inflammatory interventions
in liver diseases."” The present study aimed to verify the ef-
fects of diclofenac administration on time to exhaustion and
liver inflammatory and redox markers in rats submitted to
consecutive and exhaustive swimming bouts.

2 | MATERIALS AND METHODS
2.1 | Animals and ethics statement

Twenty-four male Wistar rats weighting 200-280 g were
obtained from our own breeding colony and kept in plas-
tic boxes containing a maximum of five animals per cage
under controlled environment conditions (12:12h light-dark
cycle, with onset of light phase at 7:00, 25 + 1°C, 55% rela-
tive humidity) with standard food (Guabi) and water ad li-
bitum. All experiments were conducted in accordance with
national and international legislation: Brazilian College of
Animal Experimentation (COBEA) and the US Public Health
Service's Policy on Human Care and Use of Laboratory
Animals-PHS Policy and with the approval of the local
Ethics Committee (#5995140415/2015).

2.2 | Experimental design

One week before the swimming tests, animals were initially
acclimated to the water to reduce stress and to familiarize
with exercise environment. The adaptation consisted in keep-
ing the animals in shallow water (5 cm in depth) at 31 + 1°C
between 9 and 11 hours am in a tank of 80 cm in length,
50 cm in width, and 90 cm in depth."® A total of 24 animals
were randomly allocated and divided into sedentary-saline
(n = 4) and sedentary-diclofenac (n = 4) groups to verify
diclofenac per se effects, and to test the effects of diclofenac
on exhaustive exercise bouts we subdivided the animals into
exhaustion-saline (n = 7) and exhaustion-diclofenac (n = 7)
groups. Rats from both groups performed three repeated ex-
haustive swimming bouts with each bout separated by a 72-h
time period. Rats were sacrificed by decapitation after the
last bout, liver samples were immediately excised, precooled
with liquid nitrogen, and stored at —80°C for biochemical as-
says. Figure 1 depicts the study design.

2.3 | Exhaustive test protocol

The exhaustive test protocol was carried out according to de
Araujo et al,* with few modifications. The protocol consisted
in three repeated exhaustive swimming bouts: the first bout

24 48 72 9% 120 144 168 192 216
| l | | | | | | |

1 1 l T | l T 1 1 ‘anaiysis

Exhaustion bout Exhaustion bout Exhaustion bout

Diclofenac administration

FIGURE 1 Timeline of the swimming exhaustive protocol data
collection

59



STECKLING ET AL.

took place 72 hours after the start of the protocol; the second
bout at 144 hours after; and the third 216 hours after (Figure
1). Animals of the exhaustive group (saline and diclofenac)
swam individually in the tank with an overload of 13% of
body weight until exhaustion in order to determine the time
to exhaustion. Exhaustion was characterized by the moment
at which animals were no longer able to maintain themselves
in the water surface, reaching 10 seconds submergvzd.20

2.4 | Diclofenac administration

Diclofenac was purchased from Sigma-Aldrich. Diclofenac
was dissolved in warmed saline and was administered via in-
tragastric gavage, at a dose of 10 mg/kg claily21 for nine days.
Before the first exhaustion bout, animals were pretreated
for three days, which was maintained until the last protocol
day. The non-treated animals received saline during the same
treatment period. The selected dose is that prescribed in clini-
cal practice and does not cause adverse effects.”?

2.5 | Statistical analyses

The Statistical Package for Social Sciences (SPSS, Ins, EUA
version 17) was used for all analyses. All data are expressed
as means + SEM for each experimental group. Data were
analyzed using a 2 (diclofenac and saline treatments) x 2
(sedentary and exhaustion) analysis of variance (ANOVA).
‘When appropriate, significant differences among means
were tested using Sidak’s post-hoc test. Differences between
groups were considered to be significant at P < .05.

3 | RESULTS
3.1 | Time to exhaustion

In the present study, results revealed a clear increase on time
to exhaustion after diclofenac administration (Figure 2). The
diclofenac-treated group was able to swim about 23.5 sec-
onds longer than the non-treated group after the third bout of
exhaustive exercise (P < .05) and about 34 seconds longer
than the first swimming bout (£ < .001).

3.2 | Oxidative stress markers

Table 1 reports DFC, TBARS levels, and GSH/GSSG ratio.
The results of the two-factor ANOVA revealed no signifi-
cant treatment effect [F (1,16) = 0,067, P = .790], exercise
effect [F (1,16) = 11.09, P = .062], or interaction effect
|F (1,16) = 1.005, P = .331] on DCF levels. Exhaustive

WILEY-L2

exercise increased TBARS formation [F (1,16) = 26.07,
P = .001], but diclofenac treatment had an inhibitory effect
[F (1,16) = 11.23, P = .004], and a significant interaction
effect was also detected [F (1,16) = 9.384, P = .007]. The
GSH/GSSG ratios in both exhaustion-saline and exhaustion-
diclofenac treated groups were lower than the ratio observed
in the sedentary-saline group, with significant exercise ef-
fect [F (1.12) = 18.64, P = .001 and treatment effect [F
(1,12) = 4.98, P = .050], but no interaction effect [ (1,12)
=1.895, P =.194].

3.3 | Cytokine levels

Diclofenac per se did not alter IL-1p, IL-6, and TNF-u
levels, as depicted in Figure 3. The exhaustion protocol
[F (1,17) = 70.82, P < .001; Figure 3A] and diclofenac [F
(1,17) = 6.067, P = .025] increased levels of IL-1, with no
interaction effect [F (1,16) = 0.0212, P = .886]. The same
was seen in IL-6 levels, with significant exercise effect
[F(1,22) = 33.32, P < .001; Figure 3B] and treatment effect
[F (1,22) = 6.626, P = .017), but no significant interaction
[F(1,22)=1.696, P =.206], INF-y: exercise [F(1,18)=239.2,
P < .001; Figure 3C], treatment [ (1,18) = 38.18, P < .001]
interaction [F (1,18) = 1.84, P = .192] and TNF-«a, exer-
cise [F (1,17) = 133.3, P < .001; Figure 3D], treatment [F
(1,17) = 6.543, P = .020], interaction [F (1,17) = 0.832,
P =_374]. Pro-inflammatory responses induced by exhaustion
exercise were accompanied by significant changes in IL-10
levels [F (1,22) = 22.93; P < .001; Figure 4], and there was
a significant effect of diclofenac [F(1,22) = 102.6, P < .001)
with no interaction effect [F'(1,22) =1.921, P = .180).

3.4 | Inflammatory pathway

The protein content and mRNA level of COX-2 are
shown in Figure 5. Diclofenac decreased COX-2 protein

3 Exhaustion saline
150 B Exhaustion diclofenac
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FIGURE 2  Effects of exercise bouts or diclofenac intake on time
to exhaustion in the bouts of the exhaustive protocol. Data are presented
as means + SEM. *P < .05 compared to non-treated group with third
bout of exhaustive. #P < .001 when compared with the first bout
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TABLE 1  Effects of the exhaustion bouts and diclofenac intake on liver oxidative stress markers
Saline Diclofenac
Sedentary Exhaustion Sedentary Exhaustion
DCF (nmol/mg protein) 1015 + 0.064" 1511 +£0.144" 1.148 + 0.110° 1.454 + 0.181°
GSH/GSSG ratio 2.326 + 0.237° 1.736 + 0.057° 1.952 + 0.093* 1.647 + 0.029"
TBARS (nmol MDA/mg) 2.751 + 0.165° 4372 £ 0.237° 2.694 + 0.205" 3.099 £ 0.133"

Nare: Data are presented as means + SEM. 2’ —7*-dichlorofluorescein (DCF); reduced glutathione (GSH); oxidized glutathione (GSSG); thiobarbituric acid-reactive
substance (TBARS). Means for a variable with superseripts without a common letter differ (P < .05).

FIGURE 3 Effects of exercise bouts
and/or diclofenac intake on IL (interleukin)-
1., IL-6, IFN-y (interferon-gamma), and
TNF-a (tumor necrosis factor-alpha)

levels in liver of rats. Data are presented as
means £ SEM. Means for a variable with
superscripts without a common letter differ
(P <.05)
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both in rest and after the exhaustive bouts of exercise
[F(1,38) = 23.86: P < .001; Figure 5A], with no inter-
action effect [F (1,17) = 0,579, P = .451]. No differ-
ence was found for COX-2 mRNA levels (Figure 5B).
Exhaustive exercise increased the protein content of TLR4
[F (1,26) = 34.16; P < .001, Figure 6A], and diclofenac
treatment decreased its expression [F (1.26) = 3.269;
P = .003], with no interaction effects [F' (1,26) = 3.383;
P = .773]. The protein content of MyD88 also increased
after the exhaustive bouts of exercise [F (1,30) = 8.76;
P < .001; Figure 6B], with an inhibitory effect of di-
clofenac [F (1,30) = 11.34, P = .002] and no interaction
effect [F (1,30) = 0.233, P = .633].

4 | DISCUSSION

Here, we showed that parameters related to the inflamma-
tory and redox status increased in the liver after exhaustive
swimming bouts and that these effects were attenuated by di-
clofenac treatment. Moreover, this anti-inflammatory effect

Exhaustion

of diclofenac was associated with an increased time to ex-
haustion in the exercise bouts.

Diclofenac was administered for nine days (10 mg/kg
daily) and removed 24 hours before the last exhaustive bout
because there is no evidence about side effect, and this period
would not be enough to stop a possible therapeutic effect.”
Interestingly, pre-treatment with diclofenac proved effective
in increasing the time to exhaustion, which has not yet been
demonstrated in humans.' This may occur due to differences
in muscle glycogen that has a more central role in glucose
homeostasis in humans (threefold to eightfold more muscle
glycogen than liver glycogen when compared to mice).”*
Moreover, rodent liver is enriched in natural killer cells, which
can constitute up to 10% of the leukocyte fraction® and are
major contributors to the hepatic TLR and cytokine-mediated
inflammatory signaling, contributing to explain differences
between rodents and humans.*

Due to its central metabolic role in detoxification, syn-
thesis, and distribution of biomolecules, liver is remarkably
important during exercise outcomes, including modulation of
ROS and inflammatory mediators.”' In fact, considering that
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FIGURE 4  Effects of exercise bouts and/or diclofenac intake on
interleukin-10 (IL-10) expression in liver of rats, Cytokine levels were
measured by ELISA. Data are presented as means + SEM. Means for a
variable with superscripts without a common letter differ (P < .05)

90% of the circulating GSH levels are produced in hepatic
tissue, this organ plays an important role in the general redox
status.””* Our results demonstrated that GSH/GSSG ratio lev-
els are reduced in those livers from the exhaustive-exercised
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FIGURE 5  Effects of exercise bouts and/or diclofenac intake on
COX-2 (cyclooxygenase-2) protein content (A) and mRNA levels (B)
in liver of rats. Levels of mRNA were analyzed by RT-PCR assays and
normalized to GAPDH. Densitometry quantification and representative
Western blots are shown. Equal loading of proteins is illustrated by
(-actin bands. Data are presented as means + SEM. Means for a
variable with superscripts without a common letter differ (7 < .05)
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rats. This is a remarkable finding beacuse GSH depletion in
cells is involved in metabolic limitations, such as lower ex-
ercise capacity and cell membrane disruplion.’al:'ol:m)sis.29
Therefore, the understanding of the effects of acute exercise
and its interaction with diclofenac upon the liver and how
this major metabolic organ adapts to these stimuli are im-
portant for a better knowledge of exercise-related health and
performance benefits. In our study, the exhaustive exercise
in rats treated with diclofenac did not reduce the GSH/GSSG
ratio in comparison to the exercised-non-treated animals,
and changes were not found concerning DCF levels among
groups. However, we could see that the increased amount of
TBARS formation by the exhaustive exercise was blunted by
diclofenac treatment. The decrease in TBARS levels added to
the attenuation of DCF levels indicates that diclofenac treat-
ment may be effective in preventing lipid peroxidation and
consequently the increase in ROS. We have previously found
a similar effect following ibuprofen administration.”?

As already reported, diclofenac treatment interferes in the
synthesis of inflammatory markers in different organs, includ-
ing the liver.*” The production of these molecules is mediated
by nuclear transcription factors, which, in turn, might be acti-
vated by these cytokines in a physiological feedforward.” Our
previous study reported an activation of the NF-kB-dependent
inflammatory pathway by an intensive and aggressive eccen-
tric exercise protocol, and that diclofenac treatment blunted
this effect.”’ Here, we showed for the first time an increase
in pro-inflammatory cytokines in the liver of rats subjected to
exhaustive bouts of swimming, corroborating the inflamma-
tory steps previously demonstrated. These results are surpris-
ing because swimming does not present as main component
the eccentric damage to the tissues. In fact. several hepatic ad-
aptations are expected during exercise due to the liver major
metabolic roles.!” The cumulative effects of several acute ex-
haustive swimming bouts can induce a temporary downregula-
tion of the immune system, and studies have associated intense
exercise with increased infections within two weeks after per-
formance'” which could be accompanied by fatigue and tissue
injury. Furthermore, acutely, intense exercise alters the sys-
temic balance of cytokines, which are cell mediators highly
related to oxidative stress and inflammation.™ NSAIDs exhibit
anti-inflammatory effects via inhibition of prostaglandin and,
in a way, can act secondarily reducing ROS pmducliun.'" This
evidence suggests that diclofenac could improve performance
in high-intensity endurance exercise due to its effects on gly-
cogenolysis/glycolysis stimulation and inhibition of gluconeo-
genesis, because glycolysis is the sole source of energy in the
eukaryotic cell under anaerobic conditions.”! The literature has
already found a close relationship between circulating cyto-
kine levels and glycogen depletion as a possible mechanism
related to fatigue, because muscle glycogen and blood glucose
are the main sources of substrates for oxidative metabolism,
and immune depletion coincides with glycogen dcplction.'“‘za
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Exercise-induced oxidative stress activates signaling
pathways that increase the expression of antioxidants in liver
and are also responsible for the process of exercise-induced
adaptation. This adaptation is influenced by various factors,
including training volume, intensity, frequency, and the mode
of exercise.”” However, in acute phase response, exercise
may induce an increase in multiple circulating cytokines and
chemokines, such as IL-1, IL-6, and TNF-o.. Exhaustive ex-
ercise can produce inflammatory cell infiltration in rats, and
acute exercise induces cytokine/cytokine receptor signaling
in the liver, with upregulation of chemokine ligands, IL-1p
receptor, and IL-1f in rodent models.* Here, we showed
that diclofenac treatment caused an decrease of inflamma-
tory cytokines and this may be related to the delay of fatigue
onset. Although this inflammatory status has been attributed
to several pathways, recent data point to TLRs as key exer-
cise-related inflammatory receptors, considering their role in
the activation and expression of COX-2.713%3

In sports, the role of COX-1 and COX-2 inhibition on
muscle damage has been recently studied due to NSAIDs’
effects upon inflammation and pain sensitization.”® As pre-
viously mentioned, NSAID’s anti-inflammatory mechanism
is based on the inhibition of COXs, selectively or not. The
consequence is a decrease in cytokines secretion by macro-
phages at the injury site, which reduces the inflammatory
response and related pain sensitization."” However, studies
regarding the regulation of COX-2 expression after muscle
damage are still incipient and controversial. While some
studies reported upregu]alion;”'“ others demonstrated that
COX-2 expression remains unaltered.”*" We demonstrate
that diclofenac inhibited COX-2 and consequently such ef-
fects, given that the formation of prostaglandins may not
only regulate pain and inflammation,'* but also modulate the
protein turnover machinery controlling tissue remodeling for
the adaptive responses to exercise and resulting in the de-
creased TLR4 protein content detected.

Exhaustion

Moreover, consecutive and exhaustive exercise bouts
increased TLR4 and MyD88 protein content, and cytokine
levels in the liver; whereas diclofenac intake blunted these
effects in a similar manner to previous studies adopting only
one eccentric exercise bout.?! MyD88 is considered the first
protein involved in the TLR4 pathway, and it was overex-
pressed after the eccentric exercise protocol; whereas di-
clofenac treatment blunted its expression to baseline levels
in the liver after swimming exhaustion. This indicates that
the TLR4-dependent pathway plays an important role in he-
patic inflammatory signaling induced by exhaustive exercise
swimming. The use of diclofenac has additional effects, al-
lowing animals to swim for a longer time; however, more
studies are needed to understand if only this modulation of
inflammation is enough to increase the performance.

In summary, our study describes the effects of an exhaus-
tive protocol of swimming upon a canonical inflammatory
pathway in the liver and the effects of a classical NSAID in
this pathway, demonstrating for the first time that diclofenac
might exert antioxidant and anti-inflammatory effects in
the liver upon consecutive and exhaustive bouts of exercise.
Results obtained indicate that diclofenac decreases the pro-
duction of pro-inflammatory cytokines, which was accom-
panied by a blunted expression of TLR4 and MyD88 protein
content in the liver. Interestingly, the anti-inflammatory ef-
fect triggered by diclofenac treatment was associated with
increased time to exhaustion in the diclofenac exercise group,
suggesting that attenuation of inflammation can be related to
the delay of fatigue onset and to an increase in performance.

5 | LIMITATIONS

The relatively small number of animals studied and the
fact that the researchers were aware of which animals were
treated with diclofenac or placebo are limitations of the study.
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However, more animals were not used due to ethical consid-
erations, and the beneficial effects of diclofenac were clear.
The assessment of hepatic glycogen content would bring
more insights to understand the mechanisms responsible for
our findings. We recognize the lack of information about the
mechanisms of how anti-inflammatory drugs can benefit ex-
ercise performance (not related to pain relief). More studies
are needed to differentiate the acute (eg, one exhaustive ses-
sion), subacute (eg, three exhaustive sessions), and chronic
(several exhaustive sessions) effects of diclofenac on liver
responses and their relationship with exercise performance.
Finally, although the results herein described have shown in-
teresting effects of diclofenac on exercise to exhaustion in
rodents, caution should be taken when extrapolating those to
human performance.

6 | PERSPECTIVE

Current literature demonstrates that NSAIDs can improve
performance and decrease muscle inflammation. Our re-
sults indicate that diclofenac positively modulates the TLR4
pathway in the liver, favoring an anti-inflammatory profile,
which may be linked to the attenuation of performance loss
during short-term athletic competitions. However, a risk/ben-
efit analysis of its use is required.
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ABSTRACT:

Aim: This study analyzes the influence of diclofenac on the TLR-NF-kB pathway in skeletal
muscle of rats submitted to consecutive exhaustive exercise.

Material and Methods: Rats were divided into sedentary and exhaustion groups, with this last
performing three exhaustive swimming bouts. Diclofenac was given by intragastric gavage, at
a daily dose of 10 mg/kg for nine days. Nociception and strength tests were performed
throughout the protocol. Immediately after the last bout, rats were euthanized in order to to
analyze oxidative stress markers, while inflammatory markers were evaluated through ELISA,
and TLR4, MyD88, MyoD, COX-2, NF«kp levels were evaluated through protein content in
muscle gastrocnemius.

Results: Rats from exhaustion-saline group presented an increased pain threshold when
compared to sedentary-saline and exhaustion-diclofenac groups. Diclofenac intake per se
lowered proinflammatory cytokines and increased IL-10 levels and GSH/GSSG ratio in control
groups. Moreover, this anti-inflammatory modulation caused by diclofenac increased time to
exhaustion in exhaustion-diclofenac group. Data obtained showed that consecutive bouts of
exhaustive exercise significantly increased muscle oxidative stress markers (DCFH-DA and
TBARS). Similarly, the expression of proinflammation-related markers also increased after the
exhaustive exercise. However, these effects were attenuated in the exercise + diclofenac group.
TLR4, MyD88, NF«kf3 and COX-2 contents were also upregulated after the consecutive bouts
of exhaustive exercise and the anti-inflammatory drug blunted this effect.

Conclusion: As a conclusion, we demonstrate that after repeated exhaustive swimming bouts,
diclofenac pretreatment can increase time to exhaustion and modulate muscle response to
oxidative stress, pain, and inflammation, suggesting a possible role for diclofenac in
performance and muscle adaptation to exercise through an attenuation of the TLR4-NF-kappa

B signaling pathway.

KEYWORDS
COX-2, Exhaustive swimming, inflammation, muscle, NSAIDs.
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1. INTRODUCTION

Physical exercise promotes many benefits for health in those who practice it regularly
[1]. On the other hand, a strenuous exercise aimed to achieve the best athletic performance may
result in muscular microtrauma, soreness, and inflammation [2, 3] through metabolic and
mechanical stress. However, uncontrolled ROS and proinflammatory responses are both
connected to impaired recovery and performance deterioration. In an attempt to improve
physical performance, athletes and coaches make use of several actions, such as nutritional
strategies, appropriate exercise training, and enough resting [4], despite the invariable influence
of genetic background.

High-intensity eccentric exercise causes muscular microtrauma [5]. Intramuscular
inflammatory signaling plays a critical role in mediating the regenerative response to muscle
fiber damage and must be finely regulated, given the fact that inflammatory cytokine expression
is capable of promoting muscle growth and muscle loss [6]. In response to muscle injury after
loading, satellite cells fuse with damaged and undamaged myofibers as part of the repair process
[7] and an increases in MyoD (myoblast determination protein), a key protein in the muscle
regeneration [8, 9], is observed.

Damage-associated molecular patterns (DAMPs) are important molecular signals
released by damaged tissue after exercise, in order to activate the immune system. Muscle tissue
that has been damaged by acute injury secretes DAMPs to activate Toll-like receptor (TLR)
signaling, which in turn, induces the expression of inflammatory genes for mediating tissue
repair [8]. Subsequently, muscle cytokines and chemokines are released into plasma through
activator protein 1 (AP-1) and the early phase of nuclear factor-kappa p (NF-xf) transcription
factors. These secreted cytokines and chemokines mediate the recruitment of monocytes from
the bone marrow to the injured site. An atypical injury—regeneration event is characterized by
the superimposition of the inflammatory response and recurring injury that perturbs the
resolution of repair in the muscle [9].

In this sense, there are many legal strategies used to improve athletic performance
(directly or indirectly); and among those, non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs)
exert a central role. A large number of medicines have these properties, including opioids
(narcotics), NSAIDs, and paracetamol. While opioids require a prescription and are banned
within sports competitions, NSAIDs (such as ibuprofen, indomethacin, ketoprofen, naproxen,
acetylsalicylic acid, and diclofenac) are easily commercialized and currently not classified as
doping agents [10]. NSAIDs consumption is much higher in Olympic athletes than in non-
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athletes [10, 11].

The major problems are the narrowed breaks between competition, because athletes
need an efficient recovery in a short period of time that can optimize sports success. For
instance, in order to accelerate muscle repair, decrease neuromuscular fatigue and postpone
exhaustion, almost 55% of the players participating in the FIFA World Cups between 2002 and
2014 used NSAIDs at least once during the championship, and up to one-third used these
substances before every match [11]. Athletes use NSAIDs to reduce pain and inflammation
associated with training, competition, or soft tissue injuries, or to gain a competitive advantage
[10]. Among drugs sold over-the-counter and those not prohibited by the Worldwide Anti-
Doping Agency, diclofenac has been used to increase pain tolerance and reduce inflammation
aiming to minimize susceptibility to exercise-induced fatigue [11]. On the other hand, it appears
that higher consumption of NSAIDs leads to diminished physiological adaptations to resistance
training in young and healthy individuals [11]. However, its real impact on exercise
performance requires more investigation. Thus, this study aimed to analyze the effects of
diclofenac pre-administration on consecutive and exhaustive exercise bouts in the inflammatory

pathway and exercise performance.

2. MATERIAL AND METHODS
2.1 Animals and ethics statement

Male Wistar rats (250-300 g, about 60 days old) were kept in plastic boxes containing
four animals per box. The environment conditions were controlled (12:12 h light-dark cycle,
with the onset of light phase at 7:00, 25+1 °C, and 55% relative humidity). Animals were fed
with standard food (Guabi, Santa Cruz, Brazil) and water ad libitum. All experiments were
carried out according to the national and international legislation: Brazilian College of Animal
Experimentation and the U.S. Public Health Service's Policy on Human Care and Use of
Laboratory Animals, with the approval of the local Ethics Committee (#5995140415/2015).

2.2 Experimental design

Rats were acclimated to water before swimming bouts in order to reduce stress and to
familiarize animals with the locomotion involved in the exercise experiments. For the
adaptation of the animals, rats were kept in shallow water (5 cm in depth) at 31+1°C between
9 am to 11:00 am for 20 minutes during three days, in a tank of 80 cm in length, 50 cm in width,
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and 90 cm in depth [12]. Then, animals were randomly divided into four groups: sedentary-
saline (SS), sedentary-diclofenac (SD), exhaustion-saline (ES), and exhaustion-diclofenac
(ED). Animals from ES and ED groups performed three repeated exhaustive swimming bouts
with each bout separated by 72-hour period. Nociception (for ten days) and strength test (every
two days - for seven days) were measured throughout the protocol. Rats were sacrificed by
decapitation immediately after the last set of swimming exhaustion and muscle samples were

removed and stored at -80 °C for further analysis. Figure 1 depicts the study design.

2.3 Exhaustive swimming bouts

The exhaustive test protocol was carried out as previously described by de Aradjo et al.
[13], with few modifications. The protocol consisted of three repeated exhaustive swimming
bouts: the first bout took place 72 h after the beginning of treatment with diclofenac; the second
bout at 144 h after; and the third 216 h after (Fig. 1). Exhaustion was characterized by the
moment at which animals were no longer able to maintain themselves on the water surface,

reaching 10s submerged [13].

2.4 Diclofenac administration

Diclofenac was purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) and dissolved in
warmed saline. Diclofenac was administered via intragastric gavage, at a daily dose of 10 mg/kg
[14, 15] for nine days. This prescribed dose in clinical practice does not cause adverse effects
in a few days [16]. The animals received the first dose of diclofenac three days before the first
exhaustive test, and this dose was maintained until the last day of the protocol. The control
group received saline during the same protocol period.

2.5 Nociception assessment and grip test

Mechanical allodynia was considered an indicator of nociception [12] and the VVon Frey
hairs test detected mechanical sensitivity. Animals were placed in boxes (9cm x 7cm x 11cm)
with elevated metal mesh floor for 30 min before testing, to access the ventral surface of the
hind paws that were in contact with one of seven von Frey hairs (6-100 g). Von Frey hairs were
applied perpendicularly to the paw’s surface to cause a slight buckling for approximately 2s.
The 50% withdrawal threshold was determined using the up and down method of Dixon (1980)

[12, 17]. In these conditions, nociception assessment was initiated with the 15g von Frey hair.
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Stimuli were continuously consecutive, whether ascending or descending. Paw withdrawal
thresholds were verified during the protocol [12].

A grasping protocol test was used to evaluate muscular strength, as previously reported
by Chaplan et al. (1994) [18], with few modifications. A wire grid (2.5 mm diameter) was fixed
to a plate from an ordinary electronic scale, and then, rats could grasp the wire grid while being
lifted by the tail with increasing firmness until they loosened their grip. Rats were tested three
times, with 1 min of rest between them, and the mean value of performance was calculated.
Grasping test was performed daily from the first to the seventh day before exhaustive

swimming.

2.6 Tissue preparation

Just after the last exhaustion bout, animals were immediately euthanized, and
gastrocnemius samples were removed and frozen with liquid nitrogen and stored at -80 °C for
further analysis. Tissues were homogenized, centrifuged, and then, supernatant fractions were

used for different biochemical assays.

2.7 Biochemical analysis
2.7.1 Oxidative stress variables

Lipid peroxidation was estimated by measuring thiobarbituric acid-reactive substances
(TBARYS) levels, as Ohkawa reported [19]. TBARS were determined spectrophotometrically
at 532 nm, and absorbance of the samples was compared to the standard curve using
malondialdehyde.

The substrate 2’-7'-dichlorofluorescein diacetate (DCFH-DA) was utilized to measure
the intracellular formation of ROS in muscle, according to Myhre et al. [20]. Aliquots (50
uL) of muscle supernatants (S1) were added to a medium containing Tris-HCI buffer (10 mM;
pH 7.4) and DCFH-DA (1 mM), and incubation was continued for 60 min in the dark.
Fluorescence was measured using 488 nm for excitation and 525 nm for emission and the
standard curve of oxidized dichlorofluorescein was used to analyze the results expressed in
nmol of oxidized DCFH-DA/mg protein.

GSH and GSSG levels were measured in muscle as previously described for Hissin
1976 [21]. In brief, 250 mg of tissue was homogenized in 3.75 mL of phosphate EDTA buffer
(pH 8) plus 1 mL of H3PO4 (25%). Homogenates were centrifuged at 4 °C at 13,000 g for 30

min, and the supernatants were separated into two different aliquots of 500 uL each for the
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measurement of GSH and GSSG. For GSH determination, 100 pL of the supernatant was
diluted in 1.8 mL of phosphate buffer and 100 pL of O-phthalaldehyde (OPT) (1 pg/ pL).
The mixtures were incubated at room temperature for 15 min, and their fluorescent signals
were recorded on a spectrofluorometer (RF-5301 PC Shimadzu, Kyoto, Japan) at 420 nm
emission and 350 nm excitation wavelengths. For the measurement of GSSG levels, 250 puL
of the supernatant (S2) was incubated with 100 pL of N-ethylmaleimide (NEM) (0.04 M) for
30 min at room temperature. After that, 140 pL of the mixture was added to 1.76 mL of NaOH
(0.1 M) buffer, followed by the addition of 100 pL of OPT and then incubated for 15 min
using the procedure outlined above for the GSH assay. GSH and GSSG levels were
determined from comparisons with linear GSH and GSSG standard curves, respectively.
Results were expressed as GSH/GSSG ratio.

2.7.2 Inflammatory parameters

TNF-a, interferon-gamma (IFN-y), interleukin-1 beta (IL-1p), interleukin-6 (IL-6) and
interleukin-10 (IL-10) levels were determined by enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) (eBIOSCIENCE, San Diego, USA), according to the manufacturer’s instructions.
Briefly, 96 well microplates were sensitized with the primary antibody at room temperature for
30 min and then samples were added and incubated at 37°C temperature for 30 min. After the
washing steps, a peroxidase-conjugated secondary antibody was added. Finally, the

concentrations of the cytokines were determined by spectrometry in a microplate reader.

2.7.3 Western blotting assay

Western blot analyses were performed on cytosolic extracts of muscle. Briefly, 100 mg
of tissue were homogenized in 5x10* L of buffer A (0.01 M Hepes- KOH pH 7.9, 250 g/L
glycerol, 0.420 M NaCl, 0.0015 M MgClz, 20 mM EDTA, 50 MM DTT, 20 mM PMSF) and a
phosphatase inhibitor cocktail (Roche) was used to disrupt extracellular matrix and cellular
membranes. Homogenates were centrifuged at 1,000 g for 10 min at 4°C. The pellet was
resuspended in 25 mL of buffer B (0.02 M NaCl Hepes- KOH pH 7.9, 250 g/L glycerol, 0.42
M NaCl, 150 mM MgClz, 20 mM EDTA, 5 mM DTT, 2 mM PMSF) homogenized and
incubated at 4°C for 30 min. Cellular debris was removed by centrifugation at 14,000 g for 15
min at 4°C. The supernatant fraction containing DNA binding proteins was recollected and
stored at -80°C in aliquots until use. Cytosolic extracts were prepared by physical disrupted
after suspended 25 mg of hepatic samples on 150 mL of 0.25 mM sucrose, 1 mM EDTA, 10
mM Tris and protease inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). The
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homogenate was centrifuged at 4°C for 30 min at 13,000 g. The supernatant fraction was
recollected and stored at -80°C in aliquots until use. Samples of the cytosolic and nuclear
fraction containing 40 pg of protein were fractionated by SDS—polyacrylamide gel
electrophoresis with polyacrylamide gels and then transferred to a PVDF membrane by a Trans-
Blot® TurboTM Transfer System (Bio-Rad®, Hercules, USA). Non-specific binding was
blocked by pre-incubation of PVDF membranes in PBS containing 5% non-fat milk for one
hour. Then, the membranes were incubated overnight at 4°C with the corresponding antibodies.
Antibody against TLR4 were purchased from ABCam (ab13556), dilution 1/800. MyoD (Sc-
304), dilution 1/1000, COX-2 (Sc-19999), dilution 1/250, NF-kp p65 (F-6) (Sc-8008), dilution
1/1000 and Goat anti-rabbit 1IgG-HRP (Sc-2357), dilution 1/5000; 1/8000 were purchased from
Santa Cruz. Goat Anti Mouse IgG (Fab specific- FITC) was purchased from Sigma (F5262),
dilution 1/8000, 1/5000. After washing with TBST, membranes were incubated for one hour at
room temperature with secondary HRP conjugated antibody (Dako, Glostrup, Denmark) and
visualized using an ECL detection kit (Amersham Pharmacia, Uppsala, Sweden). Blots were
stripped and probed again for anti-B-actin (42 kDa) antibody (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
to verify equal protein loading [22]. The density of the specific bands was quantified with an

imaging densitometer (Scion Image J Software 1.46a, Bethesda, USA).

2.8 Statistical analysis

Statistical Package for Social Sciences (SPSS, Inc, Chicago, USA version 17) was used
for all analyses. All data are expressed as means + SEM for each experimental group. Data were
analyzed using a 2 (diclofenac and saline treatments) x 2 (sedentary and exhaustion groups)
analysis of variance (ANOVA). When appropriate, significant differences among means were
localized using Sidak’s posthoc test. Differences between groups were considered to be

significant at P<0.05.

3. RESULTS
3.1 Physical conditioning of rats during the exhausting protocol
In the present study, results revealed a clear increase in time to exhaustion after the third

exhaustive bout in rats pretreated diclofenac (Fig. 2 p<0.001).

3.2 Nociception and strength along with swimming bouts
Rats from ES presented an increased nociception threshold when compared to SS and

ED groups (Fig. 3A). In this study, ES rats increased the nociception threshold on day 6 (before
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the second bout) and on day 10 (before the last swimming bouts) when compared to the ED
group [F (3,20) = 16.10, P = 0.001; Fig. 3A]. In addition, ED did not show any difference along
to exhaustive bouts. We did not observe changes in muscular strength values between groups
(Fig. 3B).

3.3 Oxidative stress markers

As observed in Table 1, DCFH-DA and TBARS levels increased in ES, whereas
diclofenac intake attenuated this increasing of DCFH-DA levels [F (1,16) = 5.69, P = 0.02], but
exhibit just a decreasing tendency at TBARS levels [F (1,14) = 11.58, P = 0.001]. Swimming
exhaustive bouts also decreased GSH/GSSG ratio, while diclofenac pretreatment prevented the
GSH/GSSG ratio depletion in ED group [F (1,12) = 12.14, P = 0.05].

3.4 Cytokines levels

Diclofenac per se decreased TNF-a [F (1,22) = 0.3175, P = 0.001; Fig. 4A], IFN-y [F
(1,22) = 6.323, P = 0.001; Fig. 4B], IL-1p [F (1,22) = 16.1, P = 0.05; Fig. 4C] and IL-6 [F
(1,22) =2.063, P = 0.001; Fig. 4D], and increased IL-10 [F (1,22) = 30.64, P = 0.001; Fig. 4E]
levels as described in Figure 3. Rats from ES exhibited higher TNF-a [F (1,22) = 0.3175, P =
0.001; Fig. 4A], IFN-y [F (1,22) = 6.323, P = 0.001; Fig. 4B], IL-1B [F (1,22) = 16.1, P = 0.05;
Fig. 4C] and IL-6 [F (1,22) = 2.063, P = 0.001; Fig. 4D] levels when compared to SS,
corroborating the acute proinflammatory response after all-out efforts. However, animals from
ED presented lower TNF-a [F (1,22) = 0.3175, P = 0.001; Fig. 4A], and IFN-y [F (1,22) =
6.323, P = 0.001; Fig. 4B] concentrations when compared to ES group. Pro-inflammatory
responses induced by exhaustion exercise were accompanied by significant changes in 1L-10
levels [F (1,22) = 30.64, P = 0.001; Fig. 4E] and there was a significant effect of diclofenac
pretreatment [F (1,22) = 30.64, P = 0.001; Fig. 4E]. Regarding IL-1 [F (1,22) = 16.1, P = 0.05;
Fig. 4C] and IL-6 [F (1,22) = 2.063, P = 0.001; Fig. 4D], no differences were found between
ES and ED groups.

3.5 Inflammatory pathway

The protein content of COX-2 and iNOS are shown in figure 5. While the saline-
exhaustion group showed an increase in COX2 content after exhaustive swimming bouts,
diclofenac pretreatment decreased COX-2 protein in both in rest and after the exhaustive
bouts of exercise [F(1,25) = 49.52; P < 0.001; Fig. 5A] with no interaction effects [F(1,25)

=0.1266; P = .7250]. No difference was found for iNOS content after exhaustive swimming
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bouts, diclofenac pretreatment decreased iNOS protein in both in rest and after the exhaustive
bouts of exercise [F(3,13) = 55.10; P < 0.001; Fig. 5B] with no interaction effects [F(3,13)
= 0.04536; P = .8346].

Exhaustive exercise increased the protein content of TLR4 [F (1,11) = 2.726; P < .05,
Fig. 6A], and diclofenac treatment decreased its expression [F (1,11) = 3.476; P =.0892],
and increase the expression of NFxf [F (1,14) =22.03; P < .05; Fig. 6B], with an inhibitory
effect of diclofenac [F (1,14) = 3.609, P = .0003] and no interaction effect [F (1,14) = 5.795,
P =.0304], and content of MyD88 also increased after the exhaustive bouts of exercise [F
(1,11) =11.12; P <.0067; Fig.6C], with an inhibitory effect of diclofenac [F (1,11) = 2.062,
P =.002]. The protein content of MyoD did not change [Fig.7C].

4. DISCUSSION

Acute eccentric exercise is recognized to cause tissue damage, stretches in sarcomeres
in myofibrils and damage to the excitation-contraction coupling system, resulting in delayed
pain [23]. As expected, there was reduced nociception caused by diclofenac administration, but
no muscle strength differences. Our results demonstrate that diclofenac-treated animals present
a reduction in the nociception and when subjected to repeated swimming sets increased their
time to exhaustion when compared to untreated rats. This way, this result suggests that
diclofenac reduces nociception and possibly it has an association with longer swimming time
in the pre-treated with diclofenac group. Corroborating previous studies, our results also
indicate that diclofenac pretreatment reduces skeletal muscle inflammation associated with
local soreness [14].

In addition, although forced swimming in order to induce fatigue is considered an
exhaustive exercise, exhaustive swimming is not enough to cause significant tissue damage
(data not shown). After the injury tissue, quiescent satellite cells are activated by inflammatory
cells and upregulate members of myogenic regulatory factors, such as MyoD, and myogenin
expression, aiming to regulate repair process [24]. During the muscle repair/regeneration
process, various substances, including prostaglandins (PGs), are released as a product of fiber
degeneration [25, 26]. After muscle injury, COX-2 expression is induced in early stages of
muscle repair to activate satellite cell myoblast proliferation and increased myoD expression
[26]. However, although our results demonstrate an increased COX-2-dependent TLR4
pathway, we did not observe differences in the expression of MyoD in muscle tissue (fig.7),

indicating that this inflammatory process may occur regardless of tissue damage. This may be
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an indication that the increase in inflammatory markers after exhaustive swimming exercise
may be due to metabolic stress and not just mechanical damage. Our group previously
demonstrated, in a similar protocol, that exhaustive swimming exercise was able to increase
inflammatory markers in the liver of rats [27].

Diclofenac is a drug worldwidely used by athletes to reduce exercise-related pain and
inflammation in order to accelerate recovery and improve results. Even, its chronic intake may
influence muscle-training adaptations, similar to the data demonstrated previously [28]. The
high-intensity exercise is responsible for causing micro tissue injuries that are associated with
pain and inflammation. On the other hand, NSAIDs used by athletes to alleviate symptoms of
muscle damage and delayed onset muscle soreness suppress the inflammatory response in
skeletal muscle. In the past decade, diclofenac was the most commonly prescribed NSAID [29],
with the aim of reducing pain, inflammation and improving performance [15]. However, in
general, the benefits of taking analgesics to reduce exercise-induced pain seem to be very
limited, and the risk of potential unwanted side-effects appears to be high, mainly when doses
are higher and prolonged [11]. The rationale behind NSAIDs intake is possible postponed
exhaustion via decreased skeletal muscle pain and a faster recovery between training sessions
or athletic events through an attenuated phagocyte migration and ROS formation [30].

Here we demonstrated that diclofenac intake attenuates oxidative stress markers and
enhanced the anti-inflammatory status on muscle of sedentary rats submitted to repeat
swimming bouts. Noteworthy, exhaustive exercise bouts increase muscle ROS generation
variables (DCFH-DA and TBARS), cytokines, and COX-2 protein content levels in muscle,
while diclofenac treatment blunted these increases. Besides, these inflammatory pathways are
recognized to form ROS, such as superoxide radicals and hydrogen peroxide (H202) [31]. In
this way, exhaustive swimming bouts led to increased DCFH-DA and TBARS levels, while
diclofenac treatment attenuates these effects. Fatigue is accompanied by the overproduction of
ROS, mainly produced by migrating leukocytes and upregulation of the antioxidant defense
system to counteract the muscle damage extension [32, 33]. Moreover, increased intracellular
ROS caused by injury stimulates PGE, production in a time-dependent manner via the
activation of COX-2 [34].

In addition, it is well established in the literature that eccentric exercises are responsible
for an overexpression of proinflammatory markers [35, 36]. Our results demonstrate that
exhaustive swimming promotes overexpression of inflammatory markers, despite having a
smaller eccentric component. This increase in inflammatory status has been attributed to several

pathways, recent data point to TLRs as key inflammation-related receptors after exercise,
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considering their role in the activation and expression of COX and iNOS [14, 36]. The increase
in proteins related to the TLR4 pathway is directly linked to the increased production of
mediators related to inflammation, such as TNF-a, IL-6 and IL-1B[36]. These cytokines were
found elevated in this study after the exhaustive exercise. However, we show that the
pretreatment with diclofenac decreases muscle TNF-a and IFN-y levels, and IL-10
concentration after the swimming exhaustion protocol when compared to control group.

NSAIDs affect the classic inflammatory pathway reducing the formation of PGs due to
COX inhibition [11]. Besides, we have previously shown that downhill running session
increases muscle COX-2 protein content, proinflammatory cytokines levels, and NF-xf
activation, while diclofenac pretreatment blunted these effects [15]. Here, we observed that
diclofenac pretreatment blocked TLR4, MyD88 and NF-«xf activation, well-known
inflammatory responses triggered by exhaustive exercise. The TLR4 function in the MyD88-
dependent pathway is to activate NF-xf, which induces the expression of proinflammatory
genes, and adhesion molecules [37]. TLR4 recruit IL-1 receptor type 1l-associated protein
kinases via adaptors, such as the MyD88 [38]. MyD88 is considered the first protein involved
in the TLR4 pathway, and it is overexpressed after exercise. In unstimulated cells, NF-«xf
remains in the cytoplasm as a complex with inhibitory Ikp proteins that mask their nuclear
localization signal. Upon cell activation, 1 is phosphorylated and degraded, resulting in the
translocation of NF-«f to the nucleus [39]. Subsequently, TNF-a, IL-1 and other cytokines are
overexpressed, leading to an increase in tissue inflammation.

In this sense, it is well known that exercises activate cascades leading to transcription
of NF-xf, which controls the expression and release of inflammatory mediators such as TNF-
a, IFN-y, IL-1p, IL-6 and prooxidant markers [33, 40] and COX-2 to facilitate post-exercise
regenerative responses in the damaged tissue [41]. In this study, diclofenac seems to reduce the
TLR4-MyD88-NF-«f activation pathway, which could be related with a decrease in COX-2
protein synthesis and consequently a decrease in cytokines production and inflammation. The
data presented here indicate that exhaustive swimming-induced COX-2 signaling in skeletal
muscle is diclofenac-sensitive. Because exercise activates an inflammatory pathway through
COX-2 activation by PGs binding to their EP (E-type prostanoid) receptors, producing an
autocrine and paracrine effect, including protein kinases activation, leading to a
phosphorylating of transcription factors such as NK-kf, and its translocation to the nucleus,
which controls the expression and releasing of inflammatory mediators. On the other hand,
diclofenac reduced skeletal muscle COX-2 and TNF-a content, consequently impairing the

production of cytokines and possibly interfering in pain awareness. Our data indicate the role
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of diclofenac in exercise performance, training and muscle adaptations.

Our previous data [27, 42] and the data presented here create a body of evidence that
diclofenac can be effective in attenuating the loss of physical performance, through the
reduction of inflammatory markers in TLR4 pathway, regardless the type of exercise. In
conclusion, the NSAIDs interfere with healing and recovery mechanism in the muscle reducing
oxidative stress markers and exercise-related inflammation due to an inhibition in the TLR4-
MyD88-NF-kp-COX-2 pathway. The highlight presented here is that diclofenac avoided
performance loss between exhaustive exercises bouts, which can culminate in performance
gain. Moreover, news studies in order to evaluate the impact of diclofenac intake on human

performances, inflammation status, and possible side effects must be developed.
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Figure capture
Table 1. Effects of repeated exhaustive swimming bouts and/or diclofenac intake on muscle
redox status and oxidative stress parameters

Animals
Saline Diclofenac
Sendentary Exhaustion Sendentary Exhaustion
Tissue Parameters (n=5) (n=7) (n=5) (n=7)
MUSCLE

DCF (amol/mg protein) 0.553 £ 0.0922 2.367+0.236 0.632 +0.088* 1.872 +£0.216°
GSH/GSSG ratio 0.495+0.0172 0.382 £ 0.025% 0.273 £0.031° 0.295 +0.053¢
TBARS (amol MDA/mg)  0.522 = 0.095% 1.834 £ 0.573% 0.556 £0.176*  1.681 +0.143°

The data are presented as means £ S.E.M (n = 5-7) and the significance was assessed by one-
way analysis of variance (ANOVA) followed by Newman-Keuls Multiple Comparison Test. 2’
-7'-Dichlorofluorescein ~ (DCF);  glutathione  reduced (GSH) and  oxidized
(GSSG); Thiobarbituric acid-reactive substance (TBARS). p< 0.05 comparing sedentary
diclofenac and exhaustion diclofenac groups. ®p< 0.05 comparing saline exhaustion with the
sedentary diclofenac group. °p< 0.05 comparing with sedentary saline group.
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Figure 2. Effects of exercise bouts or diclofenac intake on time to exhaustion in the bouts of the
exhaustive protocol. Data are presented as means + SEM. *P < 0.001 compared to non-treated
group with the third bout of exhaustive.
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Figure 3. Nociception assessment tests (A) and muscular strength test (B) daily during the
protocol. n = 6-8 in each group. Means for a variable with superscripts without a common letter

differ (P< 0.05).

*Denotes P< 0.05 when compared to the SS group.
“ Denotes P< 0.05 when compared to the ED group
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Figure 4. Effects of repeated exhaustive swimming bouts and/or diclofenac intake on muscle
levels of tumor necrosis factor-alpha (TNF-a) (A), interferon-gamma (IFN-y) (B), interleukin-
1 beta (IL-1p) (C), interleukin-6 (IL-6) (D) and interleukin-10 (IL-10) (E). Data are presented

as means + S.E. (n =5-7). Means for a variable with superscripts without a common letter differ
(P< 0.05).



85

SS SD ES ED

COX-2 — I- o — I 70ka

Ponceua —» | I

A B
150 200
c b 3 Saline
I B3 Diclofenac
a
150 T
d ~L.
100 a
d
100 (=T a a

b

0 T -

Sedentary Exhaustion

v
|°
(% from control)

iNOS mRNA expression
£4]
hnd

COX-2 protein content
(% from control)

Sedentary Exhaustion

>

Figure 5. Effects of repeated exhaustive swimming bouts and diclofenac intake on the protein
content of cyclooxygenase-2 (COX-2) A and mMRNA on inducible nitric oxide synthase (iNOS)
B. Data are presented as mean = S.E. (n = 7-9). Means for a variable with superscripts without

a common letter differ (P< 0.05).



86

SS SD ES ED SS SD ES ED

TIRA — [ | 2000 NFkp — m 65kDa

A
B
250 &
- b 300+
c - T
S = 200 I &
g 8=
S E a £ D 225
c & 150+ a S € c
T 2 ) £8
S E 100 (L g g 1s0q o 4
ok = 0 T
< < o=
Z < 504 Qe 754
M
= z
0 0
Sedentary Exhaustion Sedentary Exhaustion
s sD ES ED
MyDe: —> [N S S e e -

Bactin e | g e S S s —

o3

200+ !
) Saline

@@ Diclofenac

,)
o
o

—

=

(=1

t=1
I

MyD88 protein content
(% from control)
g

o

Sedentary Exhaustion

Figure 6. Effects of repeated exhaustive swimming bouts and diclofenac intake on the protein
content of toll-like receptor 4 A, nuclear factor-«3 (NF«p) B and myeloid differentiation protein
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Figure 7. Effects of repeated exhaustive swimming bouts and diclofenac intake on the protein
content of myoblast determination protein (MyoD). Data are presented as mean £ S.E. (n = 4-
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6. DISCUSSAO

A prética regular de exercicios fisicos propicia inameros beneficios para seus praticantes
(Holloszy, 1993; Petersen e Pedersen, 2005), com expressiva associacdo entre estilo de vida
ativo e menor risco de co-morbidades (Nieman, 2003; Gleeson, 2007). A prética regular de
exercicios fisicos moderados é reconhecida por promover: combate e prevencao de hipertensao
arterial, obesidade, diabetes melittus, doencas cardiovasculares e pulmonares, problemas
musculares, depressdo (Pedersen e Saltin, 2015), além de promover melhorias de humor
(Wewege et al., 2018), acéo sobre o sistema cardiovascular e o metabolismo (Booth et al., 2002)

Considerando a alta prevaléncia do sedentarismo, aliada ao seu significativo risco
referente as doencas cronico-degenerativas, o aumento no nivel de atividade fisica geral da
populacdo contribui decisivamente para a satde publica, com forte impacto na redugdo dos
custos com tratamentos, inclusive hospitalares, uma das razdes de seus consideraveis
beneficios sociais (Watson et al., 2002).

Se por um lado, o exercicio fisico moderado realizado regularmente promove diversos
beneficios a salide, uma sessdo de exercicio intenso pode culminar na producao exacerbada de
marcadores de EROs,as quais representam um estresse que perturba a homeostase (Mastorakos
e Pavlatou, 2005) e a funcdo do musculo esquelético, o qual é diretamente afetado durante a
sua pratica (Hoene et al., 2010). Dados da literatura mostram que o exercicio fisico intenso
pode induzir dano as células musculares (Malaguti et al., 2009), producdo de biometabolicos
(como o lactato) (Gobatto et al., 2001) e geracdo de espécies reativas de oxigénio (Davies et
al., 1982).

O exercicio fisico exaustivo é capaz de induzir sintomas de dor tardia, edema muscular,
bem como respostas inflamatdrias, estresse oxidativo e dano tecidual (Suzuki et al., 2002). O
aumento na concentragdo de marcadores pro-inflamatorios e dano oxidativo estd associado a
diminuicdo do desempenho esportivo (Mastaloudis et al., 2004). Frente a isso, tanto na rotina
diaria de exercicio quanto no periodo competitivo observam-se os efeitos agudos da pratica de
exercicios de alta intensidade que podem comprometer o desempenho. Na intencdo de
minimizar a magnitude dessas respostas e, consequentemente atenuar a perda de desempenho,
muitos atletas fazem uso de agentes estimulantes (Swart et al., 2009), como a cafeina
(Hogervorst et al., 2008), analgésicos (Mauger et al., 2010) e anti-inflamatérios do tipo AINE
(Da Silva et al., 2011), que podem alterar a capacidade de realiza¢do de exercicio ou melhoram
a capacidade de recuperacgéo dos individuos.

Neste contexto, foi observado nos Jogos Olimpicos de Sidney em 2000 que 20% dos
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atletas fizeram uso de algum tipo de medicamento (Corrigan e Kazlauskas, 2003), nas Copas
do Mundo de 2002 e 2006, mais de 40% dos atletas utilizaram AINEs (Tscholl et al., 2009)e
nos Jogos pan-americanos de 2007, 18,3% dos atletas selecionados para os exames antidoping
utilizaram AINEs antes da competicdo e 81,7% durante a competicdo (Da Silva et al., 2011).
A alta frequéncia do uso de AINEs por atletas sugere que os mesmos podem ser usados como
auxilio ergogénico, entretanto, ndo existem evidéncias de que 0 seu uso aumente o desempenho
esportivo em atletas (Da Silva et al., 2011). Pouco se sabe sobre os efeitos de episddios
repetidos de exercicio sobre vias do sistema inflamatorio easrespostas desenvolvidas pelo
figado e masculo. Assim, no presente estudo, destacamos os efeitos do diclofenaco na
performance de ratos submetidos a consecutivos sets de exercicio exaustivo referente aos
processos oxidativos e inflamatdrios no tecido hepéatico e muscular.

Nos exercicios de alta intensidade com periodos limitados de recuperacédo, os atletas
costumam apresentar declinio de desempenho e subsequentemente aumento da fatigabilidade
central e sistémica (Margonis et al., 2007). O teste exaustivo de exercicio com natacdo forcada
tem sido amplamente aplicado para examinar danos fisioldgicos apds exercicios de alta
intensidade (Dos Reis et al., 2018), incluindo estudos objetivando avaliar performance até a
depressdo (Yankelevitch-Yahav et al., 2015). No teste de exercicio exaustivo com natagdo
forcada, a intensidade do exercicio pode ser graduada através da adi¢do de uma carga anexada
ao corpodo animal a fim de promover aumento na sobrecarga ao exercicio(Mcardle e Montoye,
1966). O nosso trabalho objetivou utilizar sets exaustivos de natacdo a fim de mimetizar uma
competicdo esportiva, onde a intensidade do exercicio é alta e sua recuperacdo € parcial, pois
acreditamos que o resultado destes esfor¢os (acumulo de subprodutos metabdlicos) podem
influenciar os resultados de desempenho.

Os dados experimentais apresentados nos trabalhos dessa tese revelaram que a
administracdo prévia do diclofenaco durante o protocolo de exaustdo aumentou o tempo de
nado dos animais tratados quando comparados com 0s animais nédo tratados. Esses resultados
foram obtidos através de animais ndo treinados previamente. Ja outro trabalho do nosso grupo
demostra que mesmo com treinamento prévio de 6 semanas, animais pré tratados com
ibuprofeno também levaram mais tempo para chegar a exaustao (Lima et al., 2016). Entendendo
a relevancia do processo adaptativo ao exercicio, esses dados nos chamam a atencao, um vez
que observamos que ratos ndo treinados tratados com AINES parecem suportar 0 mesmo tempo
de nado (manuscrito 1) que animais treinanados previamente (Lima et al., 2016).

A manutengdo da performance mesmo em animais ndo treinados pode ser uma das

justificativas para o uso de AINEs. Os AINEs sdo utilizados como agentes ergogénicos no meio
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esportivo por reduzirem substancialmente a sensacdo de dor. Diante da experiéncia dolorosa
aguda promovida por determinados tipos de exercicio, parece haver um consenso entre atletas
e treinadores de que a dor limita o desempenho em determinadas modalidades esportivas. Neste
sentido, fortes evidéncias relatam que o efeito analgésico dos medicamentos é capaz de alterar
a sensacao subjetiva de esfor¢o dos atletas, reduzindo o desconforto promovido pelo exercicio
(Garcin et al.,, 2005; Amman, 2009). Corroborando com essas informagdes, os resultados
apresentados no manuscrito desta tese estdo de acordo com a literatura, e revelaram que o
protocolo de exercicios exaustivos repetitivos induziu uma resposta nociceptiva e a ingestdo de
diclofenaco na dose de 10 mg/kg suprimiu a dor muscular. O que, por outro lado, requer cautela
e maior investigacdo para respostas a longo prazo, pois entendemos que a inibicdo de
importantes vias de sinalizacdo que influenciam na sensacdo de dor sdo as mesmas que
influenciam a performance.

A dor € uma das consequéncias dos microtraumas musculares causados pelo exercicio.
Apos a lesdo do tecido, as células satélites quiescentes sdo ativadas por células inflamatorias e
regulam positivamente a expressdo de fatores reguladores miogénicos, a fim de regular o
processo de reparo (Shi e Garry, 2006). Durante o processo de reparacao/regeneracdo muscular,
varias substancias, incluindo PG, sdo liberadas como produto da degeneracéo das fibras (Gilroy
et al., 1999). Apds a lesdo muscular, a expressdo de COX-2 € induzida nos estagios iniciais do
reparo muscular para ativar a proliferacdo de mioblastos de células satélites e aumentar a
expressao de MyoD(Prisk e Huard, 2003). O exercicio excéntrico é reconhecido por ativar essas
vias, mesmo ap0s uma Unica sessdo (Barcelos et al., 2016), no entanto, embora nossos
resultados demonstrem sinalizacdo da via da COX-2 (aumento nos marcadores TLR4, NF-«kf e
citocinas), ndo observamos diferencas na expressdo de MyoD no tecido muscular, indicando
que esse processo inflamatdrio pode estar ocorrendo independentemente do dano tecidual. Isso
pode ser um indicio de que o aumento dos marcadores inflamatorios apds o exercicio exaustivo
de natacdo pode ser devido ao estresse metabolico e ndo apenas a danos mecanicos.

Tomados em conjunto, o aumento da sensacdo de dor e a falha na geracdo de forca
podem levar a declinios na performance. O processo inflamatério é responsavel pela
regeneracdo e reparo das estruturas danificadas em tecido muscular. Entretanto, embora seja
uma reacdo desejavel, quando ndo bem regulada, pode ser uma das causas de inflamacdes
agudas devido ao aumento na producdo de mediadores pré-inflamatorios e PG, levando a
indugdo e a intensificacdo de processo inflamatorio seguido ou precedido pelo aumento da
producdo de ERO (Mastaloudis et al., 2004). Considerando todos esses fatores, investigamos o

efeito da administracdo dediclofenaco durante o protocolo de exaustao sobre o estado redox dos
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animais submetidos a repetidos sets exaustivos.

Os resultados bioquimicos obtidos neste estudo revelaram que repetidos sets exaustivos
alteraram a producdo de EROs. A geracdo de peroxido de hidrogénio (H202) no figado e
musculo foram monitoradas quantitativamente pela DCFH-DA. Nossos resultados revelaram
que o exercicio fisico de alta intensidade ndo altera os niveis de DCFH-DA no figado, ao passo
que aumenta a oxidagdo DCFH-DA no madsculo (manuscrito 1) em ratos submetidos a repetidos
sets exaustivos (grupo exaustdo salina). Por outro lado, o tratamento com diclofenaco atenuou
o0s niveis de DCFH-DA (manuscrito 1) no musculo sem provocar mudancas no figado (artigo
1).

Sabe-se que o exercicio fisico intenso aumenta de 100 a 200 vezes a captagdo de
oxigénio, induzindo a formacdo excessiva de EROs associada ao metabolismo energético
(Radak et al., 2013). Além disso, outros mecanismos importantes de formacéo de EROs podem
ser ativadas em exercicio, como: NADPHoxidase e isquemia-reperfusdo via xantina-oxidase.
O aumento de H20> pode provocar respostas celulares, uma vez que € considerado oxidante e
um segundo mensageiro de sinalizacdo (Granger e Kvietys, 2015). No cenério de isquemia, o
ATP é catabolizado em hipoxantina e a forma desidrogenase de xantina oxiredutase é
convertida, por meio de prote6lise limitada e oxidacéo de sulfidrila, na forma oxidase. Apoés a
reperfusdo, notecido restaurado, 0 O- reage com hipoxantina (ou xantina) e xantina oxidase
para gerar ambos superoxido (O2-) e H202, que pode consequentemente interagir para produzir
espécies secundarias mais reativas (Granger et al., 1981; Mccord, 1985).

Além disso, a oxidacdo de grupos sulfidrila celulares e a formacéao de glutationa oxidada
(GSSG) também foram reconhecidas como evidéncias de estresse oxidativo e desequilibrio
redox apos isquemia-reperfusdo em diferentes tecidos (Granger e Kvietys, 2015). Paralelo as
alteracdes nos niveis de DCFH-DA, observou-se uma diminuicdo na razdo glutationa
reduzida/oxidada (GSH/GSSG), acompanhado do aumento nas TBARS. O diclofenaco
protegeu contra o aumento da formacdo hepéaticade TBARS induzido pelo protocolo de
exaustdo utilizado.O figado desempenha um papel chave no estresse oxidativo induzido pelo
exercicio, sendo considerado um oOrgdo essencial na sintese de glutationa,uma vez que €
responsavelpelo fornecimento de 90% do GSH circulante (Martensson e Meister, 1991). Além
disso, o diclofenaco foi mais efetivo no musculo esquelético, protegendo contra formacéo de
DCFH-DA e prevenindo a queda da razdo GSH/GSSG. Apesar da extensa literatura
investigando o papel do estresse oxidativo em diferentes tipos e intensidade de exercicio fisico,
até onde sabemos, este ¢ um dos poucos trabalhos que revela uma resposta subaguda e

acumulativa de estresse oxidativo em figado e musculo de ratos submetidos a repetidos sets de
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natacao intensa.

H& muito se sabe que exercicios de alta intensidade em individuos ndo treinados
desencadeiam varias vias relacionadas a inflamacéo no musculo esquelético(Pedersen, 2019).
A maioria dos estudos envolvendo respostas ao exercicio fisico acaba centrando suas analises
no tecido muscular, no entanto, o figado também demonstrou desempenhar um papel
importante no estado redox e na modulacdo inflamatdria durante o exercicio. As alteragdes
sistémicas e locais pos-exercicio se assemelham as respostas da fase aguda ao trauma, incluindo
a producdo de citocinas pro-inflamatorias, mobilizacdo e migracdo para o musculo a fim de
mediar a infiltracdo de leucdcitos (Moldoveanu et al., 2001). Embora o status inflamatério
elevado tenha sidoatribuido a diversas vias, dados recentes apontam osTLRs como possivel via
central na inflamacdo induzida por exercicio, considerando seu envolvimento na ativacdo e
expressao de COX e iNOS (Gleeson et al., 2006; Fernandez-Gonzalo et al., 2012; Barcelos et
al., 2016).

O aumento da atividade da via da COX também esté relacionado com o aumento da
producdo de mediadores inflamatdrios, como as citocinas TNF-a, IL-6 e IL-13 (Jimenez-
Jimenez et al., 2008). Embora nossos resultados demonstram que a COX-2 ndo alterou em
tecido hepatico ap0s exercicio exaustivo, as citocinas pro-inflamatérias estavam elevadas ap6s
0 exercicio, enquanto o tratamento com diclofenaco foi capaz de diminuir o contetdo de
proteina desses marcadores. Embora pareca ser um efeito positivo, as consequéncias devem ser
mais estudadas, considerando o papel das citocinas na modulacdo e regeneracdo inflamatéria
do musculo esquelético (Markworth et al., 2014). Ja estd bem ocumentado que o exercicio,
particularmente excéntrico, induz alteracbes em muitos componentes do sistema imune
(Akimoto et al., 2002), incluindo elevados niveis de IL-1p, IL-6 e TNF-o no tecido muscular
(Ostrowski et al., 1999). Estas citocinas sao conhecidas por estarem envolvidas na regulacéo da
resposta imune e inflamac&o e sdo consideradas criticas para o sistema de defesa do organismo
(Meksawan et al., 2004). Neste contexto, trabalhos mostram que o exercicio fisico intenso tem
um papel importante na indugdo da ativacao do NF«kB pelo TLR4, através das vias dependentes
e independentes de MyD88 (Jimenez-Jimenez et al., 2008; Fernandez-Gonzalo et al., 2012).
No entanto, mostramos pela primeira vez (artigo 1) o aumento nas citocinas pro-inflamatérias
no figado de ratos submetidos a consecutivas sessdes exaustivas de natagdo, confirmando a
inflamacdo com aumento do processo inflamatdrio e cascata de ativacdo do TLR4. Esses
resultados chamaram nossa atencdo, pois a natacdo ndo apresenta como componente principal
0 dano excéntrico aos tecidos, apesar de se esperar alteracdes hepaticas induzidas pelo exercicio

uma vez que o figado possui papéis metabolicos.
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Corroborando com esses dados, apesar de ndo alterar a concentracdo proteica de COX-
2, vimos um aumento da rota inflamatoria através da via do TLR4 (artigo 1), passando por um
aumento na sintese proteica desde o préprio TLR4 e MyD88, culminando no aumento da sintese
de citocinas pro-inflamatérias (IL-6, TNF-a, IL-1p e INF-y) em figado. Apesar de muitos
estudos terem demonstrado a ativacao dessa rota em células sanguineas e muasculo esquelético,
pouco se sabe sobre essa rota no figado. Pode-se relacionar esses dados ao fato de que apesar
de o0 exercicio exaustivo gerar uma resposta pro-inflamatoria local, ha também uma resposta
sistémica firmemente atribuida as citocinas anti-inflamatorias e caracterizada pela alteracao nos
receptores de leucdcitos circulantes e sua atividade funcional (Peake et al., 2005), levando a
inflamacdo e alteracbes moleculares no figado. Constatamos que o pré- tratamento com o AINE
bloqueou quase a totalidade dos efeitos pré-inflamatorios induzidos pelo exercicio
exaustivo,mostrando que o diclofenaco per se diminui a expressdao de COX-2. De fato, o pré-
tratamento com diclofenaco diminui a expressdo de TLR4, MyD88, COX-2, IL-6, TNF-q, IL-
1B e INF-y aumentados pelo exercicio fisico, ou seja, diminuindo a inflamac&o via rota do
TLR4. Nés encontramos resultados similares quando analisamos o musculo esquelético de ratos
submetidos ao mesmo protocolo de exaustdo (Manuscrito 1).Diferente do que encontramos no
figado, a concentracédo proteica de COX-2 aumentou no tecido muscular apds consecutivos sets
de natacdo exaustiva, assim como aumentou a sintese proteica TLR4, NFxp e MyD88,
culminando no aumento da sintese de proteinas e enzimas pro-inflamatérias (IL-6, TNF-a, IL-
1B e INF-ye iNOS). Assim como no figado, o diclofenaco per sediminui a expressdo de COX-
2 no musculo. Constatamos que o pré-tratamento com o AINE inibiu quase a totalidade dos
efeitos pré-inflamatorios induzidos pelo exercicio exaustivo, o diclofenaco per sediminui a
expressdo de COX-2. De fato, o pré-tratamento com diclofenaco diminui a expressao de TLR4,
MyD88, NF«kp, COX-2, IL-6, TNF-a e INF-y aumentados pelo exercicio fisico, ou seja,
diminuindo a inflamacdo via rota doTLRA4.

Em ambos os tecidos (artigo 1 e manuscrito 1), observamos que o exercicio induz uma
resposta inflamatdria,aumentando a formacédo de citocinas pré-inflamatorios e diminuindo a
expressdo de citocinas anti-inflamatdrias, como a IL-10. A IL-10 exerce varios efeitos
metabdlicos e compartilha mecanismos na adaptacdo ao exercicio, melhorando as defesas do
sistema imunoldgico (Scheffer e Latini, 2020). Assim, 0 aumento da expressao dessa citocina
no figado e no musculo representa um processo anti-inflamatorio (Pilegaard et al., 2002). Por
outro lado, o pré-tratamento com diclofenaco per seaumentou a expressao de IL-10 no figado
e musculo de ratos controle, e impediu a diminui¢cdo nos animais que foram submetidos a

natacdo exaustiva.
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A inflamacdo é fundamentalmente uma resposta protetora que tem o objetivo de
eliminar o agente indutor do dano (que pode ser um microrganismo, estimulo fisico, agente
quimico, etc.), bem como, critica para a regeneracéo de fibras musculares ap6s o dano (Tidball,
2005). A auséncia de uma inflamacao adequada em uma célula/tecido lesado podera fazer com
que o dano as células/tecidos ndo seja cessado. Por isso, a inflamagao pode ser tanto benéfica
quanto potencialmente danosa (Ellulu et al., 2017). A nivel molecular, a ativagdo do fator de
transcricdo NFxB nas células danificadas induz uma resposta pro-inflamatoria, marcada pelo
aumento de IL-1p, TNF-a IL-6, iINOS e COX-2 (Ji et al., 2004).

H& véarios exemplos da importéncia significativa da inflamacdo na modelacdo e
adaptacdo do musculo esquelético em resposta ao exercicio fisico, bem como a interferéncia de
tratamentos com anti-inflamatorios. Por exemplo, o tratamento local comanti- inflamatérios
atrasa a regeneracdo muscular ap6s a sessdo de exercicio em animais jovens (Monda et al.,
2009), bloqueia a proliferacdo de células-tronco em humanos (Mikkelsen et al., 2006), diminui
a hipertrofia em ratos (Novak et al., 2009) e retarda a recuperacdo da forca muscular (Mishra
et al., 1995). Estes dados sugerem que a modulacdo inflamatdria tem um papel crucial na
adaptacdo muscular ao exercicio fisico e que o tratamento com antiinflamatorios interfere de
maneira significativa no musculo esquelético (Pillon Barcelos et al., 2017).

Os dados apresentados nesta tese reforcam o envolvimento de processos inflamatdrios
no aparecimento da fadiga e sugerem que o efeito anti-inflamatorio exercido pelo diclofenaco,
especificamente em tecidos periféricos, possa ter efeito benéfico na reducdo do tempo de
retorno a competicdo por atletas. Cabe salientar que os AINEs, considerados pela Agéncia
Mundial Antidoping (AMA) como substancias de uso permitido, s&o amplamente utilizados
com a finalidade de reducdo das manifestacfes excessivas do processo inflamatorio decorrente

da lesdo, como exemplo o controle da dor muscular tardia (Ciocca, 2005).
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7. CONCLUSAO

Demostramos que o diclofenaco interfere na modulagdo das respostas antioxidantes e
inflamatorias em figado e musculo induzidas pelo exercicio fisico exaustivo. O uso de
diclofenaco prévio foi responsavel por aumentar o tempo de natacdo dos animais tratados. Além
disso, 0 uso de diclofenaco prévio a sets exaustivos consecutivos diminui a inflamacédo hepatica
e muscular gerada por este tipo de exercicio fisico. Nossos dados apontam claramente para a
participacdo de fatores inflamatdrios ativados pela rota TLR4- NF«kB-citocinas.

Baseado no conjunto de resultados obtidos, pode-se afirmar queo diclofenaco,
concomitantemente ao exercicio fisico exaustivo, pode limitar a modulagdo natural do
organismo ao estresse de cunho oxidativo/inflamatério gerado por diferentes tipos de exercicios
fisicos.

O presente estudo torna-se relevante considerando a quantidade e frequéncia do
consumo de diclofenaco mundialmente. Com isso, pode-se concluir que a administracdo de
diclofenaco na dose de 10mg/kg pode adiar o aparecimento da sensacdo de fadiga em ratos.
Além disso, as adaptacOes geradas pelo uso agudo de diclofenaco causa adaptacGes no figado
e musculo, 0 que ndo causou nenhum prejuizo na realizacdo dos testes exaustivos, demostrando
a importancia destes no desempenho esportivo. Entretanto, mais estudos se fazem necessarios
para estabelecer o real papel dos AINEs na realizacdo de exercicios de alta intensidade e de

curta duracao.



8. PERSPECTIVAS

Até o momento, nosso grupo de pesquisa uniu esfor¢os para investigar o
envolvimento dos AINEs no mecanismo de fadiga. Dada a importancia dos resultados
obtidos, surge o interesse em investigar dois pontos principais: o primeiro se refere aos
efeitos de um set de natacdo na via dos TLR4 ao longo do tempo, para compreendermos o
processo adaptativo do acimulo de sets repetidos. E o segundo se refere a uma possivel via
metabolica de ativacdo do processo inflamatério causado pelo acumulo de repetidos sets
de natacéo exaustiva (via receptores g-adrenérgicos).
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