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BUSCARIOLLI, Renato. Sistema de defesa antioxidante, histologia e ECG do
coracao de ratos Wistar submetidos a um protocolo de overtraining em
esteira. 2011. Tese de Mestrado — Instituto de Biologia. Universidade Estadual de

Campinas, Campinas, 2011.
RESUMO

O recurso do treinamento intensificado € comum no esporte de alto rendimento, uma
vez que pode levar ao aumento no desempenho previamente atingido em um curto
espaco de tempo. Esse treino pode ser manipulado através de aumentos substanciais
nas cargas, duracdo, freqléncia, intensidade e, principalmente, pela reducdo do
periodo regenerativo. Por outro lado, ja esta bem documentado que essa intervencgao
pode resultar em perda do nivel de desempenho anteriormente atingido. Embora
existam diferentes nomenclaturas para descrever essa perda do desempenho em
individuos previamente bem adaptados, utilizamos aqui a posicado adotada em 2006
pelo Colégio Europeu de Ciéncias do Esporte, que denominou o periodo de treinamento
intensificado de overtraining (OT) e os possiveis estados, de manutencao ou eventual
melhora no desempenho de Overreaching Funcional (FOR), e de queda no
desempenho de Overreaching Nao Funcional (NFOR). Devido as limitagcbes de se
estudar o OT em seres humanos, desenvolvemos um protocolo em esteira para modelo
animal (ratos Wistar) que gera os estados FOR e NFOR apds um periodo de adaptacao
ao treinamento (TR). O objetivo do presente trabalho foi verificar qual a relagdo entre o
estado do miocardio e o nivel de desempenho dos animais frente ao protocolo de OT.
Para tanto, determinamos indiretamente a presenca ou nao de estresse oxidativo (EO)
bem como alteracdes teciduais e eletrofisiolégicas que pudessem mostrar prejuizo da
funcédo cardiaca. Assim, além do acompanhamento longitudinal do eletrocardiograma
(ECG), ao término do protocolo foi feita andlise histoldgica (Hematoxilina-Eosina/Sirius
Red); quantificacdo de células apoptéticas (TUNEL - marcador de apoptose), dosagem
de TBARS (marcador de peroxidagao lipidica), e atividade das enzimas antioxidantes
catalase (CAT), superdxido dismutase (SOD) e glutationa redutase (GR). Nossos
resultados mostraram que nao houve alteracées nos parametros eletrocardiogréaficos ao
longo do protocolo, nem nas analises histologicas e na dosagem de TBARS realizadas
em cada um dos grupos de animais. A GR apresentou aumento significativo nos
animais que treinaram (TR, FOR e NFOR) frente ao grupo controle (CO) enquanto a
SOD, CAT e apoptose aumentaram de forma significativa somente no grupo NFOR. A
manutencdo dos niveis de TBARS e a auséncia de alteragcbes morfoldégicas ou
eletrofisiolégicas que poderiam comprometer a atividade contratil do coracdo sugerem
que o miocardio adaptou-se positivamente ao treinamento mesmo no grupo NFOR.
Todavia, o0 aumento da apoptose e das enzimas SOD e CAT no NFOR, sugerem uma
maior producao de espécies reativas de oxigénio (EROS) neste grupo, que estaria mais
susceptivel a instalacdo de um quadro de estresse oxidativo. Portanto, apesar da queda
de desempenho do grupo NFOR estar associada a outros fatores que nao apenas o
comprometimento do miocardio, nossos dados apontam que a atividade fisica regular
com alto volume deve ser conduzida com cautela e com avaliacdo periddica da funcao
cardiaca.

Palavras-Chaves: overtraining, ratos Wistar, miocardio, estresse oxidativo, teste de
esforco
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BUSCARIOLLI, Renato. Antioxidant defense system, histology and ECG of
Wistar heart rats submitted to an overtraining protocol in treadmill. 2011. Tese
de Mestrado — Instituto de Biologia. Universidade Estadual de Campinas, Campinas,
2011.

ABSTRACT

The use of intensified training is common in high level sport, since it can lead to
increases in the performance previously achieved. This training can be manipulated
through substantial increases in loads, duration, frequency, intensity, and mainly by
reducing the regeneration period. On the other hand, is well documented that this
intervention may result in loss of the performance level previously attained. Although
there are different classifications to describe this loss of performance in athletes
previously well-adapted, we used here the position adopted in 2006 by the European
College of Sport Science, which called the period of intensified training of overtraining
(OT) and the possible states of maintenance or improvement in the performance of
Functional Overreaching (FOR), and decrease in performance of Nonfunctional
Overreaching (NFOR). Due to the limitations of studying the phenomenon of the OT in
human beings, we developed an animal treadmill model (Wistar rats) that takes to the
states FOR and NFOR after a period of adaptation to the training (TR). The objective of
the present work was to verify the relation between the state of the myocardium and the
performance level of the animals submitted to the OT protocol. So, we indirectly
determined the presence or not of oxidative stress (EO) in the myocardium, as well as
tissue and electrophysiological alterations that could harm the cardiac function.
Therefore, we made the longitudinal accompaniment of electrocardiogram (ECG) and in
the end of the protocol we made the histological analysis (HE/Sirius Red); the
quantification of apoptotic cells (TUNEL), dosage of TBARS (marking of lipid per
oxidation) and we measured the activity of the following antioxidant enzymes: catalase
(CAT), superoxide dismutase (SOD) and glutathione redutase (GR). Our results had
shown that there are no alterations in the electrocardiographic parameters (ECG), in the
histological analyses and in the dosage of TBARS. The GR presented a significant
increase in the animals that had trained (TR, FOR and NFOR) compared to Control
Group (CO) while SOD, CAT and apoptosis had significant increase only in the NFOR.
The maintenance of the TBARS levels and the absence of morphologic or
electrophysiological alterations that could compromise the contractile activity of the
heart, indicate that the myocardium was positively adapted to the training even in NFOR.
However, the increase in enzymes SOD and CAT, and the increase of apoptosis in the
NFOR, indicates that the production of reactive oxygen species (EROS) seems to be
greater in this group, being imminent the installation of EO. Therefore, despite the drop
in NFOR performance be associated with other factors than just the involvement of the
myocardium, our data show that regular physical activity with high volume should be
conducted with caution and with regular assessment of cardiac function.

Keywords: overtraining, Wistar rats, myocardium, oxidative stress, exercise test
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1. INTRODUCAO

1.1. Producao de radicais livres e exercicio

As células de organismos aerdbios obtém a energia necessaria para sua
atividade biolégica a partir da oxidacdo de substratos energéticos, tais como
carboidratos, lipideos e proteinas, usando o oxigénio (Op) como aceptor final de
elétrons. A molécula de O, em seu estado diatbmico é uma espécie com alto poder
oxidante (Eo = 0,82mV), o que é fundamental para o processo de obtencéo de energia
através da fosforilacao oxidativa mitocondrial.

Pelo fato de possuir dois elétrons desemparelhados localizados em orbitais
distintos, o O, € classificado como uma espécie radicalar, mais especificamente um
birradical de estado triplete (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007). Estes elétrons
possuem spins paralelos e compartiham o mesmo ndamero quantico.
Consequentemente, apesar do seu alto potencial oxidante possui reatividade
moderada, uma vez que de acordo com o principio de exclusao de Pauli, o O, apenas
recebera um par de elétrons de outra molécula caso estes possuam spins que
necessariamente sejam antiparalelos aos ja existentes na molécula de O,. Como isto
raramente acontece o O, reage lentamente na auséncia de um fator catalitico, e tende a
receber elétrons de forma individual durante sua redugdo, gerando moléculas
intermediarias instaveis e altamente reativas, chamadas espécies reativas de oxigénio
(EROS) (LEEUWENBURGH & HEINECK, 2001).

EROS é um termo geral que inclui ndo apenas as espécies radicalares derivadas
do Oz como também as espécies ndo radicalares (i.e perdxido de hidrogénio (H20,),
acido hipocloroso (HOCI) ou Oz singlete). Por outro lado, denominam-se radicais livres
(RL) as moléculas ou fragmentos de moléculas que ndo necessariamente derivam do
oxigénio e que possuem um ou mais elétrons desemparelhados. Ou seja, todas as
espécies com elétrons desemparelhados derivadas do O, sdo RL, mas nem todas as
EROS séao RL (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007; FINAUD et al., 2006).

Radicais livres e EROS reagem rapidamente com a molécula estavel mais

proxima, capturando o elétron necessario para ganhar estabilidade estrutural quimica.



Assim, podem lesar componentes celulares vitais tais como 4&cidos nucléicos,
membranas celulares e mitocdndrias, podendo levar a morte celular (BUONOCORE &
GROENENDAAL, 2007).

Postula-se que no miocardio em uma situacao de repouso, cerca de 1 a 5% do
O. consumido pelas mitocéndrias sdo convertidos em EROS, tais como, &anion
superéxido (O2%), peréxido de hidrogénio (H205) e radical hidroxila (*OH) (ASCENSAO
et al., 2007; LEEUWENBURGH & HEINECK, 2001; CHANCE et al., 1979).

Durante o exercicio ocorre uma maior producdo de EROS pelos musculos
esqueléticos, em virtude do aumento na taxa metabélica (ASCENSAO et al., 2007;
RADACK et al., 2001; RADACK et al., 1999; ALESSIO & GOLDFARB, 1988; DAVIES et
al., 1982). Todavia, ha poucas evidéncias diretas de que este aumento seja decorrente
da producao mitocondrial (LEEUWENBURGH & HEINECK, 2001). Neste sentido, outras
fontes de RL e EROS foram sugeridas no exercicio: via da xantina oxidase (XOD),
NADPH Oxidase, via da Oxido Nitrico Sintase (NOS) e auto-oxidacdo de catecolaminas,
catalisada por ions metalicos (REID, 2001).

A espécie reativa primaria gerada nas células musculares e cardiacas tanto no
repouso quanto no exercicio é o radical anion superéxido (O.*), formado a partir do
ganho de um unico elétron pela molécula de O, (POWERS et al., 2009; JACKSON et
al., 2007). A produgao de O, pode ocorrer em diversos locais no interior das células,
incluindo as mitocéndrias, reticulo sarcoplasmatico, tubulos transversos, sarcolema e
citosol.

Nas mitocondrias os principais sitios de produgédo de O.*, sdo os complexos | e
[l da cadeia transportadora de elétrons (CTE) (BARJA, 1999). No reticulo
sarcoplasmatico, tubulos transversos e sarcolema o principal responsavel por esta
producdo parece ser o sistema das NADPH oxidases, enquanto no citosol a xantina
oxidase parece apresentar maior relevancia, especialmente no musculo de ratos
(POWERS et al., 2009; GOMEZ-CABRERA et al., 2008). Uma vez formado o O,* é
prontamente dismutado a HoO> em um processo que pode ocorrer de forma espontanea
ou através da agdo de um grupo de enzimas denominado superdxido dismutase (SOD)
(POWERS et al., 2009).



O H202 é uma espécie nao radicalar e dessa forma um agente oxidante fraco,
mas com uma meia-vida relativamente longa. Isso permite sua difusao entre as células
e interacdo com diversas moléculas (POWERS et al.,, 2009). Em uma dessas
interacdes, o Hx02 pode reagir com metais reduzidos (Fe?*, Cu?*) gerando o radical
hidroxila (*OH), espécie radicalar mais reativa que conhecemos, uma vez que nao ha
mecanismo de defesa especifico para ela. O *OH tem sido postulado como o maior
responsavel por danos gerados em proteinas, lipideos, carboidratos e DNA devido a
sua alta instabilidade. Todavia, ha poucas evidéncias diretas de que este radical seja
produzido em meios bioldgicos, principalmente devido a sua meia vida muito curta
(LEEUWENBURGH & HEINECK, 2001).

Além de gerar H20O2, 0 O>* quando reage com o 6xido nitrico (*NO) produz outra
espécie altamente reativa: o peroxinitrito (ONOQO), classificado como uma espécie
reativa do nitrogénio (ERN). O peroxinitrito pode ser protonado produzindo o acido
peroxinitroso (ONOOH), altamente instavel, que ird se decompor em *OH e di6xido de
nitrogénio (NOy).

O °NO é sintetizado a partir do aminoacido arginina por diferentes isoformas da
enzima Oxido nitrico sintase (NOS), e apresenta uma importante fungdo como
sinalizador intracelular (POWERS et al., 2009). Durante o exercicio ha um aumento
exponencial do *NO, favorecendo sua interagdo com o O.* e, portanto, a formagéo de
ONOO'. O ONOQO' parece estar ligado a deplecdao de grupos tidlicos e reducdo da
biodisponibilidade de *NO e 0,*, alterando uma série de cascatas de sinalizagdo
(POWERS & JACKSON, 2008; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007).

Apesar do papel deletério das EROS, ERN e RL, evidéncias mostram que estas
moléculas também desempenham um papel fisiol6gico importante na resposta imune
do organismo, na regulacéo redox da transcricdo, na sinalizacao celular e na regulacéao
da atividade enzimética (VOLLAARD et al., 2005). Ou seja, as EROS, ERN e RL séao
produtos do metabolismo celular que possuem um duplo papel. Podem tanto ser
nocivos quanto benéficos para o organismo. Tudo aparentemente depende da
manutencédo de um equilibrio entre formacao e remocéo.

A protecdo do efeito nocivo das EROS é feito por um complexo sistema de

defesa, que inclui antioxidantes enzimaticos e de baixo peso molecular, ndo-enzimatico.



1.2. Sistema de defesa antioxidante

Antioxidante pode ser definido como qualquer substancia que ajuda a reduzir a
gravidade dos danos oxidativos gerados pelos RL, EROS e ERN. Esta fungcédo pode ser
exercida através de duas formas: pela formagédo de espécies reativas menos ativas ou
pela extingdo das reacbes em cadeia responsaveis pela sintese destes compostos
(FINAUD et al., 2006).

O sistema de defesa antioxidante pode ser dividido em enzimatico (endégeno) e
ndo-enzimatico, obtido principalmente da alimentacdo. As enzimas antioxidantes
incluem a SOD, a catalase (CAT) e o sistema glutationa peroxidase (GPX) / glutationa
redutase (GR). Os antioxidantes ndo-enziméticos incluem uma série de substancias que
neutralizam os RL e as EROS pela capacidade de doar elétrons a estes, sendo os mais
conhecidos: vitamina A (Retinol), vitamina C (acido ascérbico), vitamina E (tocoferol),
flavondides, grupos tidlicos, acido urico, bilirrubina, ferritina e micronutrientes (ferro,

cobre, zinco, selénio, manganés) (FINAUD et al., 2006).

A SOD possui a funcdo de protegdo contra os danos gerados pelo O.* e é
considerada a primeira linha de defesa do sistema de defesa antioxidante enzimatico.
SOD representa um grupo de enzimas que catalisa a dismutagédo do O, e a seqliente

formacgéo de H20».
2 0, + 2H" SOD H>O5 + Os

Em todas as células, no repouso, a maior parte do O.* produzido pela
mitocondria € dismutado pela SOD mitocondrial (Mn-SOD). O restante difunde-se no
citosol, onde sofre a acao da isoforma da SOD dependente de cobre e zinco (Cu-Zn-
SOD) (FINAUD et al., 2006). A Cu-Zn-SOD é particularmente estavel e parece resistir a
variacdes de pH enquanto a Mn-SOD é mais sensivel (HALLIWELL & GUTTERIDGE,
2007).

A CAT estd presente em todas as células eucaridticas, e em particular nos

peroxissomos, estruturas celulares que usam o Oz para neutralizar substancias nocivas



e produzir H,O.. A CAT € uma enzima que possui quatro subunidades em sua estrutura
e converte H,O2 em agua e Oz (FINAUD et al., 2006).

2 HO2 —»CAT 2 H0 + O2

E importante ressaltar que a CAT tem participacdo efetiva na detoxicacdo do
HoO2> quando hd um aumento significativo nas concentracdes intracelulares deste
composto, uma vez que o k, da enzima é alto (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007).

A GPX presente no citosol da célula e nas mitocondrias também tem a
capacidade de transformar o H>O, em agua. Quando comparada a CAT, a GPX possui
uma maior capacidade de remocdo de HpO,, atuando também na remocao de
perodxidos lipidicos (URSINI & BINDOLI, 1987; CHANCE et al., 1979; COHEN et al.,
1963). Ha diversas isoformas de GPX nas células animais, sendo que esta é uma das
raras enzimas que possuem selénio em sua estrutura (HALLIWELL & GUTTERIDGE,
2007).

A dismutacdo catalisada pela GPX utiliza glutationa reduzida (GSH), que é
transformada em glutationa oxidada (GSSG). A GSSG por sua vez é reduzida
novamente a GSH através da enzima glutationa redutase (GR), largamente presente
nas células, e que utiliza NADPH como agente redutor, advindo principalmente da via
das pentoses (FINAUD et al., 2006; GUL et al., 2006).

H.O, + 2GSH —SPX 5  GSSG + 2H.0
GSSG + NADPH + HY —CR _, NADP* + 2GSH

A GSH atua como um importante antioxidante intracelular, sendo que a razao
GSH/GSSG parece ser o fator determinante para a manutencao do estado redox das
células (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007).

Além das enzimas supracitadas, podemos destacar o papel antioxidante das
proteinas induzidas pelo calor “heat shock proteins” (HSP) assim como das
peroxirredoxinas/tiorredoxinas. As HSP tém funcdo de chaperonas, isto é, restauram
proteinas nao funcionais que foram modificadas, impedem a agregacdo de proteinas
ndao funcionais e protegem proteinas funcionais de serem alteradas (STARNES &
TAYLOR, 2007). Ja as redoxinas sdo enzimas com baixo Kk, presentes em larga escala



nas células e responséaveis pela reducdo do H>O. e perdxidos organicos em geral.
Pertencem a familia das peroxidases e sao homodimeros sem grupo prostético,
dependendo de cisteina no sitio-ativo para exercerem sua fungdo catalitica
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007).

A eficiéncia do sistema de defesa antioxidante depende do estado nutricional
(vitaminas e micronutrientes) e da atividade enzimatica endbégena, que pode ser
modulada pelo exercicio, treinamento, alimentacdo e idade (FINAUD et al., 2006).
Neste sentido, a atividade fisica regular (especialmente exercicios de endurance), tem
se mostrado eficaz no aumento da capacidade de defesa antioxidante.

Em relagdo ao coracdo, o exercicio de endurance é tido como uma medida
efetiva na protecdo contra danos cardiacos, sendo considerada a Unica ferramenta
aplicavel de maneira sustentavel para obtencdo da cardioprotecdo frente ao aumento
na concentracdo de EROS (KAVAZIS, 2009; ASCENSAO et al., 2007).

1.3. Alteracoes no estado redox do miocardio induzidas pelo exercicio cronico

E sabido que a realizacdo regular de exercicios de endurance induz um efeito
cardioprotetor consistente contra danos gerados por eventos de isquemia-reperfusao
(FRENCH et al., 2008). Apesar do efeito cardioprotetor induzido pelo exercicio ter sido
descrito pela primeira vez em 1978 (McELROQOY et al., 1978), a busca pelos mecanismos
responsaveis continua sendo um topico de debate. As principais propostas para
elucidar este fenbmeno estao relacionadas a alteracbes no estado redox celular e
incluem aumento nas proteinas HSP e melhora na capacidade de defesa antioxidante
(ASCENSAO et al., 2007; STARNES & TAYLOR, 2007). Alguns trabalhos sugerem
ainda que as adaptacbes intrinsecas da mitocondria (mudanca na estrutura e
densidade dos poros de transicdo de permeabilidade), aumento de fatores anti-
apoptoticos (repressor de apoptose com sitio de recrutamento para caspases (ARC)),
diminuicédo de fatores pré-apoptoticos (citocromo ¢ e fator de indugédo a apoptose (AlF))
e 0 aumento na taxa de proliferacdo celular, também devem ser considerados
mecanismos importantes neste contexto (KOLWICZ et al., 2009; KAVAZIS et al., 2008).

O miocardio é um tecido extremamente oxidativo, e apresenta um elevado

consumo de oxigénio basal, especialmente em ratos, que possuem alta freqiéncia



cardiaca (GUL, et al., 2006; MORAN et al., 2004; BEJMA et al., 2000; POWERS et al.,
1993). Durante o exercicio intenso o consumo de O, pode aumentar em mais de quatro
vezes, potencializando a producédo de EROS (GUL et al., 2003; WILMORE & COSTILL,
1999). As duas principais caracteristicas do miocardio que contribuem de forma direta
para uma producado de EROS aumentada sao (1) a alta densidade mitocondrial e (2) a
alta tensdo de oxigénio nas mitocondrias (ASCENSAO et al., 2007).

O miocardio é um tecido po6s-mitético. Apresenta uma capacidade limitada de
aumento na atividade de enzimas do sistema de defesa antioxidante se comparado a
tecidos com maior capacidade proliferativa e oxidativa, como o caso do figado (JI,
2000). Comparado ao musculo esquelético o coragdo possui uma maior [GSH] e
também maior razdo GSH/GSSG (Liu et al., 2000). A atividade absoluta das enzimas
antioxidantes e de antioxidantes ndo enzimaticos € maior no miocardio, evidenciando
uma maior protecao intrinseca deste tecido frente ao musculo esquelético (JI, 2000; Gul
et al. (2006)). Segundo Atalay & Sen (1999), o exercicio fisico regular parece otimizar o
sistema de defesa antioxidante cardiaco e promover uma melhora funcional global.
Todavia, ha na literatura uma grande variabilidade nas respostas destas enzimas frente
a protocolos de endurance (para revisdo, buscar referéncias em ASCENSAO et al.,
2007).

As principais justificativas elaboradas para a grande diversidade das respostas
encontradas baseiam-se nas diferencas metodoldgicas entre os trabalhos, sendo as
mais importantes: caracteristicas dos protocolos de endurance utilizados,
procedimentos bioquimicos, fracdo tecidual analisada, tempo decorrido entre a ultima
sessao de treino e o sacrificio dos animais e os tipos de biomarcadores considerados
(ASCENSAO et al., 2007). A idéia de que os beneficios gerados pelo exercicio regular
no miocardio sao decorrentes do aumento no sistema de defesa antioxidante per se
ainda estd em debate. Aparentemente, independente das diferencas metodologicas
citadas, nem sempre as adaptagdes ao treino de endurance no sistema de defesa
antioxidante s&o efetivas (ASCENSAO et al., 2007).

O estado redox é uma variavel fisiolégica dependente do balanco entre a
producdo de espécies oxidantes e a capacidade de tamponamento antioxidante. O

exercicio de endurance sistematizado parece gerar duas respostas para manter o
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equilibrio: por um lado, aumenta a formacdo de EROS e provavelmente como
conseqUéncia, aumenta a atividade de enzimas antioxidantes contribuindo para um
estado de equilibrio entre pré-oxidante/antioxidante (TIIDUS, 1998; SEN, 1995). Neste
sentido, Reid et al. (1993) propuseram um modelo relacionando o estado redox da
célula muscular com a producgéo de forca, sugerindo a existéncia de um estado redox

6timo para geracéao de forca.

O desequilibrio entre a producdo de EROS e sua eliminacdo, no sentido de
aumento na concentracdo de EROS, é denominado estresse oxidativo (EO). O estresse
oxidativo pode causar lesdo tecidual e tem sido relacionado a um grande numero de
doencas crénico-degenerativas (BUONOCORE & GROENENDAAL, 2007) bem como
prejuizos na fungéo cardiaca (TAYLOR et al., 2003) e muscular (REID et al., 1993).
Peake et al., (2007) sugeriram que o aumento na producdo de EROS inerente a
atividade muscular intensa pode ser responsavel pelo aumento dos danos musculares e
subsequente propagacao da resposta inflamatoria, o que pode desencadear o processo
de apoptose.

A apoptose depende da ativacdo de uma classe de proteinases denominadas de
caspases. Geralmente é causada por fatores fisiol6gicos, € nem sempre esta associada
a instalacdo de um processo inflamatério. Especula-se que a apoptose induzida pelo
exercicio € um processo regulatério normal, com a funcdo de remover células
danificadas sem uma resposta inflamatéria exacerbada. Neste contexto, alguns fatores
que podem induzir apoptose sdo: aumento na secrecao de glicocorticoides, aumento
nas concentracdes intracelulares de calcio, aumento das EROS, aumento do fator de
necrose tumoral (TNF) entre outros. Alguns autores destacam a importancia da
mitocdndria na regulagéo desse fenémeno (PHANEUF & LEEUWENBURGH, 2001).

Kavazis et al., (2008) mostraram que o treino de endurance gera um fenétipo de
mitocOndria que se mostrou mais resistente contra o0 desencadeamento da apoptose do
que de animais nao treinados. Alguns trabalhos (JUDGE et al., 2005; VENDITTI et al.,
1999) mostraram ainda que o treinamento pode levar a uma menor producao de EROS
em virtude de um maior desacoplamento na cadeia de transporte de elétrons (CTE) e
menor producdo de O,* pelo complexo | da mitocondria (STARNES et al., 2007).
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Devido a sua intima ligacdo com o estresse oxidativo, a apoptose pode ser utilizada
como um indicativo celular ndo sé do balanco entre fatores pré e anti-apoptoticos, mas
também do balanco entre producao de radicais livres e sistema de defesa antioxidante,
contribuindo para o estabelecimento do panorama do estado redox celular. Todavia,
apesar da apoptose ter sido documentada apdés o exercicio, 0s mecanismos
responsaveis continuam desconhecidos (JIN et al., 2000).

Em suma, o treino de endurance parece induzir adaptacdes intrinsecas que
otimizam a producdo de ATP pela mitocéndria, aumentando a capacidade funcional do
miocardio (STARNES & TAYLOR, 2007). Simultaneamente, apesar da tendéncia de
aumento na modulagcado de genes relacionados aos sistemas antioxidantes enzimaticos
e n&o-enzimaticos (ASCENSAO et al., 2007), tanto o volume como a intensidade do

treino parecem ser fundamentais na modulacao desta resposta (POWERS et al., 1993).

1.4. Adaptacoes no miocardio induzidas pelo exercicio: aspectos gerais e

ferramentas de avaliacao

O coracao sofre alteracbes morfoldgicas e funcionais em decorréncia do
processo de treinamento. Os aspectos clinicos, eletrocardiograficos e ecocardiograficos
dessas alteracoes fisiolégicas sdo conhecidos como “sindrome do coracdo de atleta”
(CHEE et al, 2005). Essa se caracteriza pela hipertrofia biventricular e bradicardia
associada a funcao diastdlica e sistélica normal. As adaptacées morfoldgico-estruturais
ocorrem de acordo com o tipo de treinamento, e séo identificadas em alteragcées no
eletrocardiograma (ECG) e ecocardiograma (ECO) (BRYAN et al., 1992). Similarmente,
€ sabido que no miocardio de ratos o treinamento sistematizado leva a profundas
alteracbes anatbmicas, fisiolégicas e metabdlicas. A similaridade das respostas
observadas em ratos e humanos indica que este modelo animal é valido para a

transposicao das adaptacdes cardiovasculares em humanos (FENNING et al., 2003).

Algumas das possiveis alteracdées do miocardio frente ao exercicio de endurance
cronico incluem: aumento na massa cardiaca, aumento das camaras ventriculares,
aumento da espessura da parede do ventriculo esquerdo, aumento da oxidagao de

acidos graxos, aumento na expressao da cadeia pesada de miosina e diminuicdo na
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deposicao de colageno nos cardiomidcitos (SCHULTZ et al., 2007). Tais adaptacdes
estruturais otimizam o processo contratil, melhorando a capacidade funcional, traduzida
em um maior volume sistélico e conseqlientemente maior débito cardiaco. (KAVAZIS,
2009; HAI BO, 2008, SCHULTZ et al., 2007; FENNING et al., 2003).

O débito cardiaco possui intima relacdo com o desempenho, uma vez que
interfere diretamente no transporte de oxigénio para os tecidos. Neste sentido, Bassett
& Howley (2000) afirmaram que o principal fator na diferenciacdo do consumo maximo
de oxigénio (VO2max) entre individuos treinados e nao treinados € o débito cardiaco,
mais especificamente o volume sistélico, uma vez que tanto a freqiiéncia cardiaca como

a extracao de oxigénio pelos tecidos possuem menor variagao entre estes sujeitos.

O ECG é o registro da atividade elétrica do coracao e € afetado pela alteracédo da
atividade ibnica, determinada pelo status nutricional ou de hidratacdo, balanco
eletrolitico, fluxo sanguineo (isquemia), hipbxia, pH, mudancas estruturais como
hipertrofia do ventriculo esquerdo (HVE) e estimulacdo neurogénica ou autondmica
(KING et al., 1995). Em ratos, a primeira descricao de um ECG de repouso foi realizada
por Sambhi & White (1960). Em geral é similar, mas nao idéntico ao ECG de humanos.

Os registros eletrocardiograficos realizados em ratos variam de acordo com o
tipo de técnica de gravacéo utilizada, a qual esta sujeita as variaveis como presencga ou
auséncia de anestesia, tipo de agente anestésico, posicao do animal durante o registro
e caracteristicas do amplificador (BESTETTI & OLIVEIRA, 1990; BESTETTI et al.,
1987). A idade, peso, género e forma de contencdo do animal sao fatores que também
precisam ser considerados para o registro e andlise do ECG de roedores. O rato
apresenta ECG de dificil interpretacdo patolégica quando analisado isoladamente de
forma nado seriada, sendo geralmente utilizado como uma ferramenta diagnostica
complementar (BESTETTI & OLIVEIRA, 1990; BESTETTI et al., 1987).

As principais diferencas do ECG de ratos em relagdo ao homem s&o: alta
frequéncia cardiaca (média = 400bpm), presenca de contracbes prematuras
supraventriculares, arritmia sinusal, assimetria da onda T e auséncia do segmento ST
em decorréncia da alta frequéncia cardiaca (FC) (BESTETTI & OLIVEIRA, 1990;
BESTETTI et al., 1987). A onda Q pode apresentar-se de forma rudimentar ou ausente

sendo que a onda S, por outro lado, é registrada em quase todas as derivacdes
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(SAMBHI & WHITE, 1960). O eixo cardiaco mostra-se na posicao vertical, indicando
que o apice do coracao esta préximo da linha média do esterno e pode ser calculado
tendo-se como referéncias o complexo QRS, segundo orientacdo espacial do sistema
hexaxial. Observou-se em ratos Wistar saudaveis valores de 0° a 90° semelhante ao
eixo elétrico humano (BONILHA et al., 2005).

O ECO é uma importante ferramenta para identificar a morfologia do “coracao de
atleta” e diferencia-la do “coracao patoldgico”, principalmente quando existem duvidas
geradas por anormalidades no ECG (CHEE et al., 2005). Pelliccia et al. (2000)
mostraram que na auséncia de condi¢cdes patoldgicas, o maior responsavel pelas
alteracbes no ECG seria o remodelamento morfol6gico induzido pelo treinamento fisico,
jA que os atletas com as maiores anormalidades no ECG mostraram os maiores
aumentos na luz, espessura das paredes e massa do ventriculo esquerdo (VE).
Fenning et al., (2003) com a utilizacdo de ECO mostraram que ratos submetidos ao
treino de endurance de 12 semanas aumentaram o didmetro diastdlico interno do VE,

volume sistdlico e débito cardiaco sem aumento significativo da espessura da parede.

A histologia basica também desempenha um papel importante na deteccao de
alterac6es morfoldgicas, uma vez que pode ser utilizada para deteccdo de hipertrofia
cardiaca e esteatose, além de indicar a presenca de fibras colagenas e infiltrados

celulares, marcadores de processo inflamatério localizado.

Em relacdo aos marcadores sanguineos para deteccao de alteragdes
morfologicas do miocardio, atualmente as Troponinas C e | sdo os analitos de escolha,
uma vez que apresentam uma série de vantagens (i.e maior tempo de elevagcao e maior
meia vida) frente a outros biomarcadores (i.e lactato desidrogenase, creatina quinase-
MB e mioglobina) (BABUIN & JAFFE, 2005). As Troponinas possuem alta
especificidade para lesbes do miocardio, mesmo em situagcdes de danos significativos
no musculo esquelético (RAJAPPA & SHARMA, 2005). Neste sentido, Neumayr et al
(2001) demonstraram, utilizando a Troponina |, que atividades chamadas de
ultraendurance causavam lesdes subclinicas no miocardio mesmo em atletas

experientes.
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Tulloh et al., (2006) associaram elevacao da Troponina T e funcéo ventricular
esquerda anormal em triatletas, alertando sobre a necessidade de determinar a
possivel permanéncia destas sequelas. Com o intuito de verificar se as adaptacdes
morfologicas decorrentes do exercicio de endurance poderiam atenuar o
remodelamento intrinseco do miocardio de ratos hipertensos, Schultz et al., (2007)
concluiram que tanto o volume como a intensidade do treino sdo fundamentais na
determinacdo de uma resposta fisiolégica ou patolégica do coracdo hipertenso. Neste
trabalho (SCHULTZ et al., 2007), verificou-se que 0s animais que executaram um
volume muito elevado de treino apresentaram maior deposicdo de colageno no
cardiomiécito com sequente perda de funcdo cardiaca, detectada por parametros
mensurados no ECO. Neste caso, o treinamento prejudicou o débito cardiaco e os
autores destacaram a necessidade de se controlar a carga do treino.

1.5. Teoria da supercompensacao x overtraining

No processo de treinamento, para se aumentar o desempenho das capacidades
fisicas é necessario a modulagéao de variaveis como intensidade, duragao e frequéncia
do esfor¢co durante as sessdes de treino (BOMPA, 2001). Ou seja, a aplicacdo de
sobrecargas de esforco fisico é imprescindivel para a resposta adaptativa do organismo
a alteracao provocada na homeostasia das células, érgaos e estruturas envolvidas com
o movimento. E importante ressaltar que a resposta adaptativa acontece durante o
periodo de descanso ou periodo regenerativo pds-esforgo.

A resposta ao estresse objetiva uma adaptacdo positiva nesses sistemas e
envolve processo inflamatério, aumentos nas concentragcdes de reservas energéticas,
aumentos nas atividades de enzimas-chave do metabolismo e sintese de novas
proteinas. A resposta maxima é denominada na literatura de supercompensacado. Na
supercompensacao ocorre um melhor suprimento energético para exercicios que venham
a requerer maior mobilizacdo metabdlica ou, ao contrario, uma economia de energia em
atividades fisicas ja habituais na estrutura do treinamento (BRUIN et al.,1994; FRY et al.,
1994).
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O treinamento intensificado, também chamado de periodo de “choque” € comum
no esporte de alto rendimento, uma vez que o aumento no desempenho previamente
atingido pode ser extremamente significativo em um curto intervalo de tempo (1 a 3
semanas). Esse treino pode ser manipulado através de aumentos substanciais na
magnitude das cargas, na duracdo, frequéncia, intensidade e, principalmente, pela
reducdo do periodo regenerativo. Por outro lado, ja esta bem documentado que essa
intervengdo também pode resultar em perda do nivel de desempenho anteriormente
atingido (COUTTS et al., 2007; HALSON & JEUKENDRUP, 2004).

Ao longo dos anos foram utilizadas diferentes nomenclaturas para descrever
essa perda do desempenho em individuos previamente bem adaptados. Entre elas
encontramos: overtraining, overtraining syndrome, overreaching, nonfunctional
overreaching (NFOR), staleness, chronic fatigue (PLATEN, 2002; URHAUSEN &
KINDERMANN, 2002). Independente do nome utilizado, esse estado causa prejuizo
financeiro e emocional para todos, empregadores/patrocinadores, treinadores, atletas
recreacionistas e profissionais e torcida.

Para tratar desse assunto, nosso grupo de pesquisa utiliza a posi¢do adotada em
2006 pelo Colégio Europeu de Ciéncias do Esporte, que denominou o periodo de
treinamento intensificado de overtraining (OT), e os possiveis estados de manutencao
ou eventual melhora no desempenho subseqiente ao OT de estado FOR (Funcional
Overreaching) e o estado de queda do desempenho previamente atingida de NFOR
(Nonfuncional Overrreaching) (MEEUSEN et al., 2006). O estado NFOR pode ainda
evoluir para a sindrome do overtraining (OTS), caracterizada por alteracdes
metabdlicas, fisioldégicas e psicoldégicas mais acentuadas que no estado NFOR, com
queda de desempenho por um periodo mais prolongado (PETIBOIS ET AL., 2003;
ARMSTRONG & VANHEEST, 2002).

A distincao entre NFOR e OTS é complexa, uma vez que ambos podem estar
associados a um ou mais dos seguintes sintomas: estado catabdlico acentuado;
alteragdes fisiologicas, imunoldgicas e bioquimicas; aumento na incidéncia de lesées e
alteracbes do humor (MEEUSEN et al., 2006; HALSON & JEUKENDRUP, 2004;
ARMSTRONG & VANHEEST, 2002). O principal problema para a pratica desportiva é

que a transicdo entre a resposta adaptativa positiva (supercompensacéao) e o estado



16

NFOR ¢é dependente do ajuste do tempo destinado ao periodo regenerativo,
freqUentemente feito de forma imprecisa e nao individualizada.

Embora existam muitas teorias na atualidade, os mecanismos que levam ao OT
permanecem desconhecidos (ARMSTRONG & VANHEEST, 2002; LEHMANN et al.,
1993). As pesquisas passam pelas areas de fisiologia, bioquimica, nutricdo e
psicologia, com énfase no sistema nervoso auténomo e controle hormonal (MEEUSEN
et al., 2004; KEIZER, 1998; FRY et al., 1994; FELLMAN et al., 1992; VAN BORSELEN
et al.,, 1992; BARRON et al., 1985), sistema imune (MACKINNON, 1998; NIEMAN,
1998; FITZGERALD, 1991), processo inflamatério (SMITH, 2000), deplecao de
glicogénio (SNYDER, 1998; COSTILL et al., 1988) estresse oxidativo (MARGONIS et
al., 2007; TIIDUS, 1998), além de outros fatores estressantes que nao o exercicio como
desencadeadores de alteragcdes no comportamento (FROEHLICH, 1995; URHAUSEN
et al., 1995; MCNAIR et al., 1992). No entanto, a Unica concordancia entre os autores
para o diagnéstico do OT ainda é a queda no desempenho (SMITH, 2000).

A maioria dos trabalhos apresenta poucos resultados provenientes de estudos
controlados, devido principalmente a contradicao de se aplicar um treinamento que vise
uma diminuicdo da capacidade fisiolégica funcional (ARMSTRONG & VANHEEST,
2002), e a falta de atletas voluntarios que estejam dispostos a correr o risco de perder
uma temporada de treinos/competicdes (NOAKES, 2001; LEHMANN et al., 1993).
Dessa forma, muitos dos sujeitos sintomaticos aparecem casualmente entre equipes de
atletas, sendo diagnosticados como overtreinados numa situacdo retroativa,
contribuindo para informagdes imprecisas (HALSON & JEUKENDRUP, 2004).

1.6. Modelo animal de OT

As limitagbes de se estudar o fenédmeno do OT em seres humanos, justificou o
desenvolvimento de um modelo animal que induzisse ao processo de OT. ApGs trés
anos de tentativas durante a IC utilizando a natagdo e corrida como modelo de
exercicio, padronizamos um modelo reprodutivel de treinamento em esteira que induz
aos estados FOR e NFOR em ratos Wistar (HOHL et al., 2009).

O protocolo consiste de 11 semanas de treinamento, com 0 aumento no numero

de sessoes diarias (2x, 3x e 4x), paralelo a uma diminuigdo no tempo de recuperacao
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entre as sessdes (4h, 3h e 2h, respectivamente) nas trés ultimas semanas do protocolo.
Ou seja, ap6s um periodo de 8 semanas com uma sessdo de exercicios diarios
intercalado por 24h de descanso, provocamos um desequilibrio crescente entre
freqUiéncia de exercicios diarios e tempo para recuperagdo entre eles. Avaliamos ao
longo das 11 semanas de treino a resposta individual dos animais em um teste de
desempenho até a exaustdo. Isso foi importante porque somente 0 aumento da carga
de exercicios pelo aumento da frequéncia diaria poderia ndo ser justificativa suficiente
para atestar o modelo como instrumento de investigacao das consequiéncias do OT no
desempenho. Para validar o modelo associamos os dados de desempenho a analise de
alguns biomarcadores propostos na literatura (HOHL et al., 2009).

Nosso modelo de OT permite uma analise ndo pareada entre grupos de animais
extraidos do processo continuo do treinamento em funcao da resposta nos testes de
desempenho. Podemos, dessa forma, reconstruir o continuum do treinamento através
de pelo menos quatro grupos bem identificados: Controle (CO), representando o estado
sem treinamento; Treinados (TR), representando um estado intermediario de adaptacao
positiva ao treinamento, com aumento de desempenho (apds a 92 semana de treino); e
os grupos FOR ou NFOR como os estados finais (ap6s a 112 semana de treino).

A possibilidade aberta com a utilizacdo do modelo animal, de associacdo dos
estados FOR e NFOR com diversos parametros bioquimicos em sangue e tecidos
comparaveis através da mesma metodologia, esta permitindo a continuidade das
investigacdes das hipdteses sobre as causas desses estados baseadas nas teorias
vigentes e nas nossas proprias observacoes.

1.7. Hipotese do trabalho

O exercicio pode ser muito prejudicial para alguns individuos, principalmente
quando realizado de maneira excessiva e intensa, tendo sido associado a lesdes
croénicas na musculatura e articulagdes, broncoconstricao, alteracdes comportamentais,
e em casos mais raros a anafilaxia e morte subita (COOPER et al., 2007). No presente
trabalho procuramos investigar a hipétese de que a queda prolongada de desempenho
identificada nos ratos NFOR seria decorrente de alteracbes morfolégicas e

eletrofisiolégicas do miocardio relacionadas ao aumento nos niveis de estresse
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oxidativo que, por sua vez, poderia prejudicar o débito cardiaco e o transporte de
oxigénio necessario para a manutencdo do desempenho no exercicio de endurance, o

que aumentaria o risco de lesdes severas no tecido cardiaco.
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2. OBJETIVOS

O objetivo da dissertacdo de mestrado foi verificar a presenca ou nao de
estresse oxidativo no miocardio, bem como alteragcdes morfolégicas e eletrofisiol6gicas

que pudessem prejudicar a fungdo cardiaca e consequentemente o desempenho.

2.1. Objetivos Especificos

Para alcancar os objetivos propostos tracamos o seguinte delineamento

investigativo:

e Ao longo do protocolo, acompanhamos a evolugéo longitudinal do desempenho e

de parametros cardiacos eletrofisiol6gicos (ECG);

e Ao término do protocolo, averiguamos a atividade das enzimas antioxidantes, a
concentragcdo de derivados da peroxidagcao lipidica, apoptose e alteracdes
morfolégicas do miocardio nos diferentes grupos experimentais (Controle,
Treinado, FOR e NFOR).



20

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Setenta ratos machos, albinos, da linhagem Wistar, com vinte e um dias de idade
foram adquiridos do Centro Multidisciplinar de Investigacao Biol6gica da Unicamp
(CEMIB). Os animais foram acomodados em biotério climatizado a 25°C (+ 1°C), com
controle de ciclo invertido de luz claro/escuro de 12h e alimentagdo ad libitum. Os
protocolos experimentais utilizados foram previamente submetidos e aprovados (638-1)
pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal do IB-Unicamp — (CEEA — IB —
UNICAMP).

Todos os ratos foram adaptados a esteira rolante durante duas semanas antes
do inicio do protocolo de treinamento (60 dias de idade). A fase de adaptacao consistiu
em coloca-los na esteira 5 dias/semana durante 10 minutos com velocidade em 12
m/min. Essas semanas iniciais tiveram a finalidade de separar os animais que corriam
(n=64) daqueles que se recusavam a correr (n=6). Apenas 0s animais que corriam

prosseguiram no estudo.

3.2. Protocolo de inducao ao overtraining
O protocolo de treinamento (HOHL et al., 2009) teve duracdo de 11 semanas
com exercicio continuo realizado em esteira. Os detalhes do protocolo de treinamento

estdo apresentados na Tabela I.

Tabela l. Protocolo de indug&o ao overtraining.

Semanas Fases do Nimero dos Velocidade do Duragéo do Namero de Recuperagao
Experimentais Treino Testes Treino (m/min)  Treino (min) Sessoes diarias entre as sessdes (h)

Adaptacdo ™ - - - 24

1% TA1 semana sem testes 15 20 1 24

2 TA1 semana sem testes 20 30 1 24

3 TA1 semana sem testes 225 45 1 24

42 TA1 T2 25 60 1 24
Kar® TAZ  semana sem testes 25 60 1 24
g* TAZ2 T3 25 60 1 24

9® T2x T4 25 60 2 4
10° Tix TA 25 60 3 3
11# T4x TG 25 &0 4 2
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Podemos observar que o protocolo obedece cinco fases distintas ao longo das onze

semanas:

e Primeiras quatro semanas de treinamento adaptativo 1 (TA1): aumento na carga

de esforco;

e 5% a 82 semana de treinamento adaptativo 2 (TA2): exercicios didrios com a

mesma carga de esfor¢co alcangada ao final da 42 semana;

e Semana 2x/dia (92 semana) (T2x): uma semana de exercicios com a mesma
carga das semanas anteriores, realizada duas vezes ao dia, com intervalo de

quatro horas de descanso entre elas;

e Semana 3x/dia (10? semana) (T3x): uma semana de exercicios com a mesma
carga das semanas anteriores, realizada trés vezes ao dia, com intervalo de trés

horas de descanso entre elas;

e Semana 4x/dia (112 semana) (T4x): uma semana de exercicios com a mesma
carga das semanas anteriores, realizada quatro vezes ao dia, com intervalo de

duas horas de descanso entre elas.

3.3. Teste de desempenho

Conforme a Tabela |, foram realizados seis testes de desempenho (T1-T6) ao
longo do protocolo: antes do inicio do treino na fase de adaptacédo (T1), apbs a 42
semana (T2), apds a 82 semana (T3), apds a 92 semana (T4), apds a 102 semana (T5) e

apds a 112 semana (T6).

Aplicamos o teste de desempenho proposto por Barbato et al. (1998), com
algumas modificacdes, conforme mostrado na Tabela Il. O teste era iniciado com
velocidade de 12 m/min e incremento de 1 m/min a cada 2 minutos sem inclinacao.
Quando a velocidade de 20 m/min era atingida, o incremento na velocidade passava
para 2 m/min a cada 3 minutos. O teste era finalizado quando o rato demonstrava
exaustao. A exaustdo era definida a partir do momento em que os animais tocavam a

grade eletrificada da esteira cinco vezes em um intervalo de 1 minuto (Liu et al., 2000),
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Ou permaneciam na mesma por um periodo maior que 10s. A pesagem dos animais foi
realizada previamente ao teste de desempenho através da utilizacdo de balanga de
precisdo (Gehaka; modelo BG 1000). Os testes de desempenho foram realizados 60h

apos a ultima sesséao de treino.

Tabela II: Protocolo do teste de desempenho.

Tempo (min) Imicio 2 4 6 8 10 12 14 16 18 21 24

Velocidade (m/min) | 12 13 14 15 16 17 18 19 20 22 24 26

3.4. Quantificacao do desempenho

Para avaliar longitudinalmente o efeito do treinamento nos ratos € aconselhavel
que o teste quantifique o desempenho considerando a variagdo de massa de cada
animal. Nesse sentido, calculamos a varidvel de desempenho (D) relacionada ao
trabalho mecéanico (W) que é proporcional a massa (m) x distancia total do teste (d). A
distancia total percorrida ao longo dos estagios i= 1, 2, 3, 4... éd=2di= 2 V; T,
portanto:

D=ZD,‘=Z m. V,'T,':Z md,-=md

onde: D representa o desempenho do rato, D; o desempenho em cada estagio i, m
massa do animal, V;é a velocidade em cada estagio i, T; é o tempo decorrido em cada
estagio i, d; é a distadncia percorrida em cada estagio e d é a distancia total percorrida
pelo rato ao longo do teste. Neste estudo, o0 desempenho sera mostrado em Kg.m.

3.5. Grupos de animais

Somente os ratos que realizaram o T1 (n=64) com valores de desempenho D
entre 70 e 230 Kg.m foram selecionados para o estudo (n=33) (Figura 1). Deste total,
nove (n=9) foram selecionados aleatoriamente como Grupo Controle (CO) (Figura 1).
Os animais do Grupo CO realizaram os testes de desempenho (Tabela I) até a 102

semana quando foram sacrificados 48h ap6s o T5. Nas semanas em que nao havia
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testes, o grupo CO foi submetido a 10 min. de corrida com velocidade de 12m/min, duas
vezes na semana para aclimatacdo a esteira e a manipulagdo. Esta conduta é
necessaria para diminuir o estresse e aumentar a confiabilidade dos testes de
desempenho realizados por este grupo, sendo que o volume de estimulo utilizado néo é
suficiente para gerar adaptacdes fisiolégicas crbnicas que possam gerar o aumento de
desempenho. Os demais 24 ratos foram submetidos ao protocolo de treinamento sendo
divididos em trés subgrupos: Treinados (TR), Nonfunctional Overreaching (NFOR) e
Functional Overreaching (FOR), conforme critério descrito a seguir.

A Figura 1 mostra de forma esquematica a selecdo dos diferentes grupos de

animais e os momentos de sacrificio.

|Ratos Selecionados: N=64‘ Ntmero Semanas
| do Teste
| Ratos com 70 <D< 230 Kg*m: N=33 | 11—
| la4
| 2
Ratos que nfo Treinaram: N=5 ‘ |Ratos que Treinaram; N:24| 548
a
| | 3
Grupo TR: N=5 ‘ Continuaram Treinando: N=19 9
Selecionados Aleatoriamente f==========F == —-=-=-=- 4 ——
10
Grupo CO:N=8 | _ _ _ o e 5 1
Analises Bioquimicas | | 11
NFOR:N=8  |-==  FORN=11 [|-==°-T

Andlises Bioquimicas Anidlises Bioquimicas

FIGURA 1: Organograma da divisdo e sacrificio dos grupos experimentais. As linhas
pontilhadas representam os momentos em que determinado grupo de ratos foi sacrificado para
as andlises bioquimicas.

3.6. Selecao dos grupos de animais

Os animais que compuseram o grupo TR (n=5) foram selecionados
aleatoriamente apos a fase T2x (92 semana de treinamento) e foram sacrificados 48h
apos o término do T4. Destacamos que do T1 até o T4, todos os ratos que treinaram

apresentaram aumento de desempenho, conforme sera apresentado adiante.
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Os grupos NFOR e FOR foram selecionados ap6s o T6 através de uma reta
ajustada por quadrados minimos considerando os valores de desempenho (D) aferidos
nos testes T4, T5 e T6, sendo sacrificados 48h ap6s o T6. O ajuste representa a
tendéncia de aumento ou queda de desempenho em relagdo ao T4. O coeficiente
angular (a) utilizado como referéncia para separacao entre os grupos foi baseado no
Grupo CO, que néo treinou e apresentou um valor de a = -3,26 = 11,79 kg.m. O valor
determinado para a separacgao foi obtido a partir da média do coeficiente angular menos
1 Desvio Padrao (DP) resultando em Qcritico = - 15,05 kg.m (HOHL et al, 2009). Este
valor foi considerado o ruido embutido no teste de desempenho calculado através da
variacdo apresentada pelo grupo CO. Assim, os animais que apresentaram um
coeficiente angular menor que -15,05 kg.m (a<-15,05 kg.m) foram selecionados como
NFOR (n=8) e aqueles que apresentaram um coeficiente angular igual ou maior que (a
> - 15,05 kg.m) foram selecionados como FOR (n=11), conforme apresentado na Figura
2.

NFOR FOR

Mdmero de ratos

100 50 1505 0 T 150

Inclinagao (Kg*m)

FIGURA 2: Histograma das inclinagdes dos grupos NFOR (n=8) e FOR (n=11).
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3.7. Eletrocardiograma

O registro do ECG foi realizado em vinte e cinco animais (n=25) que participaram
deste trabalho, sendo nove (n=9) do Grupo CO, oito (n=8) do Grupo FOR e oito (n=8)
do Grupo NFOR. Nos animais que treinaram o ECG foi realizado no dia seguinte aos
testes de desempenho, sendo oito ratos no periodo da manha e oito a tarde. O Grupo
CO realizava o ECG 72h apds o respectivo teste de desempenho, sempre no periodo
da tarde. Assim, os animais que treinaram realizaram seis ECGs enquanto o Grupo CO
realizou quatro ECGs. Vale ressaltar que apesar do Grupo CO ter realizado cinco testes
de desempenho (Figura 1), o mesmo foi submetido a apenas quatro ECGs, uma vez
que o sacrificio ocorreu 48h ap6s o T5 e o ECG deste grupo estava sendo realizado
72h apos os respectivos testes. Sendo o objetivo acompanhar o ECG de forma pareada
longitudinal dos grupos FOR e NFOR, fizemos o acompanhamento do grupo CO até o
T4 respeitando o tempo de sacrificio de 72h em T5 a fim de reduzir o numero de
animais do estudo sem comprometer a analise longitudinal. Com o intuito de minimizar
possiveis efeitos do ritmo circadiano todos os registros foram conduzidos no mesmo
horario e os animais avaliados na mesma sequéncia adotada na 12 afericao.

O ECG foi obtido sob efeito de anestesia intramuscular (Zoletil®, 25mg/kg peso
corporal) na posigao supina e com respiracao espontanea. Utilizou-se quatro eletrodos
inseridos subcutaneamente nas patas dos animais e conectados aos canais do
software (Heart Ware System®) sendo registradas seis derivagdes padrao (I, II, Ill, aVR,
aVL e aVF) com velocidade de 50mm/s e filtros de 100Hz. Foram analisados os
seguintes parametros: duracdo do complexo QRS, intervalo PR (definido como o
intervalo entre inicio da onda P e pico da onda R); intervalo RR (definido como o
intervalo entre os picos de duas ondas R adjacentes) e intervalo QT (definido como o
intervalo entre o inicio da onda Q e o pico da onda T).

O inicio e o término de cada um desses parametros foram delimitados
visualmente na tela de registro do ECG e o tempo de duragdo correspondente
mensurado a partir do posicionamento manual de dois cursores. O valor dos
parametros em cada registro do ECG corresponde a média aritmética obtida de trés
(QRS; PR) ou dez (RR; QT) ciclos cardiacos distintos. Um registro de ECG permite a

visualizacao de dez ciclos cardiacos. Todas as aferi¢des foram realizadas pelo mesmo
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observador. A andlise da confiabilidade do eletrocardiografo utilizado, assim como a
determinacao do coeficiente de variagcdo médio (CV Médio) de cada um dos parametros
analisados nas condi¢cdes descritas esta disponivel em Buscariolli et al., (2008). De
acordo com este trabalho (BUSCARIOLLI et al., 2008), o QRS, PR, RR e QT
apresentaram um CV Médio inferior a 9%, indicando que a metodologia utilizada possui

boa confiabilidade.

3.8. Histologia
3.8.1. ANESTESIA

Sacrificamos os animais utilizando o anestésico Zoletil® (50mg/kg peso) em
conjunto com o relaxante muscular xilazina (10un/kg peso) ministrado através de

injecao intramuscular (quadriceps direito).

3.8.2. PREPARACAO DA AMOSTRA:

O coracao foi removido em diastole (solucdo KCI 1,15%) e limpo (solucéo salina
0,9% - 4°C) para retirada do excesso de sangue. Logo ap6s, 0 mesmo foi pesado e um
corte coronal incluindo ambos os ventriculos foi realizado com a utilizacdo de uma
lamina (gillete®) com o intuito de aperfeicoar a qualidade da seccao. A seguir o material
foi fixado em paraformaldeido 4% durante 24hs. Findo esse passo, o tecido seguiu
preparagéo histologica rotineira para inclusdo em parafina. Posteriormente, os blocos
de parafina contendo os tecidos embebidos foram seccionados em navalha de ago no
micrétomo (cortes de 5 um) e imediatamente aderido as [aminas de vidro.

3.8.3. HEMATOXILINA E EOSINA (HE)

Esta é a técnica mais comumente utilizada em histologia animal e na rotina da
patologia. O corante basico, a hematoxilina, cora as estruturas acidicas em azul
(nucleo, ribossomos e reticulo endoplasmatico rugoso) enquanto a eosina, um corante
acido, cora as estruturas basicas em rosa - avermelhado. Como a maioria das proteinas
citoplasmaticas € basica, em uma coloracao com HE o citoplasma usualmente se cora
em rosa - avermelhado e os nucleos em azul. Esta técnica pode ser usada para
deteccao de hipertrofia cardiaca e esteatose, além de indicar a presenca de infiltrados
celulares, marcadores de processo inflamatério localizado. Para visualizagdo das
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ldaminas e armazenamento das imagens, utilizamos um microscépio éptico da marca
Olympus.
3.8.4. PICROSSIRIUS (SIRIUS RED)

Com o intuito de verificar a presenca de colageno no miocardio, utilizamos a
solucdo de picrossirius (Sirius Red 3BA em solucao saturada de acido picrico) sem a
realizacdo de polarizagdo. Para tanto contra coramos com Hematoxilina sendo que

nesta técnica o colageno ¢ identificado pelo forte tom vinho.
3.8.5. MORFOMETRIA

Além da analise qualitativa das laminas de HE e Sirius Red, realizamos também
duas andlises quantitativas através da técnica de morfometria, utilizando o software
“Image Pro-Plus 6.0”. Assim, nas laminas de HE quantificamos em trés animais por
grupo a area das células do VE. Para tal, aferimos 30 células por animal, utilizando
preferencialmente para medicdo aquelas dispostas transversalmente e com nucleo
centralizado. Nas laminas de Sirius Red, quantificamos também em trés animais por
grupo a éarea correspondente as fibras colagenas no VE. Para isso, utilizamos 30
campos por animal no intuito de obtermos um resultado representativo. A area das
células foi determinada em um? enquanto a area do colageno foi dada em porcentagem

referente 4 area total dos campos.

3.9. Analises Bioquimicas
3.9.1. PREPARACAO DA AMOSTRA:

ApGs a retirada da porcao utilizada para analise histoldgica, cortes do VE foram
congelados em nitrogénio liquido e armazenados a -80°C até o periodo de andlises. Os
cortes (90mg) foram posteriormente homogeneizados sobre banho de gelo com um
homogeneizador (Politron PT-MR 2100, Kinematica, Switzerland) na razdo 1:20 (wt/vol)
em Tampao fosfato 50mM e pH 7.0 para as analises da CAT, GR e SOD. Para anélise
de TBARS foi utilizado solugdo de KCI (1,15%) na razédo 1:3 (wt/vol) no preparo do
homogenato.
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3.9.2. ANALISE DE CONFIANCA DAS TECNICAS

Com o intuito de obtermos uma maior confiabilidade nas padroniza¢des das
técnicas bioquimicas, analisamos tanto a linearidade quanto a repetibilidade das
triplicatas realizadas em diferentes volumes de amostra e diferentes tempos de leitura,
para definirmos a melhor condi¢cdo experimental para cada método de analise. Uma boa
confiabilidade implica em maior precisdo das medidas e melhor acompanhamento das
mudancas ocorridas (HOPKINS, 2000). Assim, apresentaremos os resultados da
linearidade e do CV obtidos em cada uma das técnicas enzimaticas empregadas.

Uma alta correlagdo entre volumes crescentes de uma mesma amostra € o
consumo ou produgdo dos elementos quimicos oriundos da reacdo enzimatica,
demonstra que as concentragdes de substratos na cubeta de reacao estdo adequadas,
garantindo a velocidade maxima de reacao da enzima em concentragcdes crescentes da
mesma. Escolhendo um volume intermediario, assegura-se que tanto aumentos, quanto
diminui¢des na concentragdo da enzima em decorréncia do tratamento (i.e. treinamento
fisico) possam ser determinadas com sensibilidade.

A andlise do CV auxilia na determinacao do tempo de leitura minimo que supere
o ruido analitico (i.e. imperfeicdes no proprio aparelho de leitura, pequenas variacdes
de pipetagem entre outros) garantindo melhor acuracia na quantificacdo das reagdes
em duplicata ou ftriplicata. Para o calculo do CV mostrados a seguir, utilizamos a
planilha disponibilizada por Hopkins WG (URL: http:/sportsci.org/resource/stats. Ultimo
acesso em 27-10-2010).

3.9.3. CATALASE

A CAT foi quantificada através de método enzimatico descrito por Aebi (1984).
No ensaio a atividade da enzima é avaliada a partir da decomposicao do perdxido de
hidrogénio a agua. A reacao inicia-se pela adicdo de H»O, a amostra, devendo a
absorbancia inicial no espectrofotometro ser de aproximadamente A=0,500. Dessa
forma, a decomposicdo do perdxido de hidrogénio pode ser determinada diretamente
pela diminuicdo da absorbancia, em um comprimento de onda de 240nm:

(H202 > H20 + 02).
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O célculo da atividade enzimatica foi realizado a partir da seguinte equacao:
A=(tga.V)/(.v) x FD, onde A é a atividade enzimatica da CAT; tga é = AA (variagdo da

absorbancia da amostra)/At (variagdo no tempo); V € o volume total de solugcao na
cubeta; €= 3,94 ml.umol".cm™ (coeficiente de extingdo molar do H205); v é o volume da
amostra e FD o fator de diluicdo da massa de musculo cardiaco no tampao de
homogenato. O tempo de leitura, assim como o volume de amostra utilizado, foi
determinado de acordo com os dados obtidos na padronizagdo do método,

especificados a seguir.

Tabela lll. Ensaio enzimatico realizado para padroniza¢ao da CAT.

Volume Amostra (ul) 60 80 100 120 140 160 180
Volume (ul) -Tampao Fosfato SOmM 1940 1920 1900 1880 1860 1840 1820
Volume (ul) - H,0, (30%) 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000

A confiabilidade dos diferentes intervalos de tempos testados nos volumes de
amostra acima referidos foi avaliada pelo coeficiente de variacdo médio (CV Médio) e

intervalos de confianca - IC (95%) das respectivas triplicatas, conforme Tabela IV:

Tabela IV. Padronizacao da CAT. CV Médio e IC (95%) das triplicatas realizadas com
diferentes volumes de amostra em diversos intervalos de tempo.

Tempo de Leitura (seg) Coeficiente de Variacao (IC) %

30 19 (13,1 a34,4)
60 9,3(6,5a16.4)
90 4,0 (2,8 26,8)

120 3,2(2,3a5,5)
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A respeito da linearidade, plotamos os graficos da taxa de decomposi¢cdao do
peréxido pelos volumes de amostra adicionados em todos os tempos realizados. A
seguir, fizemos um ajuste linear e quantificamos a correlagédo (r) e a confiabilidade (p)
dos dados. Abaixo, a curva obtida com 120s de leitura, a melhor dentre todos os

tempos de leitura utilizados:

Atividade Catalase: Tempo Leitura 120 seg
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o pd r=0,99
e
K /% p<0,0001
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Volume de Amostra (ul)
FIGURA 3. Linearidade do método enzimatico da catalase em 120s de leitura.

Assim, baseado no que foi exposto, optamos por um tempo de leitura de 120s e

volumes de amostra de 100uL para realizagdo deste ensaio.
3.9.4. GLUTATIONA REDUTASE

A GR foi quantificada através do meétodo enzimatico descrito por Smith et
al.,(1988). A GR é uma enzima que depende de NADPH para catalisar a reducédo da
glutationa oxidada (GSSG). O procedimento padrdo adotado para quantificacdo da GR
foi seguir espectrofotometricamente a formagdo de TNB a 412nm a partir do &cido 5,5’-
ditiobinitrobenzéico (DTNB) conforme esquema abaixo.

GR *
NADFH + H* + G55G = NADF + 2G5H

GSH + DTNB G5 THNB + TNB
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O célculo da atividade enzimatica foi realizado a partir da seguinte equacao:
A=(tqa.V)/(e.v) x FD onde A é a atividade enzimatica da GR; tga é = AA (variacao da

absorbancia da amostra)/At(variacdo no tempo); V é o volume total de solugdo na
cubeta; €=13,6 ml.umol™".cm™ (coeficiente de extingdo molar do TNB); v é o volume da
amostra e FD o fator de diluicdo da massa de musculo cardiaco no tampao de
preparagdo do homogenato. O tempo de leitura utilizado foi de cinco minutos e o
volume de amostra de 50uL, conforme dados da padronizacao a seguir.

Tabela V. Ensaio enzimatico realizado para padronizacdo da GR.

Volume (ml) — Tampao Fosfato 0,2M 1 1 1 1 1 1 1

Volume (ml) - DTNB 3mM 05 05 05 05 05 05 05
Volume (ul) - H,O 270 260 250 240 230 220 210
Volume (ml) - NADPH 2mM o1 o1 01 01 01 01 01
Volume Amostra (ul) 30 40 50 60 70 80 90
Volume (ml) - GSSG 20mM o1 o1 01 01 01 01 01

A confiabilidade dos diferentes intervalos de tempos testados nos volumes de
amostra acima referidos foi avaliada pelo CV Médio e IC (95%) das respectivas

triplicatas, conforme quadro abaixo:

Tabela VI. Padronizacdo GR. CV Médio e IC (95%) das triplicatas realizadas com
diferentes volumes de amostra em diversos intervalos de tempo.

Tempo de Leitura (min) Coeficiente de Variacao (IC) %

1 233 (16,5a41,1)
2 24,6 (17,7 2 42,0)
3 14,2 (10,3 2 23,6)
4 15,7 (11,32 26,1)
5 54 (3,7a9,6)

A respeito da linearidade, plotamos os gréaficos da taxa de formacdo do TNB
pelos volumes de amostra adicionados em todos os tempos realizados. A seguir,
fizemos um ajuste linear e quantificamos a correlacao (r) e a confiabilidade (p) dos
dados. Abaixo, a melhor curva obtida dentre os intervalos de tempo utilizados:
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Atividade Glutationa Redutase: Tempo Leitura 5 min
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FIGURA 4. Linearidade do método enzimatico da glutationa redutase com 5min. de leitura.

E interessante observar que tanto os ensaios da GR quanto da CAT foram
realizados com o mesmo homogenato. No entanto, os volumes de amostra para cada
ensaio foi diferente, devido a particularidade da concentracdo da GR e CAT no mesmo
homogenato em relagédo as concentracdes de substratos adicionados a cubeta.

3.9.5. SUPEROXIDO DISMUTASE
Utilizamos o kit de anélise da R &D Systems ® cujo principio do método pode ser

visualizado na figura a seguir.

xantina 20, NBT- diformazan
H,0, 20, NET
.+.

2

|

acido drico Y
SOD

]
\

02 + HO2
FIGURA 5. Relacao entre xantina oxidase (XOD), SOD e o radical anion superoxido.

Assim, os O, originarios da conversdo da xantina a acido Urico e H.O. pela
xantina oxidase (XOD), convertem NBT a NBT-diformazan o qual absorve luz a 550nm.
A SOD reduz a concentracdo de O, e desta forma inibe a taxa de formacdo de NBT-
diformazan, sendo este o parametro de avaliacao da atividade da SOD na amostra. O
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método é livre da interferéncia de outras atividades cataliticas e é ideal para anadlise da
SOD em mamiferos.

O caélculo da atividade da SOD foi realizado da seguinte forma: (A abs controle
neg. — A abs da mostra contendo SOD) * 100 / A abs controle neg, sendo a leitura
realizada por 5 min. Isso significa que o resultado é encontrado como uma porcentagem
de inibicdo de formagdo do NBT-diformazan sendo o controle negativo referenciado
como 100%, ou seja, formacdo maxima de NBT-diformazan (sem a presenga de SOD).

A atividade em U enzimatica foi calculada através da utilizacdo de uma solucéo
padrao de SOD disponibilizada pelo kit com a relagdo de 1uL de solugcédo equivalendo a
1U de SOD, sendo que 1uL da solu¢cdo padrdao SOD inibe a formacdo de NBT-
diformazan em ~50%. O que deveria ser padronizado era a quantidade de amostra de
homogenato do coracédo a ser adicionada no meio com as solu¢des especificadas pelo
fabricante do kit. Ou seja, padronizar um volume de homogenato que fosse sensivel as
possiveis variagcdes da atividade da SOD.

Primeiramente, testamos a reprodutibilidade do controle negativo (sem a
presenca de SOD) pelo CV. Foram feitas quatro analises sendo o A absorbancia média
(x DP) igual a 0,00769 = 0,0001 e o CV igual a 1,3%. Na Figura 6, apresentamos a
analise de correlagédo entre volume de homogenato e absorbancia em valores de média
(x DP) da triplicata.

0,007
0,006 S
0,005

0,004 S

Abs (550nm)

0,003

0,002

Volume de amostra (uL)

FIGURA 6. Padronizagao SOD. Relagao entre volume de amostra e absorbancia.
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A Figura 6 mostra que quanto maior a quantidade de amostra, maior é a
atividade da SOD, consequientemente menor sera a formagdo de NBT-diformazan o
que reflete uma relagdo volume de amostra x absorbancia inversamente proporcional.
Pela Figura 6, optamos em utilizar 10uL de amostra por apresentar um valor
intermediario entre a menor (1uL) e maior (20uL) atividade da SOD medidas.

3.9.6. PRODUTO DE ATAQUE OXIDATIVO - TBARS

O TBARS foi quantificado conforme os métodos descritos por Uchiyama & Midori,
(1978) e Ohkawa et al., (1978). No ensaio os produtos resultantes do ataque oxidativo
as estruturas celulares (perdxidos lipidicos), reagem com o &cido 1-tiobarbiturico (TBA),
formando bases de Schiff. A interacdo entre os perdxidos lipidicos e o TBA forma um
complexo colorido, mensurado em espectrofotbmetro a um comprimento de onda de
532nm menos a leitura na linha de base em 520nm (Abs532nm — Abs520nm). Para
isso as amostras foram homogeneizadas em KCL (1,15%) na razéo 1:3 (wt/vol), sendo
adicionados posteriormente a uma solu¢do contendo acido fosférico (0,1%), KCI
(1,15%), acido tiobarbiturico (0,6%) e butanol.

O calculo da concentracdo de TBARS foi feito por meio de uma curva-padrao de
tetrametoxipropano (TMP). Cada 10 uL de solucdo TMP contém 1nmol de TMP. A
Figura 7 apresenta a curva-padrdo obtida com TMP e a Figura 8 a curva para
verificacdo da linearidade com diferentes volumes de amostra. A confiabilidade do
método foi obtida a partir do CV Médio (4,6 %) e IC (3,3 a 8,0) das triplicatas realizadas
com TMP. Padronizamos um volume final de 60ulL para realizacdo deste ensaio.
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FIGURA 7. Linearidade da curva padrao com TMP para ensaio de TBARS.
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FIGURA 8. Linearidade do método enzimético para dosagem de TBARS.
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3.10. indice Apoptotico —- TUNEL

A reacao de TUNEL é um método morfolégico especifico para detecgdo de
apoptose baseado nas caracteristicas bioquimicas das células apoptéticas, que sofrem
clivagem internucleossémica do DNA. Essa reacdo é caracterizada pela insercao
mediada pela enzima Terminal desoxi Transferase (TdT) e de um nucleotideo
(desoxiuridina -UTP) conjugado a biotina ou fluoresceina nos sitios de quebra do DNA
da célula apoptética. A adicdo de uma cauda polinucleotidica, torna o DNA marcado,
permitindo sua visualizagdo em microscopia de luz.

Para cada animal, apds o sacrificio e retirada do coracgao, foi realizado um corte
longitudinal da porcéo anterior do ventriculo esquerdo (VE). A seguir o corte foi imerso
em solucao de sacarose 30% (4°C) por 30’ para crio-preservagao. Apos isso, 0 mesmo
foi embebido com tissue-tek e armazenado em freezer comum. A partir deste material,
foram realizados doze crio cortes consecutivos de 5um de espessura em criostato
(Leica, modelo CM 1850, Alemanha) depositados em Iaminas histologicas previamente
silanizadas (Methacryl-Oxipropil-Methoxysilane, Sigma, CA, EUA).

Seguindo as instrucdes do fabricante (/n Situ Cell Death Detection Kit, Roche
Diagnostics, Mannheim, Alemanha), a reacdo de TUNEL foi realizada segundo o
protocolo a seguir:

1- Descongelar ldminas na cdmara umida — 10’

2- Fixar tecido com paraformaldeido 4% em PBS, pH 7,4, 20-25°C — 20’

3- Lavagem com PBS - 30’

4- Incubar em solucao de bloqueio (H202 3% em Metanol), 20-25°C — 15’

5- Lavagemcom PBS -3 x5’

6- Permeabilizacéo (0,1% Triton X-100; 0,1% Citrato de Sédio), freezer — 2’

7- Lavagem com PBS -2 x 5’

8- Reacédo: Incubar em solucdo TUNEL (enzima TdT + solu¢cdo de nucleotideos,

1:9), 37°C — 1 hora

9- Lavagemcom PBS-5x5’
10- Incubar em solugao POD, 37°C - 30’
11-Lavagem com PBS -5 x &’

12- Incubar em solugdo DAB — Tempo variavel
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13- Enxaguar bem com agua destilada

14- Contra-corar com Hematoxilina — 40”

Apés a montagem das laminas, determinamos o indice apoptoético, obtido através
da razao entre os nucleos marcados (apoptéticos, em marrom) e nucleos nao marcados
(ndo apoptéticos, em roxo), gerando um valor em porcentagem. Para tal, utilizamos
cinco animais por grupo, contabilizando cinco campos por animal, totalizando vinte e
cinco campos por grupo. Para visualizagdo das laminas e armazenamento das
imagens, usamos um microscépio optico da marca Olympus. Segue abaixo os controles

positivos e negativos obtidos durante a padronizagéao da técnica.

FIGURA 9. Padronizacdo TUNEL. A - Controle Negativo. B — Controle Positivo. Nucleos néo-
apoptéticos (roxo). Nucleos apoptéticos (marrom).

3.11. Estatistica

Para conducao das analises estatisticas foi utilizado o programa GraphPad Instat
(San Diego, CA) e o programa Matlab (7.0). Em relagdo aos parametros
eletrocardiogréaficos e de desempenho, utilizamos analises pareadas e nao pareadas
sendo os resultados apresentados na forma de MédiatDP. Para dois grupos pareados
foi utilizado o Teste T. Para amostras ndo pareadas ou pareadas em mais de dois
grupos utilizamos o Teste ANOVA. Para as anadlises histoldgicas e de TUNEL,

utiizamos apenas analises ndo pareadas (ANOVA) sendo que os resultados estdo
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expressos na forma de MédiatDP. Nas comparagcbes acima descritas, valores de
p<0,05 foram considerados significativos.

As andlises bioquimicas (SOD, CAT, GR e TBARS) estao apresentadas na forma
de boxplot. Esta representacdo dos dados evidencia as medianas e os intervalos de
confianca (95%) da média de cada grupo. Caso os intervalos de confianca nao estejam
sobrepostos, a diferenga entre os grupos é considerada significativa (SIM & REID,
1999; MACGILL et al, 1978). Sim & Reid (1999) apontaram algumas limitacbes da
analise estatistica convencional (Anova, etc) no que diz respeito a rejeicdo ou nao
rejeicdo de diferencas entre grupos, principalmente pelo fato de ndo permitirem uma
analise mais detalhada da dispersao dos resultados.

A maior limitacdo é que os testes estatisticos informam o nivel de incerteza (5%)
sobre a significancia da diferenca entre as médias dos grupos, mas nao fornece
informacgéo sobre a magnitude desta diferenca. Isto é, as diferencas entre as médias de
dois grupos, mesmo sendo duas amostras de controle, invariavelmente existem, o teste
fornecera apenas a probabilidade desta diferenca ndo ser casual, ou seja, de haver um
efeito que causa a diferenga.

Como este estudo analisa grupos experimentais que passaram por magnitudes
de treinamento diferentes (em relacdo ao volume), ndo basta sabermos apenas se as
médias sao diferentes pelo efeito do treinamento, mas é pertinente sabermos o quanto
sdo diferentes em relacdo ao grupo CO a medida que os grupos experimentais
treinaram por mais ou menos tempo. Este tratamento € particularmente interessante
para a avaliagdo da atividade das enzimas antioxidantes, em virtude da ampla variagéo
da resposta frente a diversos protocolos de treinamento (ASCENSAO, 2007). Em
virtude disto, julgamos conveniente apresentarmos tanto a dispersédo bruta dos dados,
por meio dos quartis superior e inferior que representam cada um, 25% da dispersao
total dos resultados (Figura 10), quanto os intervalos de confianca no boxplot, que

fornecem a informacgéo sobre as diferencas significativas entre os grupos.
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Figura 10: Figuras representativas de graficos hipotéticos de Boxplot. A figura A apresenta
todos os parametros fornecidos por um gréafico de boxplot. A figura B exemplifica uma condi¢ao
onde ndo ha sobreposi¢do dos intervalos de confianga dos boxplot (diferengas significativas
entre as amostras dos boxplots). J& a figura C exemplifica uma condicdo onde ha a
sobreposicao dos intervalos de confianca dos boxplots (auséncia de diferencas significativas
entre as amostras dos boxplots).
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4. RESULTADOS

4.1. Desempenho

Os dados de desempenho estdo apresentados na Figura 11. O desempenho
(kgm) de cada grupo nos testes 4 (T4) 5 (T5) e 6 (T6) esta representado pelas barras
(Média = DP) e o volume (V) de treino em minutos executado por cada grupo até o
respectivo teste, esta indicado sobre as barras (Média = DP). As barras em cinza
indicam o desempenho do referido grupo no momento em que este foi sacrificado. As
andlises estatisticas foram realizadas de forma pareada e ndo pareada.
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FIGURA 11. Desempenho dos grupos CO (n=9), TR (n=5), FOR (n=11) e NFOR (n=8). As
barras em cinza representam o desempenho do referido grupo no momento em que esse foi
sacrificado. “V” = volume de treinamento realizado (min) até o momento do referido teste de
desempenho. * Diferenga Significativa para TR, FOR e NFOR no T4, FOR e NFOR no T5 e
FOR no T6. ** Diferencga Significativa para FOR no T6, FOR e NFOR no T5 e TR, FOR e NFOR
no T4. f Diferenga Significativa para FOR no T6.
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O volume de treino dos grupos TR, FOR e NFOR no T4 foi de 2575min.
indicando que os animais realizaram por completo todas as sessbGes de treino
prescritas até aquele momento. Os trés grupos apresentaram aumento significativo do
desempenho em relacédo ao CO no T4, sem diferencas significativas entre os grupos.
No teste 5 o comportamento se repetiu para FOR e NFOR, uma vez que o TR ja havia
sido sacrificado. O grupo de animais NFOR apresentou diminuicdo significativa de
desempenho em T6, quando comparado ao T4 (369,8+93,2 x 528,8+58,6 kgm,
respectivamente) e ao T5 (369,8+93,2 x 565,5£74,4 kg.m). Ja o Grupo FOR aumentou
significativamente o desempenho em T6 quando comparado ao T4 (700,8+73,7 x
550,8£29,2 kgm, respectivamente) e T5 (700,8+73,7 x 593,0+87,7 kgm).

A ultima semana do protocolo foi fundamental para gerar este comportamento e
distinguir os grupos FOR e NFOR, ja que nao houve diferenca significativa no
desempenho entre estes grupos em T4 (550,8+29,2 x 528,8+58,6, respectivamente) e
T5 (592,9187,7 x 565,5+74,4, respectivamente). Tanto o volume de treino (43481140 x
4552+109min), quanto o desempenho (369,6+93,0 x 700,8+73,69 kg.m) do NFOR
foram significativamente menores do que o FOR em T6, indicando que além de NFOR
apresentar um decréscimo no desempenho, mostrou também dificuldades para

realizacdo dos treinamentos nesta fase.

4.2. Eletrocardiograma

Além do desempenho, o ECG foi a Unica andlise realizada longitudinalmente ao
longo do protocolo. Assim, os respectivos dados serdo analisados de forma pareada, ou
seja, através da comparacao intra-grupo dos parametros obtidos. As Tabelas VIIA, VIIB
e VIIC apresentam os parametros obtidos dos grupos CO, FOR e NFOR,
respectivamente. Os numeros que identificam os ECGs correspondem ao namero do

teste de desempenho realizado previamente ao ECG.
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Tabela VIIA. Analise intra-grupo do ECG. Grupo Controle. MédiatDP.

ECG - GRUPO CONTROLE ( CO)
ECG 1 ECG 2 ECG 3 ECG 4
PR (ms) 56,86 + 2,06 56,81 + 3,67 56,23 + 2,24 54,76 + 1,72
QRS (ms) 15,98 +0,88 15,71 £ 0,44 15,29 + 1,29 15,14 £ 0,52
QT (ms) 27,39 £+ 4,18 29,69 + 1,30 31,69 + 1,67 33,19 + 2,86*
FC (bpm) 489,26 + 54,40 504,21 + 28,47 502,83 + 20,09 501,85 + 15,50

* Diferencga Significativa para ECG 1 e ECG 2. ANOVA, p<0,05. CO, n=7.

Tabela VIIB. Analise intra-grupo do ECG. Grupo FOR. MédiatDP.

ECG - GRUPO FOR
ECG 1 ECG 2 ECG 3 ECG 4 ECG 5 ECG 6
PR (ms) 54,10+3,63 56,23+5,88 55,60+3,93 56,45+4,91 54,23+4,30 53,82+3,92
QRS (ms) 16,38+0,98 15,95+0,61 15,98+1,06 16,17+1,09 15,78+1,29 16,48+1,63
QT (ms) 31,83+1,70 33,37+1,23 36,70+2,66*  38,60+2,85*# 38,38+3,95'# 39,95+4,817#
FC (bpm) 544,71+16,43 501,18+19,60* 511,93+18,76* 513,15+27,74* 502,36+23,21* 505,63+24,60*

*Diferenga Significativa para ECG 1. # Diferenga Significativa para ECG 2. ANOVA, p<0,05.
FOR, n=6.

Tabela VIIC. Analise intra-grupo do ECG. Grupo NFOR. MédiazDP.

ECG - GRUPO NFOR
ECG 1 ECG 2 ECG 3 ECG 4 ECG 5 ECG 6
PR (ms) 54,73+1,88 55,63+2,14 55,93+4,45 57,00+2,94 54,33+3,47 54,12+3,06
QRS (ms) 15,73%1,47 15,88+0,34 16,22+0,60 16,05+0,70 16,50+1,03 16,40+1,04
QT (ms) 33,47+2,32 36,20+3,98 39,68+3,18* 39,85+3,87*  40,72+3,98*#  41,48+4,18"#
FC (bpm) 532,84+15,66 498,32+18,57 490,29+47,74 495,33+32,66 492,71+24,40 490,21+18,91

*Diferenga Significativa para ECG 1. # Diferenga Significativa ECG 2. ANOVA, p<0,05. NFOR,
n=6.

De acordo com os dados de ECG, podemos observar que longitudinalmente
houve um aumento significativo do intervalo QT, inclusive no CO. Este foi o uUnico
parametro que apresentou alteracbes sistematicas ao longo do tempo, sendo que o
treinamento parece ter potencializado esse fendmeno nos grupos FOR e NFOR. Vale
ressaltar que o anestésico utilizado para afericdo do ECG (Zoletil®, 25mg/kg peso
corporal) € um anestésico do tipo dissociativo que sabidamente apresenta efeito
cardioestimulatério, aumentando a FC dos animais no momento da afericdo (WILSON
et al., 1993).
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4.3. Histologia

4.3.1. HEMATOXILINA E EOSINA (HE)

Em relacdo a histologia basica, ndo observamos diferenca qualitativa entre os
diferentes grupos, conforme apresentado na Figura 12. Ndo visualizamos altera¢des na
presenca de infiltrado celular, uma vez que todos os grupos apresentaram nivel
semelhante, principalmente na regido periférica e em torno de vasos. Além disso, ndo

foi observada esteatose cardiaca e regides isquémicas (ou com diminuicdo da luz de

vasos).

FIGURA 12. Histologia Béasica (HE, 40x) de quatro ratos representantes dos grupos
experimentais CO, TR, FOR e NFOR. Nao houve diferenca qualitativa.
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4.3.2. PICROSSIRIUS (SIRIUS RED)
Semelhante ao que ocorreu com a técnica de HE, ndo foi observada diferenca

qualitativa na presenca de colageno entre os diferentes grupos, conforme Figura 13.

FIGURA 13. Histologia Basica (Sirius Red, 40x) de quatro animais representantes dos Grupos
experimentais CO, TR, FOR e NFOR. Nao houve diferenca qualitativa.

No que diz respeito a andlise quantitativa do colageno, apresentamos na Tabela
VIl os dados obtidos a partir da morfometria. Os dados correspondem a anélise de trés

animais (n=3) em cada grupo, exceto o TR.

Tabela VIII. Area de colageno (%) no ventriculo esquerdo (VE).

AREA DE COLAGENO
co FOR NFOR
COLAGENO (% AREA TOTAL- VE) 1,43 +£1,16 1,56 + 1,42 1,38 + 1,49

Nao houve diferenca significativa entre os grupos (ANOVA, p<0,05). Dados correspondentes a
trés animais de cada grupo. Foram quantificados 30 campos por animal, totalizando 90 campos
por grupo.
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Corroborando com as observacdes prévias feitas na analise qualitativa, vimos
que nao houve diferenca quantitativa na presenca de coldgeno entre 0s grupos,
reforcando que as alteracdes morfoldgicas referentes ao colageno no miocardio foram

pouco significativas.
4.3.3. MORFOMETRIA

Os dados correspondentes ao peso corporal e a massa do miocardio dos animais

no dia do sacrificio estao contidos na Tabela IX.

Tabela IX. Peso corporal, peso do coragao e razao peso coragao/peso corporal.

co TR FOR NFOR
Peso Corporal (g) 416,20 +41,14 406,78 £35,05 366,89 +24,12* 370,29 +33,03*
Peso Coracéao (mg) 1196,70 + 140,57 1285,81 +51,89 1198,43 + 105,89 1203,18 + 111,60
Coragao/Peso Corporal (mg/g) 2,88+ 0,22 3,18 +£0,26 3,27 £ 0,27* 3,25+0,17

* Diferenca Significativa (ANOVA, p<0,05) para CO. CO, n=9; TR, n=5; FOR, n=11, NFOR,
n=8.

Em relacdo ao peso corporal, podemos observar que nao houve diferenca
significativa entre o grupo CO e TR. Todavia, no decorrer do protocolo quando
aumentamos a frequéncia de treino, ocorreu uma queda significativa nos grupos FOR e
NFOR quando comparado ao CO. Em relacdo ao peso do coracao nao foi observado
diferenca significativa entre os grupos a despeito do desempenho. Quando utilizamos a
massa corporal dos animais para relativizarmos o peso do coracdo, observamos que ha
um aumento significativo desta razao, nos grupos FOR e NFOR em relacdo ao CO.
Todavia, este aumento € reflexo da queda no peso corporal e ndo € decorrente de um
ganho de massa cardiaca.

Com o intuito de verificarmos diferencas morfologicas ao nivel celular no que diz
respeito a ganhos hipertroficos, apresentamos na Tabela X dados referentes a area

celular no VE.
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Tabela X. Area de seccdo transversal do cardiomiécito do ventriculo esquerdo.

AREA CELULAR
co FOR NFOR
AREA CELULAR VE (um2) 184,30 + 70,72 220,85 + 59,39* 204,04 + 55,64*

* Diferenga Significativa para CO (ANOVA, p<0,05). Dados correspondentes a trés animais de
cada grupo. Foram quantificadas 30 células por animal, totalizando 90 células por grupo.

Notamos que houve um aumento significativo na area de seccéo transversa
celular nos grupos FOR e NFOR quando comparados ao CO, sendo esta uma
adaptacdo inerente ao tipo de treinamento (endurance) aplicado no protocolo
(SCHULTZ et al., 2007). Desta forma, apesar de ndo observamos ganhos de massa
cardiaca nos grupos que treinaram, ao nivel celular detectamos adaptacdes
morfologicas induzidas pelo protocolo de OT, mas ndo evidenciamos diferencas entre
os grupos FOR e NFOR.

4.4. Anadlises bioquimicas

Os resultados referentes as analises de SOD, GR, CAT e TBARS realizadas no

VE estdo contidos na Figura 14 na forma de boxplot.
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FIGURA 14. Boxplot da atividade da CAT (A), SOD (B), GR (C) e TBARS (D) no VE dos grupos
CO (n=9), TR (n=5), FOR (n=11) e NFOR (n=8). CAT: Diferenga significativa NFOR x demais
grupos. SOD: Diferenca significativa NFOR x demais grupos e TR x CO. GR: Diferenca
significativa CO x demais grupos. TBARS: Nao houve diferenca significativa. A nao
sobreposigao dos intervalos de confianga foi utilizada como parametro estatistico.

Observamos um aumento significativo na atividade das enzimas SOD e CAT no
grupo NFOR, quando comparadas aos demais grupos. Ja a GR, apresentou um
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comportamento distinto, visto que nao houve diferenga entre os animais que treinaram,
mas houve aumento destes em relagdo ao CO. Sobre os dados de TBARS, podemos

observar que ndo houve diferenca significativa entre os grupos.

4.5. indice Apoptoético — TUNEL

A Figura 15 apresenta a MeédiatDP referente ao indice de apoptose nos
diferentes grupos experimentais. Acima da média de cada grupo, esta indicada a razédo
entre o total de campos que apresentaram algum nucleo apoptético e o total de campos
quantificados. Esta razdo € um indicativo da proporcao deste fenébmeno nos diferentes
grupos. Ao lado, encontra-se uma prancha com fotos representativas de cada grupo
sendo que as setas indicam nucleos em apoptose.

_ 9/25
22 TUNEL .

3/25

0,8 -

indice Apoptotico [%]

06-
1 2/25

FOR NFOR

Figura 15. indice Apoptético
nos diferentes grupos.
* Diferenca significativa para
CO e TR. Ao lado, prancha
com fotos representativas da
marcacdao com TUNEL. Setas
indicam nucleos em apoptose.
ANOVA (p<0,05).
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De acordo com os dados, podemos observar que o indice apoptético € bastante
baixo no miocardio de ratos de maneira que os grupos CO, TR e FOR apresentaram um
indice médio inferior a 0,5% (0,05+0,18; 0,03+0,14 e 0,28+0,99 %, respectivamente). Ja
o grupo NFOR, apesar de também apresentar baixos indices (0,82+1,32 %), mostrou
aumento significativo em relacao aos grupos CO e TR. Além do indice apoptético, o
nuamero de campos marcados e o numero de animais com marcagao reforgam a maior
presenca deste evento no NFOR. O grupo NFOR apresentou apoptose em quatro
animais enquanto o FOR apresentou em dois e 0 CO e TR em apenas um cada grupo.
Vale ressaltar que foram analisados cinco animais por grupo.
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5. DISCUSSAO

A queda ou estagnagdo prolongada do desempenho € o Unico parametro
obrigatoriamente relacionado com o overreaching nao funcional (NFOR) enquanto a
manutencdo ou eventual aumento de desempenho é caracteristica do estado FOR
(MEEUSEN et al., 2006). Tanto o estado FOR quanto NFOR sdo consequéncias ao
overtraining (OT), ou seja, de um periodo de treino intensificado. Neste estudo, o OT foi
caracterizado por um periodo de treinamento de alto volume (semanas 10 e 11, Tabela
l) e a andlise do desempenho foi o parametro utilizado como critério de selecdo para a
distincdo dos grupos experimentais CO, TR, FOR e NFOR.

Estabelecer uma andlise pareada dos parametros bioquimicos em musculo
cardiaco de ratos ao longo do processo de treinamento é tecnicamente muito dificil de
realizar. Contudo, consideramos neste caso, que 0s grupos representam os diferentes
estados de dois processos continuos de treinamento que tém em comum o estado ativo
(CO) e o de treinamento moderado (TR) com a posterior distingdo em FOR (continuum
1) ou NFOR (continuum 2) ap6s um periodo de duas semanas de OT. Portanto,
quaisquer alteragdes similares dos grupos FOR e NFOR comparadas ao CO e TR,
provavelmente refletem as respostas comuns do OT (treinamento de alto volume),
enquanto quaisquer alteragdes entre FOR e NFOR, refletem a intolerancia (NFOR) ou
tolerancia (FOR) de alguns ratos ao OT, gerando a queda (NFOR) ou aumento (FOR)
de desempenho, relativizando o efeito do OT as caracteristicas intrinsecas de cada
animal.

Os dados de desempenho aqui apresentados indicam que até o teste T5, os
grupos FOR e NFOR, selecionados a posteriori, mostraram niveis de desempenho
similares ao observado pelos animais do grupo TR em T4 (Figura 11). Dessa forma,
consideramos que o grupo TR representa os grupos FOR e NFOR até o teste de
desempenho T4, quando o treinamento induziu aumento de desempenho em todos 0s
grupos. O aumento em quatro vezes da frequéncia diaria de treinamento foi
determinante na diferenciagdo dos grupos FOR e NFOR, induzindo a queda de
desempenho em alguns ratos agrupados como NFOR e aumentando nos ratos FOR.
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Isto comprova que apesar do OT ser necessario para o aumento de desempenho no
alto rendimento é ao mesmo tempo prejudicial para alguns, sendo considerado um
processo critico que merece um controle individualizado de adequacao das cargas de
treinamento frente a recuperacao. Os resultados de desempenho apresentados nesse
estudo reproduzem o mesmo comportamento ja observado por Hohl et al.,, (2009),
evidenciando que o protocolo de inducao ao processo de OT é reprodutivel em ratos
Wistar.

A queda de rendimento apresentada pelo grupo NFOR em T6 (Figura 11) néao
pode ser associada ao processo de destreinamento, pois os volumes de treino
realizados pelos animais do grupo TR, FOR e NFOR até o T4 e FOR e NFOR no T6
seriam suficientes para ocasionar aumento no desempenho (Figura 11).

A queda de desempenho poderia estar associada a diminuicdo do débito
cardiaco ocasionando um déficit no transporte de oxigénio para os musculos em
contracdo durante o teste, visto que estd bem estabelecido que a capacidade
cardiorrespiratéria € um dos principais limitantes para o aumento do VO.max
(BASSETT & HOWLEY, 2000). O débito cardiaco poderia diminuir em virtude de
possiveis danos teciduais advindos do aumento da geracdo de EROS durante o
exercicio. Uma alta producdo de EROS poderia superar a capacidade de defesa
antioxidante celular que, em ultima instancia, comprometeria a capacidade contratil do
miocardio. Neste caso, o estresse oxidativo poderia ocasionar aumento da peroxidagcao
lipidica e alteragbes na atividade das enzimas antioxidantes tendo como Uultimas
consequéncias 0 aumento na apoptose ou necrose tecidual com o surgimento de
infiltrado celular. Os possiveis danos na morfologia cardiaca poderiam ser detectados
em alteracdes ou anomalias no ECG de repouso, 0 que tornaria a analise do ECG uma
possivel ferramenta de controle e diagnostico do estado NFOR em atletas durante o
treinamento intensificado (OT).

Na analise da morfometria cardiaca observamos que nado houve diferenga na
massa do coracédo, independente do nivel de treinamento, conforme observado por
outros autores (SENTURK et al., 2001; CRISMAN et al., 1985; FULLER & NUTTER,
1981). Todavia, quando relativizamos esta variavel pela massa corporal, notamos um

aumento significativo desta razao nos grupos FOR e NFOR em relacdao ao CO (Tabela
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IX). Este comportamento foi decorrente da perda de peso corporal do FOR e NFOR ao
longo do protocolo, sendo que resultado semelhante foi encontrado por Moran et al.,
(2004) em um treinamento em esteira muito semelhante ao nosso: doze semanas com
intensidade de 25m/min, 45 minutos de duracdo e freqléncia de cinco vezes na
semana.

Na analise pareada do ECG, o uUnico parametro que encontramos alteracao
sistematica foi o0 aumento do intervalo QT nos grupos CO, FOR e NFOR (Tabelas VIIA,
VIIB, VIIC). As alteragbes do ECG documentadas em atletas em overtraining incluem
mudancas nos segmentos ST, nos intervalos PR, QT e arritmias, sendo que varios
autores tém reportado tanto alargamento (KUIPERS & KEIZER, 1988; FOSTER et al.,
1982; MICHAEL, 1961) como baixa amplitude (STEGEMAN, 1981) da onda T.
Eletrocardiograficamente, o intervalo QT reflete a sistole ventricular e compreende o
periodo de tempo que o coracdo leva para completar a despolarizacdo e a
repolarizagdo dos ventriculos sendo medido, no ECG, a partir do inicio da onda Q até o
final da onda T (BRONZATTO et al., 2001).

Este parametro (QT) é considerado importante, pois uma série de eventos
fisioldgicos e patolégicos relaciona-se ao seu prolongamento (i.e. vagotonia, aumento
da idade, isquemia do miocardio, arritmias, doencas sistema nervoso central, alteragdes
hidroeletroliticas, Sindrome Congénita do QT Longo e uso de psicotrépicos) em alguns
casos vinculando-se ao fendmeno de morte subita (KOEHLER et al., 2004). Todavia, a
definicdo de limites superiores para esta varidavel mostra-se uma tarefa dificil na
literatura, j& que inumeros trabalhos mostram superposicdo de valores normais com
valores prolongados do intervalo QT em individuos com Sindrome Congénita do QT
Longo (KOEHLER, 2004).

O aumento observado no intervalo QT ocorreu nos grupos CO, FOR e NFOR,
indicando que esta variacao parece estar atrelada tanto ao aumento da idade dos ratos
como ao processo de treinamento (DIAS DA SILVA et al.,, 2002). Neste sentido, o
treinamento de alto volume utilizado no presente trabalho, parece ter potencializado
esta alteragao, evidenciando o risco inerente deste tipo de atividade. Uma das possiveis
justificativas para tal fendmeno seria a hipertrofia do miocardio, que poderia retardar o

processo de repolarizacdo dos ventriculos (DIAS DA SILVA et al.,, 2002). Todavia,
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apesar do aumento da area celular do cardiomidcito (Tabela X) corroborar esta teoria,
nao parece haver uma associacao deste parametro (QT) com a queda de desempenho,
ja que houve uma baixa correlagédo entre estes (r=-0,24).

Em relacao as alteracdes histolégicas provocadas pelo protocolo de treinamento,
ndao observamos indicios de infiltrado celular, alteracées na quantidade de colageno,
esteatose, regides isquémicas ou com diminuicdo na luz de vasos nos grupos FOR e
NFOR (Figura 12). Nossos dados estdo de acordo com os encontrados por Huang et
al., (2009) que mostraram manutengdo da estrutura histolégica do miocardio apdés um
protocolo de treinamento semelhante ao utilizado neste estudo. Por outro lado, quando
analisamos a &rea da superficie celular dos cardiomiécitos, detectamos um
remodelamento do VE decorrente do aumento na area de seccgéao transversa (hipertrofia
cardiomiocitica), conforme j4 observado por Kolwicz, et al., (2009). De acordo com
Fenning et al.,, (2003), o remodelamento do VE decorrente da hipertrofia do
cardiomiécito, sem alteracbes na quantidade de colageno, permite uma melhor
capacidade contratil, levando a uma otimizacdo da funcao cardiaca com concomitante
aumento no débito cardiaco. Possivelmente o treinamento até a semana 11 (Tabela I)
levou a uma melhora da fung¢ao cardiaca tanto no FOR como no NFOR, a despeito das
diferencas de desempenho.

A estrutura dos cardiomiécitos do NFOR aparenta nao ter sido comprometida
considerando-se o nivel de peroxidacao lipidica (Figura 14) e apoptose (Figura 15)
apresentados. Apesar dos ratos NFOR mostrarem um aumento significativo de
apoptose em relacdo ao CO e TR, observa-se que a média foi baixa e apresenta um DP
alto (0,82 + 1,32 %), sendo equivalente aos indices encontrados em ratos sadios em
alguns trabalhos na literatura (KOLWICZ et al., 2009; METCALF et al., 2009; LEE et al.,
2008). No entanto, o aumento significativo do NFOR em relagédo ao grupo CO e ao TR e
a tendéncia de aumento observada no FOR, sugere uma relacao deste fenbmeno com
o volume de treino executado.

Alguns trabalhos apontaram os riscos cardiacos envolvidos em atividades de
ultraendurance destacando a perda transiente da funcao ventricular, aumento nos
danos gerados ao tecido cardiaco e o sequente aparecimento de biomarcadores
sanguineos de lesdo do miocardio (GEORGE et al., 2008; SCOTT & WARBURTON et
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al., 2008). Huang et al., (2009) em um trabalho com ratos utilizando-se de um protocolo
em esteira semelhante ao deste presente estudo, ressaltou os possiveis riscos
envolvidos na associacdo entre grandes volumes de exercicios de endurance e
atividades que levem a exaustao. Apesar das afericées terem sido realizadas logo apds
o término do protocolo e ndo 48hs ap6s como em nosso modelo, os autores (HUANG et
al., 2009) mostraram aumento na delecdo do mtDNA**** assim como o aumento de
apoptose no VE, ponderando sobre os maleficios deste tipo de atividade. Nosso modelo
ndo generaliza este provavel efeito do treinamento de grande volume, mas relativiza a
um grupo de ratos mais vulneraveis a este fenémeno caracterizado pelo grupo NFOR.

As EROS, fundamentalmente o H,O, e O,*, sdo conhecidas indutoras de
apoptose (JACKSON et al., 2002) devido a sua acao na abertura de poros que alteram
a permeabilidade da membrana mitocondrial e facilitam a liberacdo de proteinas pré
apoptoticas no citosol (CHABI et al., 2008). Nesses casos, tanto o aumento
exacerbado na geragcdo de EROS quanto o conseqiente dano as membranas
mitocondriais destacam-se como 0s principais responsaveis pela indu¢do da apoptose
(KUJOTH et al, 2005; MATES & JIMENEZ, 2000). Nesse contexto, o grande aumento
da enzima SOD e, especialmente, da CAT no grupo NFOR (Figura 14), sugerem que o
cardiomiécito deste grupo possui uma capacidade de producdo de EROS maior que o
grupo FOR submetido as mesmas condi¢des de treinamento.

Muitos trabalhos mensuraram a atividade das enzimas de defesa antioxidante
(SOD, CAT, GPX e GR) do miocardio de ratos em diferentes protocolos de endurance
em esteira rolante (HUANG, 2009; GUL et al., 2006; MORAN, et al., 2004; LIU et al.,
2000; POWERS et al., 1993). No entanto, a literatura aponta resultados diversos, como
aumentos, manutencdo ou mesmo diminuicdo da atividade destas enzimas em
diferentes magnitudes (para revisdo, buscar referéncias em ASCENSAO et al., 2007).
Contudo, a diferenca deste presente estudo consiste no fato que podemos comparar as
respostas enzimaticas de dois grupos (FOR e NFOR) com desempenhos distintos e que
se submeteram ao mesmo protocolo de treinamento de alto volume (OT). Além disso,
podemos recorrer ao grupo TR para reproduzir os efeitos de um treinamento de

endurance moderado.
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A atividade da GR aumentou em todos os grupos, em relagéo ao CO (Figura 14).
No miocardio, a GR apresenta atividade catalitica maior do que no musculo esquelético
e parece ser responsiva nao sO6 ao treinamento de endurance, mas também ao
aumento da idade (BEJMA et al., 2000; SOMANI et al., 1995). A GR possui um
importante papel na regulacao do estado redox da célula (SOMANI et al., 1995), uma
vez que a GSH é o antioxidante ndo enzimatico mais importante do cardiomidcito,
sendo fundamental na manutengéo do estado redox (MORAN et al., 2004). A [GSH] no
miocardio de ratos parece ser maior do que no musculo, sendo que a diminuicdo de
[GSH] leva a perda na protecao deste tecido contra danos advindos de eventos de
isquemia-reperfusao (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007; RAMIRES & JI, 2001; LIU et
al., 2000). Alguns trabalhos mostraram aumento na concentracdo de GSH e na razéo
GSH/GSSG em decorréncia do treinamento (RAMIRES & JI, 2001; SOMANI et al.,
1995). Portanto, o aumento da atividade da GR nos grupos TR, FOR e NFOR
representa uma adaptacdo importante contra a instalagdo do estresse oxidativo em
cardiomiécitos, independente do aumento de volume de treinamento que gere aumento
(FOR) ou queda de desempenho (NFOR).

A atividade da SOD se mostrou aumentada no grupo TR e em 50% dos ratos
FOR (acima da mediana) em relacdo ao CO. O grupo NFOR mostrou um aumento
ainda maior, com o intervalo de confianca acima dos demais grupos. O aumento da
SOD parece ser uma adaptacao esperada, mesmo em elevadas magnitudes, uma vez
que a Mn-SOD é altamente induzida e um importante fator na protecdo contra a
apoptose e necrose (KAVAZIS et al., 2008).

Powers et al. (1993), investigaram o efeito de nove modelos de treinamento de
10 semanas, com diferentes intensidades e tempos de duracéo (30, 60 e 90 min.), na
atividade da SOD nos ventriculos direito (VD) e esquerdo. O estudo (POWERS et al.,
1993) mostrou elevacado da SOD em todos os protocolos sendo este bastante elevado
nos protocolos de maior intensidade e duracdo. Pelo fato da SOD compor a primeira
linha de defesa contra O,* o aumento da sua atividade pode diminuir a exposicdo do
miocardio a este radical, reduzindo indiretamente a formacdo de *OH evitando assim a
instalacdo do estresse oxidativo (MORAN et al., 2004; POWERS et al., 1993). As
atividades da GR e SOD nos grupos TR, FOR e NFOR sugerem que o aumento nas
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atividades destas enzimas parece esperado nos cardiomiécitos do VE frente ao
estimulo do treinamento de endurance.

A atividade da CAT apresentou aumento significativo apenas no grupo NFOR
comparado a todos os grupos analisados, permanecendo inalterada nos grupos TR e
FOR em relacdo ao CO (Figura 14). O aumento da CAT parece ser um fato
extraordinario do grupo NFOR, inclusive se comparado ao estudo de Powers et al.,
(1993) que nao observaram aumento na atividade da CAT no VE e VD em nenhum dos
nove protocolos de 10 semanas de treinamento de endurance com diferentes
intensidades e volumes. Outros trabalhos que mostraram aumento de outras enzimas
do sistema de defesa antioxidante enzimatico em protocolos de endurance, apresentam
valores de CAT inalterados ou com mudanca pouco significativa (GUL et al., 2006;
RAMIRES & JI, 2001; SOMANI et al., 1995;). O aumento da CAT no grupo NFOR
sugere uma producao elevada de H>O, no cardiomiécito do VE uma vez que a CAT
possui um alto valor de k;, comparado a glutationa peroxidase e necessita de
concentragbes maiores de HpO; para atingir sua Vmax (HALLIWELL & GUTTERIDGE,
2007).

As EROS desempenham importante funcao na ativacao de fatores de transcricéo
das enzimas antioxidantes SOD e CAT (FRANCO et al.,, 1999). Nesse contexto, a
familia das MAPKs (Mitogen-activated protein kinases) aparece como sendo uma das
principais ligacdes entre os niveis celulares de EROS e adaptagdo de enzimas
antioxidantes (CUSCHIERI & MAIER, 2005). A cascata de ativacao classica das MAPKs
consiste no aumento da ativacdo dos fatores de transcricdo nucleares, em virtude da
ativacao destas por EROS (JACKSON et al.,, 2002). Tal aumento levaria, por
conseguinte, a um estimulo na expressdo de genes que codificam as enzimas
antioxidantes (CUSCHIERI & MAIER, 2005; CHEN et al., 2001).

A principal ligacdo conhecida entre a produgdo de EROS e a sintese de
proteinas antioxidantes envolve a regulagdo dos ativadores transcricionais NF-k3. A
ativacao destes sinalizadores por EROS participa tanto na regulacao da transcricao
quanto no aumento da abundancia das enzimas antioxidantes SOD e CAT em resposta
ao aumento da produgcdo de EROS (JI, 2007; JACKSON et al., 2002; ZHOU et al.,

2001). Devido a maior meia-vida e ao livre acesso do H>O, pelas membranas celulares,
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o HxO, exerce importante papel sinalizador, podendo desencadear, inclusive, a
apoptose (POWERS et al., 2009; KAVAZIS et al., 2008).

Uma maior concentracdo de EROS no cardiomiocito do VE parece ser o
diferencial no aumento da atividade das enzimas SOD e CAT e também do aumento da
apoptose no grupo NFOR em relagdo aos demais grupos. Embora este aumento ainda
ndo possa ser caracterizado como um estado de estresse oxidativo devido a
manutencédo dos niveis de TBARS e ao aumento discreto da apoptose (em relacao ao
FOR), o aumento da producdo de EROS dos ratos NFOR pode gerar a longo prazo um
estado pr6 - oxidante no cardiomiécito. Esse efeito ndo é advindo do overtraining
somente, uma vez que os animais dos grupos FOR e NFOR foram submetidos ao
mesmo volume de treino. Possivelmente, uma provavel causa desta diferenca reside
em caracteristicas estruturais das mitocdndrias dos cardiomiécitos (composicao das
proteinas da CTE, composicao e densidade dos poros de transicdo de permeabilidade,,
alteracbes da bi-camada lipidica) que levariam a uma maior producdo de EROS nos
ratos NFOR (KOLWICZ et al., 2009; KAVAZIS et al., 2008; BEJMA et al., 2000). O
modelo animal de overtraining proposto neste estudo pode ser utilizado para elucidar

estas questdes no futuro.
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6. CONCLUSOES

A manutencao dos niveis de TBARS e a auséncia de altera¢cdes morfolégicas ou
eletrofisiolégicas que poderiam comprometer a atividade contratil do coracédo indicam
que o miocardio adaptou-se positivamente ao treinamento em todos o0s grupos
treinados. Todavia, tanto o aumento nas enzimas do sistema de defesa antioxidante
SOD e CAT como o aumento de apoptose no NFOR indicam que a producao de EROS
parece estar mais exacerbada neste grupo, sendo provavel a instalagdo de um quadro
de estresse oxidativo aumentando o risco do aparecimento de lesbes no tecido
cardiaco destes animais. Pelo fato de ndo termos realizado medidas diretas da funcao
cardiaca (ECO) demonstrando que a queda de desempenho do grupo NFOR néo esteja
diretamente associada a um comprometimento do miocardio, ndo podemos descartar
este mecanismo. Assim, apesar da queda de desempenho do grupo NFOR parecer
estar associada a outros fatores que ndo apenas o comprometimento do miocardio,
nossos dados apontam que a atividade fisica regular com alto volume deve ser
conduzida com cautela e com avaliacao peridédica da funcdo cardiaca. Resultados
recentes de nosso grupo de pesquisa sugerem que a queda de desempenho do grupo
NFOR parece estar relacionada com um aumento nos niveis de estresse oxidativo e
queda da capacidade oxidativa mitocondrial do musculo esquelético (Rodrigo

Ferraresso, 2010; Dissertacao de Mestrado).
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8. ANEXOS

8.1. Estudo de caso
Mostraremos a seguir, um estudo de caso obtido com um dos animais que
participaram do protocolo. As imagens foram obtidas no momento da realizacdo dos

ECGs deste animal. Este rato completou todo o protocolo, e de acordo com o critério de

selecdo integrou o grupo NFOR.

FIGURA 16. ECGs de um rato pertencente ao NFOR obtido ao longo do protocolo de treino.
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Este animal nos chamou a atencdo, pois apresentou uma grande alteracdo na
conformacao gréafica do ECG 2 quando comparado ao ECG 1, que havia se mostrado
dentro dos padrées de normalidade (Figura 16). Desde entdo, o padrdo observado
tornou a se repetir ao longo do protocolo (Figura 16), mas ndo impediu que o animal
cumprisse o treinamento.

De acordo com a literatura, o fenébmeno observado pode ser classificado como
uma taquidisritmia gerada pelo fen6bmeno de hiperexcitabilidade (LABRUNIE &
GOUVEIA, 1995). As disritmias por hiperexcitabilidade se formam a partir de focos
ectopicos de excitacdo, podendo ser supraventriculares, juncionais e ventriculares. As
extrassistoles sdo batimentos que ocorrem fora do ritmo cardiaco de base e constituem
as taquidisritmias mais freqlentes podendo ser uni ou multifocais. Em humanos, até
cinco extrassistoles isoladas por minuto ndo chegam a interferir no débito cardiaco,
porém, se sao mais frequentes merecem atencédo especial (LABRUNIE & GOUVEIA,
1995). As extrassistoles podem se apresentar organizadamente, com um batimento
prematuro alternado com um batimento normal, formando o bigeminismo ou duas
extrassistoles seguidas de um batimento normal (assim como o contrario, uma
extrassistole e dois batimentos normais), formando o que se chama de trigeminismo. Se
houver uma sequiéncia de extrassistoles teremos uma salva, que se for prolongada sera
chamada de taquicardia paroxistica. O ECG geralmente permite a classificacdo do tipo
de taquidisritmia e de acordo com a Figura 16 temos um caso de
bigeminismo/trigeminismo.

Clinicamente, em humanos este fenbmeno nao precisa obrigatoriamente ser
tratado, desde que nao haja repercussao sobre o débito cardiaco e permaneca estavel.
Se for suspeitada uma queda do débito cardiaco, ou caso a taquidisritmia possa evoluir
para taquicardia paroxistica, entdo deve ser tratada. Seu tratamento consiste em
retardar a repolarizagdo miocardica pelo uso de drogas antidisritmicas como a
lidocaina. Em nosso caso, como este rato aumentou seu desempenho do T1 para o T4
(Figura 17), quando j& apresentava o fenémeno de extrassistole, acreditamos que a
queda no desempenho ocorrida no T6 seja decorrente de outros fatores que néo o

bigeminismo/trigeminismo.
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FIGURA 17. Desempenho do rato com extrassistole.
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