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“O vento € 0 nosso bom amigo, seja 14 como for”, pensou.
“As vezes”, acrescentou em seguida.

“E o grande mar, com os nossos amigos ¢ inimigos. E a cama”, acrescentou em
pensamento.

“A cama ¢ a minha amiga. De cama € que eu preciso. Espero por ela com sua
grande impaciéncia. E facil quando se estd vencido”, pensou o velho pescador.

“Eu nunca tinha sido derrotado e ndo sabia como era facil. E o que me venceu?”
pensou ele.

- Nada! - disse em voz alta. Fui longe demais, foi o que foi.

O velho sonhava com ledes.

O velho e o mar — Ernest Hemingway
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RESUMO GERAL

O empirismo do treinamento pode levar a um desequilibrio entre estimulo da atividade
motora e tempo de recuperagdo do esforco. Como conseqiiéncia o atleta pode experimentar um
estado agudo de fadiga e queda de desempenho denominado de overreaching, revertido em
poucos dias. A persisténcia desta situacdo de desequilibrio pode levar a um quadro crdnico de
sensacdo de fadiga acompanhado de queda de desempenho denominado de sindrome do
overtraining (OTS), que pode durar semanas ou meses. O objetivo deste trabalho foi padronizar
um protocolo controlado e reprodutivel de treinamento em ratos que contivesse um periodo de
desequilibrio entre o estimulo do exercicio € o tempo de recuperacdo que gerasse queda de
desempenho. H4 duas formas de exercicio em ratos amplamente utilizadas na literatura: a natagdo
e a corrida em esteira. Os primeiros dois capitulos deste trabalho descrevem a padronizagdo de um
teste de desempenho em natacdo, reprodutivel ao longo do crescimento animal, para ser utilizado
em estudos longitudinais. Para isso, precisdvamos considerar o empuxo sofrido pelo animal no
meio liquido e validamos (Capitulo I) um aparato de medi¢cdo de volume para animais vivos e
conscientes (AMV). No capitulo II apresentamos os dados da comparagdo da reprodutibilidade de
dois testes de desempenho até a exaustdo na natacdo durante os cinco primeiros meses de vida dos
ratos. Um teste com adicdo de cargas ajustadas de acordo com o porcentual da massa corporal
(MC) e outro com cargas constantes (CC). Utilizando o AMV constatamos que a densidade dos
animais ndo variava e, como conseqiiéncia, o teste MC diminuia o tempo de exaustdo conforme os
ratos aumentavam a massa durante o crescimento, enquanto o teste CC mantinha o tempo de
exaustdo ao longo do tempo. Paralelamente, iniciamos os estudos com exercicio em esteira. No
Capitulo III apresentamos um protocolo de 11 semanas, onde o desequilibrio entre exercicio e
recuperacao foi determinado pelo aumento das sessdes didrias nas trés ultimas semanas em 2, 3 e 4
vezes, com diminuicdo no tempo de recuperagdo entre elas. Selecionamos no final desse
treinamento dois grupos de ratos, aqueles que apresentaram baixo desempenho (BD) e aqueles que
apresentaram aumento ou manuten¢do do desempenho (AD). Embora ambos os grupos tenham
apresentado uma diminui¢do da massa corporal durante o aumento da freqiiéncia de treinamento, o
grupo BD precisou de uma semana a mais de repouso para voltar a aumentar a massa, sem
modificar o desempenho. No Capitulo IV comparamos quatro grupos de ratos obtidos desse
protocolo (Controle (CO), Treinados (T), BD e AD) em andlises no sangue (glutamina, glutamato,
alanina e hemograma) e musculo (citrato sintase (CS), lactato desidrogenase e glicogénio).
Comparando BD com T e AD observamos: (1) diminui¢do da concentragdo plasmatica de
glutamina e aumento na de glutamato, com valores semelhantes aos do grupo CO; (2) diminuicao
da capacidade oxidativa (CS) e manutencao dos estoques de glicogénio; (3) leucocitose. Em vista
das diferengas encontrada entre os grupos BD e AD, concluimos que o protocolo de treinamento
de indugdo de overreaching representa uma ferramenta metodoldgica importante, que pode
auxiliar no desvendamento dos mecanismos causadores da queda de desempenho nos estados de
overreaching/OTS.
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ABSTRACT

The empirical training can lead to an imbalance between the motor activity stress and
recovery. As consequence, the athlete can try an acute state of fatigue and performance decrement
called overreaching, reverted in a few days. This continuous unbalance can lead to a chronic
fatigue state called as overtraining syndrome (OTS), that may last weeks or months. Our goal was
to standardize a controlled and reproducible training protocol in rats that contained an unbalance
period between exercise stress and recovery with performance decrement. Two forms of exercise
is widely used for rats training in literature: swimming and treadmill running. Chapters I and II
describe an adequate standardization for workload in swimming tests when applied to longitudinal
studies with sedentary rats. Therefore, considering the rats’ buoyance, we validate (Chapter 1) an
apparatus for measuring conscientious living rat body volume (AMV). In chapter II, we evaluated
two types of swimming tests with overload in sedentary rats: one with the load adjusted according
to percentage of body weight (BW) and another one with constant load (CL) over time. Through
the AMV, we found that the rats’ density did not vary significantly, as consequence, MC test
showed performance decrement as the rats had their mass increased, while CC test maintained
performance along rats growth. In time, we initiate the studies with treadmill exercise. In Chapter
III, we present an eleven weeks training protocol where the unbalance between exercise stress and
recovery was determined by the increase of the daily sessions in 2, 3 and 4 times in the last three
weeks, reducing the recovery time between sessions. We selected two groups of rats in the end of
the training protocol, those that presented low performance (BD) and those that presented
performance increase or maintenance (AD). Although both groups (AD and BD) showed corporal
mass reduction during the increase of the daily frequency, BD group return to increase the mass
one week later than AD group, without modifying the performance. In Chapter IV, we compare
four groups of rats after the eleven weeks training protocol (Control (CO), Trained (T), AD and
BD) in blood (glutamine, glutamate, alanine and hematological variables) and muscle analyses
(citrate synthase (CS), lactate dehydrogenase and glycogen). Comparing BD with AD and T
groups, we observe: (1) reduction of the glutamine plasma concentration and increase of
glutamate, with similar CO values; (2) reduction of the oxidative capacity (CS) and maintenance
of the glycogen stores; (3) leucocitosys. We conclude that the training protocol induces the rats to
overreaching and it represents a relevant methodological tool in overreaching / OTS metabolical
mechanisms research envolved in performance decrement.
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INTRODUCAO GERAL

A sindrome do overtraining (OTS) representa uma das complicagcdes mais temidas por
atletas de competi¢do e ¢ um assunto de relevante interesse investigativo da ciéncia relacionada ao
esporte (14). Embora nos ltimos anos o conhecimento sobre os mecanismos geradores do OTS
tenha aumentado (2, 7, 10, 14), ainda ha uma forte demanda por informagdes e procedimentos que
possam definir e diagnosticar o OTS com precisdo (14). O OTS ¢ hoje definido como um quadro
cronico de sensa¢do de fadiga e queda de desempenho que pode persistir por semanas ou meses (1,
10) apresentando diversas alteragdes, entre eles disturbios de comportamento (14). Tal ocorréncia
¢ considerada rara (14), mas o chamado overtraining de curta duragdo ou overreaching (6, 12)
ocorre com certa freqiliéncia, e ¢ definido quando o atleta experimenta um estado agudo de fadiga
e queda de desempenho que pode ser revertido em poucos dias ou algumas semanas (1, 10).

A falta de uma terminologia consistente de consenso geral ¢ apenas um dos problemas
associados com a pesquisa desta area (7). Denominagdes como underperformance syndrome,
staleness, overwork, stagnation, chronic fatigue, overfatigue, overstrain, burnout e overtraining
syndrome (3, 5, 9) sdo freqlientemente encontrados na literatura. Halson e Jenkendrup (7)
apontaram sete vieses na investiga¢ao do overreaching/OTS que dificultam a comparagdo entre os
estudos. Basicamente estes autores resumiram a falta de controle ou ndo descricdo adequada das
cargas de treinamento e testes de desempenho como as principais dificuldades.

A queda de desempenho parece ser o unico parametro de consenso na literatura que deve
estar obrigatoriamente associado tanto ao overreaching quando ao OTS (1). Portanto, qualquer
modelo de treinamento que tenha o objetivo de investigar o overreaching/OTS requer um controle

sensivel do desempenho. O maior problema ¢ que modelos de indugdo intencional do estado de
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OTS em atletas de alto nivel seriam contraditérios (1), pois levariam a redugdo da capacidade
funcional do individuo.

Neste panorama, a padronizagdo de modelos de treinamento em animais pode auxiliar na
compreensdo dos mecanismos envolvidos na manifestagdo do overreaching ou OTS, e contribuir
na interpretagdo dos dados referentes aos seres humanos. O objetivo do presente trabalho continha
esse desafio, padronizar um modelo de inducdo de overreaching/OTS em ratos, diagnosticado
através de um teste de desempenho reprodutivel que pudesse discriminar as possiveis adaptagdes
positivas e negativas que porventura ocorressem durante o protocolo de treinamento. Também
procuramos cercar alguns biomarcadores no sangue e musculo apds a aplicacdo do protocolo, a
fim de delimitar perspectivas para futuras investigagdes e averiguar o potencial do modelo no

entendimento dos mecanismos envolvidos no overreaching/OTS.

DESENVOLVIMENTO DO PROJETO

O presente trabalho estd dividido em quatro capitulos escritos na forma de artigo cientifico
no padrdo usual. Cada capitulo contém o seu proprio resumo, introducio, materiais ¢ métodos,

resultados e discussao no intuito de serem compreendidos de forma independente.

Capitulos I e II: Natagdo

Os capitulos I e II contemplam os experimentos realizados com ratos utilizando a natagdo
como forma de exercicio. Esta foi nossa primeira op¢ao na tentativa de padronizag¢do do protocolo
de treinamento. A natacdo possui uma série de vantagens, pois requer um equipamento mais

simples e barato, os ratos sdo nadadores naturais e ficam altamente motivados a evitar o
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afogamento o que garante alto nivel de desempenho (4). Esses dados também fazem parte do
projeto de IC do aluno Renato Buscariolli de Oliveira, bolsista Fapesp.

Antes de elaborarmos o protocolo de treinamento de natacdo havia a necessidade de
padronizar um teste de desempenho confidvel, e que ndo sofresse alteracdes com o crescimento
animal, visto que o treino poderia durar varias semanas. Nesse sentido, podemos agrupar as
propostas de testes de desempenho para ratos na natagdo em quatro grandes categorias: testes de
velocidade, testes em labirintos, testes de endurance até a exaustdo (4) e testes até a exaustdo em

sistema de turbilhao (8).

Escolhemos o teste até a exaustdo com adigdo de chumbo atado ao animal a fim de reduzir
o tempo do teste. No entanto, a flutuabilidade precisava ser quantificada, visto que no meio
liquido ela poderia influenciar significativamente o resultado dos testes (11). Assim, no Capitulo I
mostramos a validacdo de um aparato de medi¢ao de volume (AMV) dimensionado para aferigdes
em ratos vivos e conscientes. Estes resultados ja estdo publicados (Hohl, R.; Oliveira, R. B. DE;
Macedo, D. V.; Brenzikofer, R. (2007). Apparatus for measuring rat body volume: a
methodological proposition. Journal of Applied Physiology 102: 1229-1234, 2007).

No capitulo II apresentamos a investigacdo de dois tipos de teste até a exaustdo durante 4
meses de crescimento dos animais: 1- ajuste de cargas através da porcentagem da massa corporal
(MC) e 2- com cargas constantes (CC). O objetivo foi selecionar o teste de desempenho que nao
sofresse interferéncia durante o crescimento dos ratos, visto que ndo encontramos na literatura
trabalhos com este enfoque. Esses resultados estdo submetidos para publicacdo na mesma revista

do trabalho anterior.
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Capitulos 11l e IV: Corrida em esteira

Paralelamente buscamos validar um protocolo de treinamento ja utilizado no Labex (15), o
que demandou como na natagdo a padronizagdo de um teste de desempenho em esteira que nao
sofresse influéncia da maturacdo/crescimento durante o tempo em que os animais fossem
submetidos ao treinamento.

No capitulo IIT mostramos a padronizagdo e a validacdo de um protocolo de indugdo de
overreaching diagnosticado através da queda de desempenho aferido por um teste reprodutivel e
sensivel as adaptacdes do treinamento. Estes dados também fazem parte do projeto de IC do aluno
Rodrigo Luiz Ferraresso, bolsista Fapesp.

No Capitulo IV analizamos os 4 grupos resultantes do protocolo descrito no Capitulo 3 em
relagdo a alguns biomarcadores no sangue (glutamina, glutamato, alanina e hemograma) e
musculo (citrato sintase (CS), lactato desidrogenase e glicogénio). Estes dados também fazem
parte do projeto de IC da aluna Rejane Cristina Lucco, bolsista PIBIC/CNPq. Neste capitulo
discutimos perspectivas da utilizagdo do modelo desenvolvido neste trabalho baseado nos dados

dos biomarcadores quantificados.
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ABSTRACT

We propose a communicating vessels system to measure body volume in live rats through
water level detection by hydrostatic weighing. The reproducibility, accuracy, linearity and
reliability of this apparatus were evaluated in two tests using either previously weighed water or
six aluminum cylinders of known volume after proper system calibration. The applicability of this
apparatus to measure live animals (Wistar rats) was tested in a transversal experiment with five
rats, anesthetized and non-anesthetized. We took 18 measurements of the volume under each
condition (anesthetized and non-anesthetized) totaling 90 measurements. The addition of water
volumes (50—700ml) produced a regression equation with a slope of 1.0006+0.0017, intercept of
0.75+0.81 (R*=0.99999 and SEE=0.58ml) and a bias of about 1ml. The differences between
cylinders of known volumes and volumes calculated by the system were lower than 0.4ml. Mean
volume errors were found between 0.01% and 0.07%. Regarding the live models, the mean[1SD
difference between the volumes obtained for anesthetized and non-anesthetized rats was
0.31ml[12.34ml (n=90). These data showed that animal movement does not interfere with the
volume measured by the apparatus proposed, and neither anesthesia nor fur shaving is needed for
this procedure. Nevertheless, some effort should be taken to eliminate air bubbles trapped in the
apparatus or the fur. The proposed apparatus for measuring rat body volume (AMYV) is cheap and

may be useful for a range of scientific purposes.
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INTRODUCTION

The density or specific gravity of the body is a biological parameter determined by the body-
volume to weight ratio. Density determination is important for evaluating morphological changes
provoked by age (19), use of drugs (24, 28), different diets (6, 16, 25) or training (28) because it is
inversely related to the percentage of body fat in humans (1) and animals (6). Moreover, the
determination of density may play a major role in the application of exhaustion tests in rats
subjected to swimming effort (5, 11, 18, 20, 25) since the volume and mass of the animals
accounts for their buoyancy in water. Indeed, in 1947, Scheer et al.(25) showed that the
reproducibility of performance tests was significantly increased when the animals had their
densities homogenized prior to tests. However, the standardization of effort intensity in rats
subjected to exhaustion swimming tests are still performed by the addition of a load equivalent to
a percentage of body mass rather than animal volume (i.e. density) (4, 10, 21, 29).

Other studies on development and the validation of procedures for measuring volume in
humans and small animals date from the beginning of the 20" century and comprise methods
including air displacement, helium dilution and hydrostatic weighing (1, 3, 6, 9, 13, 14, 16, 22, 23,
27,30, 31).

The air-displacement procedure consists of a partial evacuation of a standard chamber
connected to another chamber of known volume that contains the body to be measured. After
connecting the two chambers, pressure equilibrates and the body volume is calculated from the
temperature and pressure obtained in both chambers (9, 12, 15). According to Hix et al. (12),
possible sources of error in this procedure are changes in temperature, air humidity and
insufficient precision of pressure sensors. More recently, an air displacement plethysmograph

(BOD POD), without the need to conduct measurements under isothermal conditions - since the
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air in the chambers is allowed to compress and to expand adiabatically -was commercially
available for measuring human body volume (7, 8, 17).

The helium dilution method is performed in a chamber of known volume with a fixed
volume of helium (9, 12, 26, 30). The unknown volume of a body is determined by a conductance
cell used for analyzing helium concentration (12) or by the principle for dilution of gases (30). In
the first case, determination of the volume by the conductance cell is affected by air humidity and
CO,, since the cell is sensitive to both of these variables (12). Temperature, helium absorption by
the body and incomplete mixture of the gas interfere with the volume determination in the other
method (30).

Hydrostatic weighing has been the main procedure used for determining the volume of
animals. This technique, based on Archimedes’ principle, compares weight in the air to the
apparent weight in a liquid medium of known density. The main difficulty in using this procedure
is the movement of the animal during measurement. To address this issue, most studies have used
either anesthetized (14, 28) or dead (6, 22, 23, 24) animals. Fur shaving is also performed to
decrease bubbles trapped among the hairs (6, 16, 22, 23). However, these procedures are not
feasible in a longitudinal study evaluating the individual body density of live animals subjected to
a specific condition of training or nutrition for several weeks.

This study presents an easily manufactured apparatus for measuring body volume in small
animals, which can accurately and reproducibly measure body volume in live rats without

anesthesia or fur shaving.
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MATERIAL AND METHODS

APPARATUS FOR MEASURING RAT BODY VOLUME (AMYV)

The apparatus for measuring rat body volume (AMV) is shown in Figure 1. It consists of two
communicating-cylindrical vessels linked through a flexible hose. The rat is placed in one vessel
[C] while water level changes are measured by hydrostatic weighing of a cylindrical test tube with
a lead ballast [A] performed in the other vessel [B]. The connecting flexible hose is sized to
attenuate the transmission of disturbances caused by animal movements and the reinforced walls
prevent the internal volume from being altered by pressure. The AMV is simple and dismountable.
Caution should be taken so that supports [H, I, J] are tight and the scale is protected against
circulation of air. Glass or other transparent material should be used for the vessel [C] so that the
animal can be viewed and observation facilitated. To maximize the linearity of the system, those
parts that are susceptible to becoming wet when the water level rises must be cylindrical. The

characteristics of the main components of AMV are described in Table 1.

scale D

Figure 1. APPARATUS FOR MEASURING RAT

BODY VOLUME (AMV). [A] Test tube with lead

ballast; [B] Measurement vessel; [C] Glass vessel for

[h submerging the animals; [D] Digital scale; [E]
Flexible hose connecting the vessels; [F] Screen for
feces retention; [G] Faucet; [K] Iron rod; [H, I, J] Iron

G supports to fix the system; [h] Variation in water

| | ;E:._l height before and after animal was introduced in the

system.
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Table 1. Functions, dimensions and specification of the main components of AMV

Component Description Function Lengt(mm) Diameter(mm)
A — Ballasted test-tube Measures water level 230 29.7
B - Vessel 2 Communicating vessel which holds 510 47.5
the test tube
C- Vessel 3 Communicating vessel which holds 330 68
the animal
D - Scale Hydrostatic weighing * -
E - Flexible hose Connects the communicating vessels 1250 8
F - Retention Screen Supports animal / feces retention - -
K - Iron Rod Connects the test tube to the scale 200 -
plate

*Scale features: minimum capacity = 0.50g, maximum capacity = 1010g, sensitivity = 0.01g,
hydrostatic weighing function.

AMYV setup protocol

1. Connection between both vessels [B and C] through the flexible hose [E];

2. Addition of water (1.7 L) in the communicating vessels system; removal of air bubbles from
inside the flexible hose [E] and vessels [B and C] by vigorous shaking (lifting and tilting) of the
system and water flow by the faucet [G];

3. Hang the ballasted test tube [A] to the scale [D] by a rod [K] and centralize it inside the vessel
[BI;

4. Addition of water in vessel [C] until the bottom of the test tube [A] is reached inside the vessel
[B]; this is signaled by the scale [D];

5. Addition of water (150 ml) in the vessel [C] until water level goes over the rounded base of the
test tube and reaches its cylindrical portion;

6. Tare of the scale [D] before initiating calibration.
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VOLUME DETERMINATION

The introduction of the animal inside the vessel [C] increases water level [h] in the system.
Simulations in which the volume measured was related to the dimension of the components
optimized the sensitivity of the apparatus. The rat volume (V.) is related to the variations in
volume “AVy” and “AV(” from vessels [B] and [C], respectively:

Viat=AVe + AV — AVA — AVg

where “AV,” and “AVg” are the variations in volume occupied by the test tube [A] and by the
supporting rod of the retention screen [F], respectively.

The increase in the water level [h] around the test tube [A] of diameter “dA”, causes
variation in the scale reading (Mscale) Of:

Micate = Dyater x 7@ x (da)’ x h/4

where Dyater indicates water specific mass (1g/ml).

Hence, rat volume is directly proportional to the variation indicated in the scale:

Vrat= Mieate x [(d0)” + (dp)’ - (d,)* - (dr)* 1/(da)’

In this equation, “dg” and “d¢” are the inner diameters of vessels [B] and [C], “dA” is the outer
diameter of the test tube [A] and “dg” is the diameter of the supporting rod of the retention screen
[F].

Thus, Mgl varies according to the volume of the object inserted into the system. If the
components [A, B, C and F] are cylindrical in the range of water level variation, V., does not
depend on the initial water level at tare time. In practice, the volume measure depends only on the

value read in the scale (Mq1e) and the calibration equation quantified after setting up.
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AMV CALIBRATION

The purpose of the calibration procedure is to quantify the equation, which relates the
volume of the submersed body to the value displayed by the scale. A fast and precise method of
calibration was developed using six cylindrical aluminum machined parts (about Scm diameter x
Scm height) measured for a precise determination of individual volume. Calibration consisted of
consecutive introduction of the parts into the vessel [C] with caution to eliminate eventual air
bubbles. After each part was introduced, the scale reading was registered after stabilization (about
20s). This procedure was repeated until the last part was added. The values measured by the scale
were related to the summation of the part volumes, and a linear least squares fit was applied to this
data to determine the calibration equation. Thirteen of these calibrations were carried out over five
months.

A methodological remark is that the calibration must be determined with the test tube
wetted. Thus, we suggest metallic parts to be inserted together in the system before calibration

begins.

AMYV TESTS WITH WEIGHED WATER AND INANIMATE OBJECTS

The AMV and its calibration were tested for agreement, linearity and accuracy. As there
are no animals with accurately known volume, standard volumes of water measured by weighing
(50.00+£0.05ml) were consecutively introduced into the vessel [C]. The values obtained on the
scale were registered and the calibration equation (obtained with the aluminum cylinders) was

applied to evaluate the measured volumes of water.



27

We also evaluated the ability of the AMV to determine with accuracy and reproducibility
the known volume of inanimate objects. We used the 13 calibration lines to determine the volumes

of six aluminum cylinders throughout 5 months.

TRANSVERSAL EVALUATION OF THE VOLUME OF ANESTHETIZED AND NON-
ANESTHETIZED ANIMALS

The experimental protocols using animals were previously approved by the Animal
Experimentation Ethics Committee (638-1). To test the reproducibility of volume measurement in
live animals, five male Wistar rats of different sizes and ages (Table 2) were used in a transversal
study. Each animal was introduced six times into the system, either anesthetized or not. The
experiments were carried out on different days, always at the same time. One rat was used per day

and the system was previously calibrated with the aluminum cylinders.

Table 2. Age and mass of the rats used in the transversal analysis.

Rat Age (days) Mass (g)
1 58 297.87
2 84 343.59
3 120 420.07
4 105 373.59
5 107 375.02

A non-anesthetized rat was first introduced in the vessel [C]. Measurements were taken
only after the animal was calm and acclimated to the water (35 + 1°C) and container conditions.
The rat was kept almost submerged by a screen - similar to that used for feces retention [F] — only
its muzzle was not under water to allow breathing (Figure 2). Three volume determinations were

measured every time an animal was introduced in the system. Each volume determination resulted
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from the mean of 20 measurements taken over 30s and calculated automatically by the scale
software. Because rats were introduced into the system six times, 18 measurements were taken for
each animal. A total of 90 volume measures were made. Each apparent weight measurement lasted
about 3 min. After each weighing session, the animal was dried with towel and dryer. Before
another trial, the volume of water trapped in the fur of the rats and removed from the system was

replaced. The scale was then tared.

Figure 2. Rat being measured by AMV.
The same procedure was repeated when the animals were anesthetized by intraperitoneal
sodium thiopental (40 mg/kg body weight). Each rat was introduced into the system by a stick.

Dental floss was tied in the incisive teeth of the rat to keep its muzzle above water and thus assure
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breathing during weighing. The animals were agitated with a stick introduced in the water that
passed between the walls of the vessel and the rat, so that the air bubbles trapped in the fur were
released.

To evaluate the effect of air bubbles trapped in the fur of the anesthetized animals on the
volume, complementary volume measurements were taken from one rat (Rat 1). Six weight
sessions were conducted, each one with three measures taken before and three after the rat was
agitated with a stick, resulting in 18 weight measures in each condition. The volume of the animal
was obtained in all the cases, applying the value read on the scale to the calibration equation

obtained in the same experimental trial.

STATISTICAL ANALYSIS

To compare the measured volumes with the standard ones, two types of analysis were
performed. A linear regression between the two variables related the line of identity to the test of
the agreement of the results. To show the bias across the range of measured inanimate volumes, a
Bland-Altman (1986) analysis was performed, which also permits the evaluation of the precision
and accuracy of the methodology. A parametric ANOVA for independent groups was used to

evaluate rat 1 anesthetized or not, with or without agitation. The significance level was set at p <

0.05.
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RESULTS
BEHAVIOR OF AMV MEASURING PREVIOUS WEIGHTED WATER AND INANIMATE
OBJECTS

A typical linear regression between the volumes of the aluminum cylinders and the scale
displays resulted in a calibration line with slope of 6.87+0.04ml/g and an intercept of 1.70+2.1ml
(R*=0.99998 and SEE=0.22ml). This calibration was performed 13 times over 5 months, and a
specific equation for adjustment was calculated for each calibration.

The comparison between the water volume measurements by AMV (using a previous
aluminum cylinders calibration) and by weighing shows linearity and agreement. The linear
regression indicates a 1.0006+0.0017 slope, intercept of 0.75+0.81, R*=0.99999 and SEE=0.58ml.
The difference between these variables as a function of the volume is shown in the Bland-Altman
Plot (Figure 3). The differences between the volumes show a mean of 0.996ml and a standard
deviation of 0.584ml with a bias of about 1ml. In addition to the line for mean difference, Figure 3
includes the experimentally observed [12SD limit of the differences between volumes. Expressed

in percent of the measured volume, the values for the mean12SD are 0.262%![10.266%.
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Figure 3. Difference between water volume measured by AMV and weighed water volume
(standard) compared with the mean for both measurements. The lines are the mean difference
112SD.

Table 3 shows the actual volumes of six cylinders and the mean [12SD of the 13 volumes
of each respective cylinder measured in the AMV throughout 5 months. The differences between
the actual volume and the volume measured by AMYV is less than 0.4ml. The mean volumes errors,
expressed as a percentage, varied between 0.01% and 0.07% except for the first cylinder (0.36%),
showing good accuracy of the system.

The reliability of the measurements was also good. The coefficient of variation (2SD AMV

Volume/Actual Volume) gave a mean+SD of 0.16% +0.14%.
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Table 3. Actual volume and mean volume of six aluminum cylinders calculated in the AMV
system after 13 calibration procedures over 5 months.

Actual Volume (ml) AMY Volume=£2SD (ml) Diff. (ml) Mean Error CV2SD
107.76 108.148 + 0.461 0.388 0.0036 0.0043
215.56 215.620 + 0.456 0.0602 0.0003 0.0021
323.26 323.198 + 0.321 -0.0619 -0.0002 0.001
430.56 430.273 £0.326 -0.2872 -0.0007 0.0008
538.15 538.230 + 0.465 0.0795 0.0001 0.0009
645.81 645.881 + 0.326 0.0705 0.0001 0.0005

Diff = AMV Volume — Actual Volume;
Mean Error = (AMV Volume — Actual Volume)/Actual Volume;
CV2SD = 2SD/Actual Volume

BEHAVIOR OF AMV MEASURING LIVE MODELS

Transversal evaluation of body volume of anesthetized and non-anesthetized animals

Table 4 shows the mean+SD of the volume and density of the rats, either anesthetized or
non-anesthetized. The volume variation of rat 1 in the three experimental conditions (18
measurements each) is shown in a histogram in Figure 4. The meant2SD volume differences
between the anesthetized rat 1 that was not agitated for air bubble removal and the non-
anesthetized rat 1 was 5.54ml+3.92ml, and between the agitated anesthetized rat 1 and the non-
anesthetized rat 1 was 0.07ml+3.06ml. Consequently, the apparent density of the anesthetized not
agitated rat 1 (1.008+0.005g/ml) was significantly lower compared to the agitated one
(1.028+0.004g/ml). In addition, the volume variability in the anesthetized rat 1 was higher before

agitation (+3ml) compared to this measurement after agitation (+2ml).



Table 4. Volume and density of the animals used in the transversal analysis.

Rats non-anesthetized

(O R L S R

volume
(ml)
289.9£1.0
334.3£1.3
409.5+1.7
367.1£1.5
367.0£1.2

volume
anesthetized
(ml)
289.9+1.2

334.0+1.5
410.4£1.5
365.5+£2.5
366.7£1.2

density

non-anesthetized

(g/ml)
1.027+0.004

1.028+0.004
1.026+0.004
1.018+0.004
1.022+0.003

density
anesthetized

(g/ml)
1.028+0.004

1.029+0.004
1.024+0.004
1.022+0.007
1.023+0.003
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Mean+SD of the volumes (ml) and densities (g/ml) of rats (n=5) either anesthetized or not (18
measurements per rat in each condition).
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Figure 4. Histogram of the volume values calculated from a previous calibration of rat 1.
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Figure 5 presents a histogram of the differences between the 90 anesthetized and non-
anesthetized volumes of the five rats evaluated in the transversal study. A nearly normal

distribution is observed and the mean1SD was 0.31ml[12.34ml.
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Figure 5. Histogram of volume differences between anesthetized and non-anesthetized rats (n=5).
Mean[ISD 0.31ml[12.34ml. Total of 90 measurements.

The coefficient of variation, expressed as a percentage (CV%) of the volumes of the
anesthetized and non-anesthetized rats was (mean!SD) 0.45%10.13% and 0.38%[10.04%,
respectively. The values of CV% and the small standard deviations (Table 4) indicate a good

reliability over repeated measurements of the anesthetized and non-anesthetized rats.
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DISCUSSION

In the present study, we propose a new apparatus for measuring the volume of rats that
does not require animal sacrifice, anesthesia or fur shaving. This introduces important advantages
relative to current alternative methods. The reproducibility, accuracy and sensitivity of this
method are shown in this study. Because this apparatus is easy to construct, it can be used for
several scientific purposes.

The movements of the non-anesthetized animal have been reported to impair the
determination of body volume by hydrostatic weighing (30). However, the results obtained by the
AMYV do not support this fact. The density values of the rats, anesthetized or not, were similar to
those found in other animals (Table 5), which corroborates the fact that an animal does not need to
be anesthetized to be measured by AMV since its movements do not interfere with the process. In
contrast, animal movements helped release air bubbles from the fur. Moreover, irrespective of the
volume of the animals (small=289.9+1.0ml; large=410.4£1.5ml), the [JSD was low, which
confirms the fact that AMV measurements are repeatable. With respect to live animals,
considering the standard deviation of [12.34ml (Figure 5), we suggest that one measures each
animal two times in the AMV using the mean if the two measurements agree within 2ml. If they

disagree by more than 2ml, then a third measurement must be made.
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Table 5. Referential mammals density

References Animal Model Methodology A Density (g/mL) Age

23 Guinea Pig (n=50) H.W. Dead Animals 1.021 to 1.093 -

25 Rats Live Animals 1.015+ * 12 weeks
16 Cattle (n=30) H.W. Dead Animals 1.017 t0 1.070 -

30 Cats (n=10) H.D. Live Animals 1.023 to 1.087 -

14 Hamster (n=34) A.D. Anesthetized 1.049 £ 0.010 3 months

Animals
28 Sprague Dawley Rats H.W. Anesthetized 1.047 £ 0.01 to 3 to 6 weeks
(n=14) Animals 1.058 = 0.009
6 Wistar Rats H.W. Dead Animals 1.04 to 1.08 28 to 49 days

H.W. Hydrostatic Weighing; A.D. Air Displacement; H.D. Helium Dilution.
* £SD not informed.

It seems that the volume of non-anesthetized live animals has been measured solely by a
model proposed by Scheer et al. (25). This model worked similarly to AMV, i.e., measuring water
displacement after the introduction of a non-anesthetized live animal. In this study (25), the
densities of the animals were obtained by the ratio between body weight and the weight of the
water volume displaced by the animal and was performed through three transferences of water.
However, no comments were made by the authors concerning residual water in the containers,
which could lead to measurement error. In addition, the animal in this system was kept completely
submerged and isolated during volume measurement (filling the container completely, operating
valve closure, opening the emergency exit and finally emptying water content). This study (25)
did not report calibration efforts when determining accuracy and/or care in handling air bubble
interference; its reproducibility (1%) was mentioned without further specifications. We have
shown that AMV has some advantages over this system. Our data (Table 3) show that the maximal

relative error in AMV was 0.4% when measuring volumes from 100 to 700ml.
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The densities of the 5 rats presented in this work (Table 4) are lower than the minimum
values found by others in Sprague-Dawley and Wistar rats (Table 5). This could be attributed to
the fact that the present work, as well as work by Scheer et al (25), calculates the density of
conscious living animals, where imprisoned air in the lungs, superior aerial ways and
gastrointestinal tract can interfere with density, presenting lower values compared to the carcass of
dead animals with fur shaving (6). Thus, it is not possible to use the same relation that exists for
dead animals to indirectly define the percentage of body fat of conscious living animals through
the density. To define the equation that relates the density of living animals and percentage of
body fat was not the objective of this work.

In conclusion, our data show that AMV is reliable, accurate, reproducible and sensitive.
The principle for volume measurement can be applied to any animal as long as the system has
physical dimensions. AMV is cheap and can be used with live animals allowing for the evaluation

of individual body volumes over time in longitudinal experiments that may last many months.
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CAPITULO 11

PADRONIZACAO DE CARGAS EM
TESTE DE NATACAO ATE A
EXAUSTAO APLICADO EM ESTUDOS
LONGITUDINAIS DE RATOS
SEDENTARIOS

Rodrigo Hohl; Renato Buscariolli de Oliveira; Denise Vaz de Macedo; René Brenzikofer
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi definir qual a melhor padronizacdo de cargas para ratos
sedentarios em testes de desempenho na natacdo para ser aplicada em estudos longitudinais. Para
isso, comparamos dois tipos de testes com sobrecarga: um com ajuste das cargas em porcentagens
relativas @ massa corporal (MC) e outro com carga constante (CC). Os animais (N=30) foram
subdivididos em trés grupos, cada qual submetido mensalmente, da 8* até a 20? semana de vida, a
duas cargas diferenciadas (7g e 4%, 11g e 6%, 15g e 8%). Utilizamos como pardmetro de
desempenho o tempo para atingir a exaustdo. A densidade de nove animais também foi
determinada. Nossos resultados mostraram que independente do nivel de sobrecarga utilizado no
teste MC, todos os grupos apresentaram uma queda significativa no tempo para a exaustdo,
paralelo a um ganho significativo de massa, principalmente da 8” para a 12* semana, confirmando
observagdes antigas, que o ganho de massa corporal ndo ¢ diretamente proporcional ao aumento
de desempenho. Nao encontramos diferencas significativas em nenhum grupo e em nenhum
momento no teste com CC, indicando uma atenuagao da interferéncia do crescimento animal nesse
teste. A gravidade especifica também ndo se alterou significativamente ao longo dos meses.
Baseados nestes resultados, propomos que o teste com cargas constantes ¢ o mais adequado para a
avaliagdo do desempenho na natagdo em estudos longitudinais, pois ndo aumenta nem diminui a

forca relativa que o rato deve suportar caso a gravidade especifica ndo se altere significativamente.
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INTRODUCAO

A natacdao ¢ um modelo de exercicio amplamente empregado para o estudo da fisiologia,
metabolismo celular, psicologia e cognicdo em animais de pequeno porte (4). A natagdo apresenta
uma série de vantagens frente ao uso da esteira rolante, entre elas o baixo custo do equipamento; a
habilidade natural dos pequenos roedores para essa pratica - ndo sendo necessario a selecdo de
animais - a possibilidade de se trabalhar em intensidades mais elevadas e a alta motivacdo em
evitar o afogamento quando préximos da exaustdo, assegurando um alto nivel de desempenho (3,
4, 14). Outra diferenca importante em relacdo a esteira rolante ¢ a ndo necessidade de submeter os

animais a outros estimulos que, por si s, poderiam causar estresse (3, 14).

Um dos usos mais recorrentes da natacdo com roedores tem sido sua utilizagdo para
avaliagdo do desempenho apos tratamentos com drogas, dietas, protocolos de treinamentos e
suplementagdes (3, 4, 17, 18). Podemos agrupar as propostas de testes de desempenho em quatro
grandes categorias: testes de velocidade, testes em labirintos, testes de endurance até a exaustao
(4) e testes até a exaustdo em sistema de turbilhdo (14, 15, 17).

Ratos sem incremento de carga podem nadar em dgua isotérmica por até 60 horas antes de
atingirem a exaustdo, tornando inviavel a realizacdo de estudos com testes de desempenho sem a
utilizagdo de sobrecarga para diminuir o tempo de nado (13, 22). Dentre as propostas de utiliza¢ao
de sobrecarga, a carga relativa ajustada pela massa corporal ¢ a metodologia mais empregada para
determinar adaptacdo dos animais aos mais variados tipos de exercicios e tratamentos (3, 4, 7, 12,
18, 19, 21, 26). Neste teste, o animal ¢ introduzido num tanque contendo agua e deve nadar com
pesos ligados ao rabo ou ao peito até que fique impossibilitado de se manter na superficie. Varios

parametros de exaustdo ja foram utilizados, sendo o tempo de 10 segundos sob a superficie um



44

critério ja validado e bastante utilizado (21, 26). Este pardmetro possui alta correlagdo com a
exaustdo completa e sua utilizagdo diminui o risco de afogamento (18). Como tentativa de
diminuir a variabilidade do tempo de esfor¢co em ratos de tamanhos e pesos distintos foi proposto
que as cargas sejam definidas através de um mesmo percentual de massa corporal dos animais, (4,
7, 17).

Essa proposta parte do pressuposto de que quanto maior a massa do animal, maior a
capacidade de exercicio em estudos longitudinais, pois utilizando um percentual da massa corporal
fica dificil pré-estabelecer uma carga que leve a repetibilidade dos tempos de exaustdo dos
animais, o de sustentagdo de cargas na natagdo. No entanto, parece que o ganho de massa corporal
ndo ¢ proporcional ao aumento na capacidade de manutengdo de cargas (18, 21), sendo esse dado
inerente também aos humanos (13). Isto porque animais de maior massa acabam nadando com
uma carga absoluta maior, reduzindo o tempo para atingir a exaustdo quando comparados com 0s
animais de menor massa (18, 21). Esse fato se constitui num agravante quando usamos a natagao
como modelo que inviabiliza avaliar os efeitos de diferentes protocolos de treinamento sobre o
desempenho (7, 17), sugerindo uma reavaliacao desta metodologia. Uma contribui¢do significativa
seria demonstrar uma metodologia de ajuste de cargas que mantivesse o tempo de nado até a
exaustdo durante meses de experimento em ratos sedentarios.

Outras duas metodologias de tentativa de se padronizar as cargas entre os animais ja foram
utilizadas no passado: cargas relativas a densidade dos ratos, que inclui a flutuabilidade na
padronizacdo do esforco (8, 23) e cargas constantes, que propde a mesma massa de chumbo
independente do peso ou tamanho dos animais (5, 10, 20). Em uma extensa revisdo Dawson &
Horvath (4) discutiram que tais metodologias levam a uma grande variabilidade de resposta entre

os animais, principalmente em ratos de tamanhos variados.
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Neste estudo, avaliaram-se dois tipos de testes de natagdo com sobrecarga em ratos: um
com ajuste das cargas relativas a porcentagem da massa corporal (MC) e outro com carga
constante (CC). Nosso objetivo foi definir qual o melhor teste para ser aplicado como parametro

de desempenho em estudos longitudinais.

MATERIAIS E METODOS

ANIMAIS

Trinta ratos machos, albinos, da linhagem Wistar, com 30 dias de idade no inicio do
experimento, foram acomodados em biotério climatizado a 25°C (£ 1°C), com controle de ciclo
invertido de luz claro/escuro de 12 horas e alimenta¢do ad [libitum. Todos os animais foram
adaptados a dgua e a natagdo antes do inicio dos testes. A adaptagdo utilizada consistiu em coloca-
los para nadar a 35°C(+ 1°C) durante 10 minutos, trés vezes por semana, com o intuito de evitar
interferéncias causadas pelo estresse, mas sem provocar adaptacdes de treinamento (12). Os
experimentos foram previemente autorizados pela Comissdo de Etica em Experimenta¢io Animal

(638-1).

PROTOCOLO EXPERIMENTAL

A partir de 60 dias de idade todos os ratos foram submetidos mensalmente a dois testes de
exaustdo distintos: um com carga ajustada segundo porcentagem da massa corporal (MC) e outro
de carga constante (CC), com intervalo de 3 dias entre cada teste. Os animais foram divididos em
3 grupos G1, G2 e G3, com inicialmente 10 animais cada, submetidos a trés niveis de sobrecarga.

Os testes de desempenho foram realizados durante a 8°, 12°, 16" ¢ 20" semana de vida seguindo a



46

logistica da Tabela 1. Assim, a cada semana de teste, o grupo G1 realizou um teste com carga
constante de 7 gramas e outro com 4% da massa corporal; enquanto o grupo G2 realizou um teste
com carga constante de 11 gramas e outro com 6% da massa corporal e o G3 realizou um teste
com carga constante de 15 gramas e outro com 8% da massa corporal. Os grupos e suas

respectivas cargas foram mantidos do inicio ao fim do experimento.

Tabela 1 — Organizagao logistica da aplicagdo dos testes de desempenho.

Segunda Terca Quarta Quinta Sexta Sabado
Manha - - - - Medida de -
Volume

Tarde  Teste CC- Teste CC- Teste CC- Teste MC- Teste MC- Teste MC-
Tg g 15¢ 4% 6% 8%

Grupos Gl G2 G3 Gl G2 G3

Nas semanas que ndo foram realizados os testes de desempenho os ratos eram colocados
para nadar a 35°C(+ 1°C) durante 10 minutos, trés vezes por semana (12), para que se
mantivessem familiarizados ao meio aquatico e ao manejo, ndo influenciando os resultados dos

testes de exaustdo (18).

TESTES DE DESEMPENHO

Para a realizagdo dos testes, foi utilizado um tanque de dimensdes 85 cm x 60 cm x 55 cm.
A 4gua foi sempre mantida em condi¢do termoneutra (35+1°C). A massa dos animais foi medida
através de balanga digital (Gehaka; modelo BG 1000). As cargas foram adicionadas através de

massas de chumbo introduzidas no interior de mochilinhas individuais especificamente
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confeccionadas e colocadas no tronco dos animais. Os animais eram colocados sempre em duplas
no tanque, independente do teste ou da carga utilizada. O parametro de desempenho utilizado foi o
tempo para se atingir a exaustdo. O teste foi encerrado quando os animais permaneceram por 10
segundos sob a superficie da agua (18). Para afericdo do tempo de exaustdo e do critério de 10
segundos, foram utilizados dois cronometros. Os testes foram realizados pelos mesmos dois
avaliadores ao longo dos meses, sempre no periodo da tarde (14 — 18 horas). No teste de MC, a
pesagem dos animais e das respectivas mochilinhas carregadas era feita minutos antes do inicio do
teste. No Teste de CC, a pesagem das mochilinhas foi realizada na 8* semana. Nos testes
seguintes, foram utilizadas as mesmas mochilinhas, garantindo que o animal estivesse nadando

exatamente com a mesma carga.

DENSIDADE

Com o intuito de acompanharmos o comportamento da densidade dos ratos, medimos
mensalmente (Tabela 1) desde a 4* semana de vida até a 20® semana, o volume dos animais
pertencentes ao Grupo G2. Para tanto, utilizamos o aparato proposto por Hohl et al. (11) e
seguimos as recomendagdes sugeridas em relagdo a calibracdo e aos procedimentos no processo de

afericdo com os animais.

ANALISE ESTATISTICA
O boxplot mostra de forma descritiva os resultados dos testes de desempenho ao longo do
tempo. O teste ANOVA paramétrico e pareado foi utilizados para comparag@o entre as semanas

que foram realizados os teste MC e CC. O nivel de significancia foi ajustado em p < 0,05.
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RESULTADOS
TESTE DE DESEMPENHO COM CARGAS AJUSTADAS PELA MASSA CORPORAL (MC)

O tempo para a exaustdo no teste MC nos grupos G1, G2 e G3 esta apresentado na forma
de boxplot na Figura 1. Acima de cada boxplot estdo apresentadas as médias das cargas utilizadas
ao longo dos meses. Nota-se que independente do nivel de sobrecarga utilizado, todos os grupos
apresentaram uma queda significativa no tempo para a exaustao da 8* para a 12 semana — quando
0s animais encontravam-se na transi¢ao de adultos jovens para adultos - e uma tendéncia de queda
menos acentuada nas semanas seguintes (12% a 16*), seguida por uma manuten¢do a partir da 16*

s€mana.
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Figura 1. Tempo de exaustdo no teste de porcentagem da massa corporal (MC). A: Grupo G1
(carga = 4%; N=7). B: Grupo G2 (carga = 6%; N=9). C: Grupo G3 (carga = 8%; N=10). *
Diferenga significativa (ANOVA, p<0,001) para 12, 16 e 20 semana.
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TESTE DE DESEMPENHO COM CARGA CONSTANTE (CC)

O tempo para a exaustdo no teste CC nos grupos G1, G2 e G3 estéd apresentado na forma
de boxplot na Figura 2. Nota-se que, da mesma forma que o observado no teste anterior, as
diferentes sobrecargas produziram diferentes escalas de tempo de exaustdo. No entanto, ndo houve
diferenca significativa nos tempos de exaustdo nas cargas do teste CC (7g, 11g, 15g) ao longo do
tempo, exceto entre os testes da 12* e 16* semana na carga de 7g onde o decréscimo foi
significativo (p<0,05). Além disso, as medianas dos dados do teste CC ndo apresentaram queda na

desempenho da 8 para a 12* semana.
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Figura 2. Tempo de exaustdo no teste de carga constante— (CC). A: Grupo G1 (carga =7g;N=7).
B: Grupo G2 (carga = 11g; N=9). C: Grupo G3 (carga = 15g; N=10). * diferénca significativa para
a 16* semana de vida (p<0,05).
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RELACAO ENTRE NIVEL DE SOBRECARGA VERSUS TEMPO DE EXAUSTAO

A Figura 3 traz a relacdo entre o tempo de exaustdo e o nivel de sobrecarga em todos os
testes realizados ao longo dos meses com todos os ratos. Observa-se uma maior variabilidade dos
dados com cargas abaixo de 20g. J4 com cargas iguais ou superiores a 20g os tempos de exaustao
diminuiram muito, resultando numa resposta mais homogénea, na qual a variabilidade inter-ratos

ndo ¢ mais verificada.
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DENSIDADE

A Tabela 2 apresenta os dados de massa, volume e densidade dos animais do Grupo G2
(N=9) desde a 4* até a 20® semana de vida. Percebe-se que houve uma manutencdo da densidade
dos ratos ao longo de todo o experimento. Com relagdo a massa e volume nota-se que ambos
aumentaram em média 145% no periodo da 4° para a 8 semana, sendo que apds este periodo os
ganhos foram sempre menores: proximos de 30% da 8 para a 12 semana; 20% da 12 para a 16,

chegando a 4% da 16" para a 20°.

Tabela 2. Acompanhamento longitudinal da massa, volume e densidade dos animais.

4 semana 8 semana 12 semana 16 semana 20 semana

Massa (g) 109,05+13,80* | 270,03£17,59*% @ 352,67+15,09% | 427,72+30,690 442,924+29,390

Volume (mL) | 105,87+14,23% | 263,11£14,13% 341,97+17,23* | 415,06£30,910 433,18+29,930
Densidade (g/mL) =~ 1,031£0,026 | 1,026£0,014 = 1,032+0,010 = 1,031+0,011 1,023 £0,005
M¢dia+SD das massas (g), volumes (mL) e densidades (g/mL) dos ratos (N=9) ao longo das

semanas. * Diferenga Significativa (ANOV A, p<0,001) entre todas as semanas. ¢ Diferenca
Significativa entre todas as semanas (ANOVA, p<0,001) exceto entre a 16* e 20" semanas.

DISCUSSAO

Até onde apuramos, nenhum trabalho apresentou um estudo especifico comparando teste
de natacdo com cargas constantes e cargas baseadas na porcentagem da massa corporal ao longo
do tempo em ratos sedentdrios numa faixa etdria muito utilizada nos trabalhos apresentados na
literatura (3, 6, 26, 27, 28).

Nossos dados mostraram que no ajuste de cargas através de um determinado percentual do
peso corporal os animais ndo foram capazes de manter o tempo de exaustao ao longo dos meses
(Figura 1). Houve uma queda significativa no tempo de exaustdo nos testes da 8* semana quando

comparados aos da 12% semana, sendo que os ratos aumentaram a massa corporal de forma
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significativa (cerca de 30%) nesse periodo. Como a densidade dos animais ndo variou ao longo
dos meses (Tabela 2), a carga absoluta de cada animal durante o teste da 12? semana foi maior do
que a da 8" semana, causando uma reducgdo significativa dos tempos de exaustdo. Nas semanas
seguintes (122, 16* e 20%), quando o ganho de massa corporal foi menos acentuado, a tendéncia de
queda foi menor.

Os dados confirmam que ndo hd uma relagdo direta entre ganho de massa corporal e
aumento de desempenho, conforme ja proposto anteriormente por McArdle & Montoye (18).
Estes autores mostraram uma correlagdo negativa entre massa corporal e tempo de nado até a
exaustdo em ratos num teste com sobrecarga de 7% do peso corporal. Key (13) também encontrou
resultados semelhantes com soldados do exército nadando com porcentagens de peso corporal
variando de 0 a 30%, afirmando que individuos de maior massa corporal se encontravam em
desvantagem em comparagdo a individuos mais leves em testes que se utilizavam da porcentagem
da massa corporal como parametro de relativizacdo do esforco. Ainda, Naito e Griffith (21)
utilizaram um teste de natagdo com 4% da massa corporal, num estudo que buscava relacionar a
atividade da glandula tiredide e tempo de nado. Foram realizados testes de desempenho na 10°, 15°
e 20" semana de vida dos ratos, sendo observada queda significativa no tempo de exaustdo em
todos os tratamentos realizados, inclusive nos animais do grupo controle.

Os resultados apresentados aqui refor¢gam a discussdo iniciada por esses autores.
Estabelecer a relacdo direta entre aumento de massa e capacidade de se suportar cargas
adicionadas ao animal subestima a complexidade das relacdes fisiologicas e metabolicas que estdo
atuando em conjunto durante uma agdo motora vigorosa, questionando a capacidade do teste com
cargas ajustadas de acordo com o porcentual da massa corporal aferir o desempenho de uma forma

padronizada em estudos longitudinais (3, 7, 12, 21, 26). J& o teste com cargas constantes mostrou
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que independente do ganho da massa corporal houve uma manuten¢do dos tempos de exaustdo no
teste ao longo dos meses.

E importante considerar que a densidade ndo se alterou significativamente do primeiro ao
quinto més apds o nascimento (Table 2), conforme Stone et al. (24) encontraram na linhagem
Sprague-Dawley. Em relagdo a maturacdo da linhagem Wistar, sabe-se que a maior taxa de
crescimento ¢ atingida na idade de 42 — 56 dias. Neste processo, 0s animais aumentam
gradualmente a gordura corporal durante o crescimento (2), mas também mantém a ossificagao
continua (25). Ratos mais velhos possuem 0ssos e juncdes epifisiais maiores (25). Portanto, apesar
das alteragdes nos tecidos adiposo e 0sseo, que interferem consideralvelmente na densidade(1, 16),
nossos resultados indicam que a razao entre o volume e a massa ¢ mantida durante o tempo de
crescimento em ratos sedentdrios. Isto implica que os ratos nadando sem carga estdo quase em
equilibrio hidrostatico a despeito do aumento de massa ou da idade o que provavelmente explica a
manuten¢do dos tempos de exaustdo no teste com CC, uma vez que 0s animais sempre carregavam
a mesma carga absoluta, diferentemente do que ocorreu com o teste de MC.

E importante considerar que nenhum dos dois tipos de testes (MC e CC) foi capaz de
diminuir a variabilidade do tempo até a exaustdo entre os diferentes animais em um mesmo teste.
Conforme mostrado na Figura 3, quando os ratos carregavam cargas menores do que
aproximadamente 20 g, os tempos de exaustdo apresentaram grande variabilidade nos dois tipos
de ajuste de cargas. A variabilidade diminuiu somente com cargas maiores do que 20 g, sendo que
esta magnitude de carga ocorreu apenas nos testes MC de 6% e 8% (Figura 2). Esses dados
indicam que cargas maiores que 20 g homogeneizam a resposta somente por diminuir muito o
tempo de exaustdo, ndo sendo mais possivel a diferenciagdo entre os animais, representando um

limite que supera a capacidade maxima individual de cada rato resistir aos processos que levam a
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fadiga. Por outro lado, a capacidade de cada animal em resistir aos processos que levam a fadiga
abaixo de 20 g se manifesta individualmente, de acordo com cada condicdo experimental. De
acordo com Hardin (9), a carga que deve ser utilizada em teste de natacdo deve ter uma magnitude
que faga o rato cessar o exercicio por causa da fadiga, ndo por causa da carga ser maior do que ele
possa suportar na natagao.

Ou seja, nem cargas constantes (CC), nem o ajuste pela porcentagem de massa corporal
(MC) s3o capazes de padronizar o esforco entre os ratos de mesma idade, visto que ambos
apresentam alta variabilidade do tempo para exaustdo na faixa de cargas que permitem a
diferenciacdo dos animais. Acreditamos que um ajuste mais apropriado da intensidade de esforgo,
importante para a aplicagdo de protocolos de treinamento, s6 pode ser feito através de testes que
avaliem a capacidade funcional fisiologica e metabolica de cada animal como VO2 méx ou limiar
anaerobico.

Baseados nos resultados apresentados neste estudo, concluimos que para se avaliar o
desempenho de cada animal em estudos longitudinais ¢ indicado que se utilize testes com cargas
constantes, que ndo aumentam nem diminuem a forca relativa que o rato deve suportar caso a
gravidade especifica ndo se altere significativamente. Este procedimento atenua a interferéncia do
crescimento animal no teste de desempenho, reproduzindo o tempo de exaustdo individual no
periodo de 60 a 150 dias de vida de ratos sedentarios. Sugerimos para isso testes com cargas

constantes entre 11 ge 15 g devido a sua duragdo média razoavel e boa reprodutibilidade.
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CAPITULO III

PADRONIZACAO DE UM MODELO DE INDUCAO
DE OVERREACHING EM RATOS
SELECIONADOS ATRAVES DA QUEDA DE
DESEMPENHO

Rodrigo Hohl; Rodrigo Luiz Ferraresso, Rejane Lucco, Renato Buscariolli de Oliveira; René
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi aplicar um protocolo padronizado e reprodutivel de
treinamento em ratos contendo um periodo de desequilibrio entre o estimulo do exercicio e a
recuperagdo que gerasse queda de desempenho. O protocolo de treinamento durou 11 semanas.
Até a 8* semana os exercicios tiveram cargas crescentes e foram realizados uma vez ao dia. Na
seqiiéncia, a intensidade e o volume atingidos na 8* semana foram mantidos, sendo aumentada a
freqiiéncia didria de exercicios em 2, 3 e 4 vezes, com a diminuicao do tempo de recuperagdo entre
as sessoes (4, 3 e 2 h). Os testes de desempenho foram realizados antes do inicio do treino (0) e
apos a 4* semana (1), 8 (2), 9* (3),10* (4) e 11* (5) semanas. Dois testes adicionais (6 € 7) foram
realizados apds o término do treinamento. Os animais foram entdo divididos em 3 grupos:
Treinados (T2x), Baixo Desempenho (BD) e Alto Desempenho (AD). Quando comparados ao
teste 3, o grupo BD apresentou desempenho significativamente menor nos testes 4 a 7 enquanto o
grupo AD ndo mostrou diferenca em nenhum dos testes. Ambos os grupos (AD e BD)
apresentaram valores de massa significativamente menores que o grupo controle (CO) até o teste
6. No teste 7 somente o grupo BD ainda apresentava valores significativamente menores na massa.
A razdo glutamina/glutamato foi significativamente maior nos grupos T2x e AD (4.5+ 1.7 e 4.5+
0.9) em comparacdo aos grupos CO e BD (2.8« 0.5 e 3.1+ 0.2 ). Baseado nesses resultados o
protocolo de treinamento mostra-se um método reprodutivel e controlado de indugdo ao

overtraining de curta duragdo, diagnosticado através da queda de desempenho.
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INTRODUCAO

O modelo usual de treinamento estd baseado na idéia de que o exercicio fisico leva a um
distirbio da homeostasia celular (41), que dispara as respostas fisiologicas restabelecendo o
equilibrio interno. Assume-se que os processos adaptativos que levam ao restabelecimento da
homeostase ndo cessam quando ela ¢ atingida, mas supera o estado anterior, num processo
denominado de supercompensagdo (41). O melhor momento para o aumento de cargas de
treinamento estd no auge da supercompensagdo (19), que ¢ atingida somente quando o equilibrio
entre o estimulo e o tempo de recuperacao estiver individualmente adequado.

Identificar e individualizar para cada atleta 0 momento da supercompensagdo na rotina de
treinamento ¢ ainda pouco aplicdvel, e nem sempre este momento pode ser identificado em testes
de avaliacdo fisica simples de serem executados (19). Dessa forma, o empirismo do treinamento
pode levar a um desequilibrio entre o estimulo da atividade motora e a recupera¢do adequada, num
processo normalmente gerado pelo aumento da intensidade e/ou volume de esforco fisico a fim de
se aumentar o desempenho.

Como conseqiiéncia, o atleta pode experimentar um estado agudo de fadiga e queda de
desempenho denominado de overreaching ou overtraining de curta duracao (11, 13, 32), que pode
ser revertido em poucos dias ou algumas semanas (2, 17, 20). Caso esta situacdo de desequilibrio
persistir, sugere-se que a continuidade do processo ird levar a um quadro cronico de sensacdo de
fadiga e desempenho diminuido denominado de overtraining. O overtraining pode persistir por
semanas ou meses (2, 17, 20) apresentando queda de desempenho e disturbios de comportamento
(38).

Noakes (28) reporta que a mais antiga referéncia cientifica identificando o overtraining foi

de McKenzie (23), mas pesquisadores na atualidade ainda tém dificuldade em estabelecer uma
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fronteira entre overreaching e overtraining, inclusive aparecendo varias denominagdes na literatura
para, aparentemente, o mesmo fendmeno, como underperformance syndrome, staleness,
overwork, stagnation, chronic fatigue, overfatigue, overstrain, burnout e overtraining syndrome
(4, 7, 17). Trataremos de agora em diante o overtraining como 0s mecanismos fisiologicos e
metabolicos relacionado as altas cargas de treinamento que liga, em processo dindmico, o
overreaching a sindrome do overtraining (OTS) (2, 13).

A busca de mecanismos biologicos presentes no overtraining passa pelas pesquisas nas
areas de fisiologia, bioquimica, nutri¢do e psicologia, com énfase no sistema nervoso auténomo e
controle hormonal (3, 8, 12, 18, 26, 39), sistema imune (9, 24, 27), processo inflamatorio (33),
deplecdao de glicogénio (6, 34) estresse oxidativo (35) e o estresse ndo causado pelo exercicio
como desencadeador de alteragdes no comportamento (10, 25, 36). Recentemente, foi sugerido
que alteragdes na razdo glutamina/glutamato (Gm/Ga) podem ser usadas para classificar o estado
de overreaching (14) ou overtraining/underperformance (32). O diagnostico s6 podera ser feito
com precisdo quando estes ou outros possiveis mecanismos forem compreendidos e associados.

A queda de desempenho parece ser o unico parametro de consenso na literatura que deve
estar obrigatoriamente associado tanto ao overreaching quando ao OTS (2). Alguns estudos tém
demonstrado modificagdes em diversos pardmetros fisioldgicos e bioquimicos, mas nem todos
estdo associados com a queda de desempenho (15, 29, 36, 42). E essencial que todos os possiveis
indicadores sugeridos estejam relacionados ao desempenho. Por exemplo, alteragdes que podem
ocorrer no overtraining como a diminui¢do da freqiiéncia cardiaca e a diminuicdo do lactato
sanguineo também podem estar associadas as adaptacgdes positivas do treinamento (13).

Embora existam muitas teorias na atualidade, os mecanismos do overtraining permanecem

desconhecidos (2, 20). Isso se deve aos poucos resultados de estudos controlados devido
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principalmente a contradi¢do de se aplicar um treinamento que vise uma diminuig¢do da capacidade
fisiologica funcional (2), e a falta de atletas voluntarios que estejam dispostos a correr o risco de
perder uma temporada de treinos/competicdes (20, 28). Isto implica que muitos dos sujeitos
disponiveis aparecem casualmente entre equipes de atletas que sdo diagnosticados como
overtraining numa situagdo retroativa que gera informagdes imprecisas (13), indicando que o
overtraining ¢ um processo que ainda precisa ser esclarecido. As dificuldades de se estudar esse
fendmeno em seres humanos justifica o desenvolvimento de modelos em ratos que induzam ao
estado de overreaching/OTS.

O objetivo deste trabalho foi aplicar um protocolo padronizado e reprodutivel de
treinamento em ratos contendo um periodo de desequilibrio entre o estimulo do exercicio e a
recuperagdo que gerasse queda de desempenho aferida em testes até a exaustdo. Também

analisamos a razdo Gm/Ga no sangue e a massa corporal.

MATERIAIS E METODOS

ANIMAIS.

Utilizamos inicialmente 80 ratos da raga Wistar com 60 dias de vida, pesando entre 200 —
250g, alimentados com ra¢do e agua ad libitum. Durante o periodo de experimento os animais
foram mantidos em ambiente com a temperatura controlada entre 18 e 22°C e fotoperiodo de 12
horas com ciclo de luz claro-escuro invertido. Todos os ratos foram adaptados a esteira rolante
durante duas semanas antes do inicio dos experimentos. A fase de adaptacdo consistiu em coloca-

los na esteira 5 dias/semana durante 10 minutos com velocidade em 12 m/min. Essas semanas
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iniciais tiveram como finalidade separar os animais que corriam voluntariamente daqueles que se
recusavam a correr, para que apenas realizassem os testes 0s animais que corressem
voluntariamente. Os ratos que realizaram o teste inicial com um tempo de exaustdo entre 20 e 30
minutos foram selecionados para o estudo (N=49). O protocolo experimental aplicado nos

animais foi previamente aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal (638-1).

TESTE DE DESEMPENHO

Todos os testes iniciaram-se com os animais correndo em esteira, sem inclina¢do, na
velocidade inicial de 12 m/min. A cada 2 min incrementou-se a velocidade em 1 m/min até que
fosse atingido 20 m/min. A partir dessa velocidade o incremento da esteira passou a ser de 2
m/min a cada 3 minutos até que o animal atingisse a exaustdo. A exaustdo foi definida no
momento que os animais tocaram a grade eletrificada da esteira cinco vezes em um minuto (21).
Os testes de desempenho realizados nos ratos sedentarios (controle) foram feitos nas semanas
correspondentes aos testes realizados durante o periodo de treinamento, € no mesmo tempo de

vida dos ratos treinados.

QUANTIFICACAO DO DESEMPENHO

Para avaliar longitudinalmente o efeito do treinamento nos ratos ¢ necessario que o teste
quantifique a desempenho do animal de maneira independente da variacdo de massa. Segundo
Alexander (1) toda forga € proporcional ao peso do corpo durante o0 movimento e a velocidade ¢
proporcional a rapidez da corrida do animal. Portanto, a poténcia mecanica ¢ o produto entre

massa e velocidade e o trabalho mecénico realizado ¢ o produto entre poténcia e tempo. Como a
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distancia total “D” percorrida nos estagios i= 1, 2, 3, 4... na velocidade “V;” durante tempos “Ti” é
D =X D;= X V; T; podemos calcular uma grandeza relacionada ao trabalho mecanico realizado

durante o teste multi-estagio (equacao 1)

W=XW=mD equagdo 1
onde: (W) representa o trabalho mecanico total realizado pelo rato; (m) = massa; (D) = distancia
total percorrida pelo rato ao longo do teste. W ndo ¢ o trabalho mecanico definido pela fisica, mas
uma quantificagdo proporcional ao trabalho. Ao envolver a massa do animal esta variavel W
permitiu comparar os desempenhos dos ratos longitudinalmente. Neste artigo W serd expresso em

kg.m.

PROTOCOLO DE TREINAMENTO.

Os animais do grupo CO (N = 16) foram submetidos a 10 minutos de esteira com
velocidade de 12 m/min duas vezes na semana durante todo o periodo de andlise, excetuando as
semanas destinadas ao teste de desempenho. O restante dos ratos (N = 33) foi submetido a um
protocolo de treinamento (Tabela I) que buscou estabelecer um continuum entre
adaptacdo/overreaching/OTS. As quatro primeiras semanas foram dimensionadas para ser um
treinamento adaptativo (TAIl), onde velocidade e tempo de corrida foram aumentados
progressivamente a cada semana. Nas quatro semanas posteriores (TA2) manteve-se a velocidade
e o tempo de corrida atingidos ao final do TAl. J4 nas 3 semanas seguintes procurou-se
estabelecer um desequilibrio entre estimulo e recuperacdo nos animais treinados, aplicando a

mesma carga de TA2 mas aumentando-se o niimero de sessdes diarias de treino para duas (T2x),
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trés (T3x) e quatro (T4x) vezes, com diminui¢cdo no tempo de recuperacao entre as sessoes (4, 3 e
2 h, respectivamente). Dois testes adicionais (PT1 e PT2) foram realizados nas duas semanas ap6s
o término do protocolo de treinamento, a fim de acompanhar a evolu¢do do desempenho na
auséncia do exercicio. A massa corporal também foi aferida nos momentos em que foram

realizados os testes.

Tabela I. Protocolo de treinamento. No inicio do experimento os animais tinham 60 dias de vida.

Semanas  Fases do Nimero dos Velocidade do  Duracéo do Nimero de Recuperacio
Experimentais Treino Testes Treino (m/min)  Treino (min) Sessdes diarias entre as sessbes (h)
Adaptacdo 0 - - - -
1# TA1 sefnana sem testes 15 20 1
2 TA1 semana sem testes 20 30 1
3 TA1 semana sem testes 2h 45 1
# TAT 1 25 g0 1
5 a7 TAZ  semana sem testes 25 50 1
g TAZ2 2 25 g0 1 -
g T2x 3 25 =] 2 4
107 T3 4 25 1] 3 3
113 T4x g 25 g0 4 2
12 PT1 B gsem treings zem treinos
13 PTZ ! sern treinos serm treinos
GRUPOS DE ANIMAIS

Dezesseis ratos compuseram o grupo controle sedentario (CO), sendo que 8 deles foram
submetidos aos testes de desempenho até o final do protocolo de treinamento, com o objetivo de
verificar se o processo de crescimento influenciaria na quantificagdo do W realizado pelos
animais. Os demais oito ratos CO foram sacrificados apds T3x para a retirada do sangue. Os 33
ratos do grupo treinado foram divididos em trés sub-grupos: Treinados (T2x), Baixo Desempenho

(BD) e Alto Desempenho (AD), selecionados conforme descrito abaixo.
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SELECAO DOS ANIMAIS

Os animais que compuseram o grupo T2x (N=8) foram selecionados, através de sorteio,
entre os 33 ratos que terminaram a nona semana de treinamento com nivel de desempenho acima
da mediana no teste 3. Os grupos BD e AD foram selecionados ap6s o teste 5. Todos os ratos que
apresentaram desempenho abaixo do obtido no teste 2 foram selecionados para o grupo BD
(N=12). Aqueles animais que apresentaram manuten¢do ou aumento de desempenho em relagao
ao teste 2 foram selecionados para o grupo AD (N=13). Desse total, oito ratos de cada grupo AD
e BD foram sacrificados para a retirada do sangue. Quatro ratos do grupo BD e cinco do grupo AD
foram avaliados nos dois testes de desempenho (PT1 e PT2) realizados apds 1 e 2 semanas de

repouso.

ANALISES SANGUINEAS

O sangue foi extraido através de puncdo cardiaca apos 60 horas da realizacdo do teste de
desempenho. Foram analisados quatro grupos: (1) Treinados (T2x) (N = 8) sacrificados apos teste
3; (2) Controle (CO) sacrificado apos teste 4 (N = 8); (3) BD (N = 8) e (4) AD (N = 8),
sacrificados apds teste 5. Os ratos foram anestesiados com hidrato de cloral 20% (0,3 mL por 100
g de massa) e o sangue extraido foi imediatamente desproteinado em acido perclérico 10% e
centrifugado a 3000g por 5 minutos (4°C). O sobrenadante foi neutralizado com KOH e

recentrifugado nas mesmas condi¢des. As amostras foram armazenadas 4 -80° C.
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GLUTAMATO, GLUTAMINA E ALANINA

A andlise do glutamato foi realizada na presenca da enzima glutamato desidrogenase (EC
1.4.1.3) e NAD", medindo-se em espectrofotdmetro Beckman DU-640 a formagio de NADH (339
nm). As amostras para a andlise de glutamina ficaram incubadas a 37°C em solucdo contendo
glutaminase (EC 3.5.1.2). O método de andlise foi feito segundo Lund (22).

A analise da concentragdo de alanina foi feita segundo Williamson (41) em solucao
contendo alanina desidrogenase (EC 1.4.1.1) ¢ NAD", sendo analisado em espectrofotometro a

formacao do NADH (339 nm).

ANALISE ESTATISTICA

Os dados de desempenho estdo mostrados em boxplot para uma andlise descritiva. As
analises dos resultados e as estatisticas foram feitas através do programa MatLab® 7.0. Utilizamos
o teste ANOVA para amostras pareadas e ndo pareadas com pos-teste de Tukey. Também
utilizamos o teste t para comparacdo entre dois grupos. Valores de p<0,05 foram considerados

significativos.

RESULTADOS
REPRODUTIBILIDADE DO TESTE DE DESEMPENHO EM RATOS SEDENTARIOS

A Figura 1 mostra os resultados dos testes de desempenho realizados em ratos sedentarios
(N=8). Observa-se um decréscimo significativo do desempenho do teste 0 para os demais testes

(1-7) (p<0.001). A partir do teste 1 ndo encontramos mais diferenca significativa no desempenho.
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Figura 1. Quantificagdo da desempenho dos ratos sedentérios (CO) (N=8) do teste 0 ao
teste 7. Diferencga significativa (p <0.001) do teste 0 para os demais testes.

EFEITO DO PROTOCOLO EXPERIMENTAL

A Figura 2 mostra os resultados do teste de desempenho em todos os periodos do
treinamento. O boxplot branco contem o desempenho de todos os grupos de ratos (TO = T2x +
BD + AD) exceto a partir do teste 4 (AD+BD). Os dados analisados dessa forma apresentam um
aumento significativo do desempenho apos o teste 3 (p <0.001), ndo havendo mais diferenga nesta
varidvel até o teste 5. O boxplot preto (BD) e cinza (AD) mostram o desempenho dos grupos
previamente selecionados. Podemos observar nos boxplots preto que o desempenho do grupo BD

(N=12) foi significativamente menor apos os testes 4 (p <0.05) e 5 (p <0.01) quando comparados
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ao teste 3. Nao houve diferenca significativa no grupo AD apods os testes 4 ou 5 quando

comparados ao teste 3.
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Figura 2: Desempenho dos ratos submetidos ao protocolo de treinamento nos testes 0-5. Segundo
o critério de selecdo os ratos foram subdivididos nos seguintes grupos: Caixa branca representa
todos os ratos (TO=T2x+BD+AD) (N=33) exceto nos teste 4 ¢ 5 (AD+BD) (N=25); Caixa preta
representa o grupo baixo desempenho (BD) (N=12); e a caixa cinza representa o grupo alto

desempenho (AD) (N=13).

CONCENTRACAO PLASMATICA DE ALANINA, RELACAO Gm/Ga E DESEMPENHO

A Figura 3 ilustra a evolugdo do desempenho ao longo do protocolo de treinamento dos

ratos sacrificados para andlise dos aminoacidos no sangue em trés momentos: 1- antes do
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treinamento (teste 0); 2- apos teste 3; 3- apos teste 5. O boxplot branco representa a desempenho
dos ratos do grupo CO. O boxplot tracejado representa o grupo T2x de ratos sacrificados apds
teste 3; o boxplot preto o grupo BD e o cinza o grupo AD, ambos sacrificados apos teste 5.
Observa-se que no momento do sacrificio do grupo T2x os grupos BD e AD apresentavam valores
similares no desempenho. O grupo BD, no momento da coleta de sangue (apos teste 5),
demonstrou uma queda significativa do desempenho em relagdo ao teste 3 (p<0.001), mas ainda
superior ao seu proprio teste inicial (teste 0) e ao controle na mesma semana (p<0.05). Ja o grupo
AD se encontrava com o desempenho aumentado significativamente apds o teste 5 quando

comparada ao teste 0 (p<0.001) e em relagdo ao grupo BD no mesmo momento (teste 5) (p

<0.001).
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Figura 3: Grafico comparativo do desempenho dos ratos com sangue coletado. Controle
(CO) (N=8), T2x (N=8), Baixo Desempenho (BD) (N=8) e Alto Desempenho (AD) (N=8).
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A Tabela 2 mostra as concentracdes de alanina e a relagdo Gm/Ga no plasma dos trés
grupos de ratos. As concentragdes de alanina plasmatica ndo apresentaram variagdes significativas
em nenhum dos grupos analisados. A relacdo Gm/Ga foi significativamente maior nos grupos T2x
e AD em relagdo ao CO e BD (p <0.01).

Tabela 2 . Média = SD das concentragdes plasmaticas de alanina (uM) e da razdo
glutamina/glutamato.

Aminoacidos CO T2x AD BD
Alanina 472,4 + 69,1 534,0+£117,1 500,0 + 68,6 499.1 + 74,4
Glutamina/Glutamato 2,8+0,5 4,5+ 1,7* 4,5+ 0,9% 3,1£0,2

* diferenga significativa para CO e BD (p <0,01)

EVOLUCAO DA MASSA E DO DESEMPENHO DOS GRUPOS BD E AD APOS O TERMINO

DO PROTOCOLO DE TREINAMENTO

Apbs o término do treinamento de 11 semanas, 4 ratos do grupo BD e 5 ratos do grupo AD
foram selecionados aleatoriamente com o objetivo de se analisar a evolugdo da desempenho e da
massa na 1* semana pos-treino (PT1) e 2* semana pés-treino (PT2). Os resultados da evolugdo das

massas dos animais estdo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3: Evolucao da massa corporal(g) dos grupos CO (N=8), AD (N=5) e BD (N=4) nas
trés ultimas semanas de treino e em PT1 e PT2.

Fases do treino Massa Corporal (g)
co AD BD
T2x 422.2 +23.1° 386.4+17.2 370+ 15.8
T3x 425.3 + 30.12 369.2+ 9.6 360.5 + 21.6
T4x 432.9 + 26.9°° 351.8 + 8.1° 342 + 8.0d
PT1 4437 + 253" 386.2 + 19.0' 339 +7.0°
PT2 4452 + 31.49° 405 +29.0 3745+9.3

Os dados estdo apresentados como média + SD. * diferenga significativa para AD e BD (p
<0.01). ” diferenca significativa para AD e BD (p <0.001). ¢, 9, ¢ diferenca significativa para
teste 3 em comparagdo pareada intra-grupos (p <0.05, <0.01, <0.001, respectivamente). '
diferenga significativa para BD (p <0.05). ® diferenga significativa para BD (p <0.01).

Na comparacdo entre os grupos podemos observar que o CO sempre aumentou a massa
corporal ao longo das avaliacdes, com valores significativamente maiores que BD e AD até PT1
(»<0.01 e p<0.001). Em PT2 observamos diferenca significativa somente entre o CO e BD
(»<0.01). O grupo AD recuperou a massa em PT1, ndo havendo mais diferenca significativa para
T2x enquanto o mesmo ndo ocorreu com o grupo BD. Em PT1 o grupo AD apresentava massa
significativamente aumentada em relagdo ao grupo BD (p <0.05), sendo que esta diferenga deixou
de ser significativa em PT2.

Na Tabela 4 estdo apresentados os dados de desempenho apds T2x até PT2 (N=9) dos
grupos AD e BD. Nao houve diferenca significativa em nenhum dos momentos analisados no

grupo AD, com uma tendéncia de diminui¢do no desempenho em PT1 e PT2. Houve diminuicao

significativa do desempenho no grupo BD apds T4x, PT1 e PT2 em relagdo a T2x (p <0,05).
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Tabela 4. Desempenho (Kg.m) dos grupos AD (N=5) e BD (N=4) nas trés tltimas
semanas de treino e em PT1 e PT2.

Fases do treino Desempenho (Kg*m)
AD BD
T2x 372.4 £ 60.1 331.5+77.4
T3x 337.4 £ 144.6 304.4 £ 119.7
T4x 389.6 £ 87.9 150.9 + 62.7°
PT1 364.9 + 32 153.0 + 58.5°
PT2 297.5+£118.7 148.9 £ 51.7°

Os dados estdo apresentados como média + SD. “ diferenga significativa em relagéo a
T2x (p <0,05).

DISCUSSAO

A avaliagdo do decréscimo de desempenho ainda representa o “padrdo ouro” de
diagnostico do OTS (38). Enquanto OTS ndo estiver bem compreendido, treinadores e atletas
continuardo a verificar a existéncia do OTS em testes especificos que devem prosseguir até a
exaustdo (2), uma vez que os testes até a exaustdo parecem demonstrar maiores alteracdes no
desempenho em situacdo de overreaching ou OTS (13). Partimos desta premissa para avaliar os
efeitos do protocolo de treinamento aplicado em ratos Wistar, uma vez que somente o aumento da
carga de treinamento pelo aumento da freqiiéncia didria ndo poderia ser justificativa suficiente
para atestar o modelo como instrumento de investigacdo do overreaching/OTS.

Os resultados apresentados na Figura 1 mostraram que o crescimento dos ratos ndo
influenciou no resultado do teste realizado pelos ratos sedentérios, cujo desempenho ndo sofreu

alteracdes significativas a partir do teste 1, que corresponde a trés meses de vida dos animais. A
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confianga no teste de desempenho ¢ fundamental para o diagnostico do overreaching/OTS, pois
caso o desempenho permanecer sem alteracdes apos o aumento das cargas de treinamento, por
definicdo o individuo ndo pode ser considerado como overreached (13).

Os dados apresentados na Figura 2 corroboram esta afirmacdo. Quando ndo ha a selegdo
dos ratos (boxplot branco) através do teste de desempenho, tem-se a impressdo de que todos
responderam de forma similar ao aumento de cargas determinado pelo aumento da frequéncia
diaria de treinamento, com uma tendéncia de aumento na variabilidade dos dados. Quando
separamos os ratos pelo desempenho em BD e AD, observamos respostas diferenciadas dos dois
grupos ao aumento de cargas.

Resultados prévios de nosso laboratério utilizando o protocolo descrito neste trabalho para
investigar a relacdo entre o aumento da freqliéncia diaria de treinamento e o estresse oxidativo nos
musculos semitendinoso, sdleo e digitorium longus sugeriram que o estresse oxidativo induzido
pelo overreaching ¢ dependente do tipo de fibra muscular (42). Como nesse estudo ndo foi
realizado o teste de desempenho, ndo foi possivel saber se todos os ratos que poderiam ser
separados em BD e AD apresentariam as mesmas respostas, impossibilitando que maiores
consideragdes fossem feitas sobre o overreaching/OTS. Porém, este trabalho representou o
primeiro passo para a elaboragdo do presente estudo.

Muitos trabalhos apontam a perda de massa como um dos sintomas de OTS (2, 5, 10, 16,
20, 33). A afericdo da massa corporal ao longo das semanas de treinamento (Tabela 3) nos grupos
CO, BD e AD confirmam que a aplicacdo de um teste de desempenho ¢ fundamental para a
investigacdo dos sintomas e mecanismos de causa do OTS. Nossos dados mostraram que apenas a
afericdo da massa ndo ¢ suficiente para se diagnosticar overreaching ou OTS, visto que tanto BD

quanto AD perderam massa durante o treinamento intenso, porém isso nao se refletiu igualmente
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no desempenho (Tabela 4). O grupo AD manteve o desempenho enquanto o grupo BD diminuiu
em aproximadamente 50% a desempenho no teste de exaustdo. Interessante notar que apesar do
mesmo comportamento das massas nos grupos BD e AD durante o treinamento, a recuperagao da
mesma apds a suspensdo do treinamento foi mais rapida no grupo AD, que apresentou um valor
similar a fase T2x ap6s PT1 enquanto o grupo BD atingiu esta meta com uma semana a mais de
repouso completo (PT2). Ainda assim, o grupo BD apresentou um valor médio da massa
significativamente menor do que o grupo CO. Esses dados sugerem que os mecanismos que levam
a perda de massa corporal intensa estiveram igualmente atuantes nos dois grupos (BD e AD)
enquanto houve o aumento de cargas. A diferenca entre eles pode residir nos mecanismos de
recuperagdo apos esforco, que pode estar mais eficiente nos ratos do grupo AD.

Muitos estudos medem a desempenho simplesmente antes e apdés um periodo de
treinamento intenso e a falta de testes durante o periodo de treinamento faz com que as
informacdes sobre as alteracdes em marcadores biologicos relacionados com a desempenho
fiquem incompletas (13). Os resultados apresentados na Figura 3 mostram como se encontrava a
desempenho dos grupos de ratos utilizados nas analises sanguineas de alanina e da razdo Gm/Ga
no momento da coleta do sangue. Observa-se que os ratos que foram sacrificados apos T2x,
apresentaram um nivel de desempenho similar aos grupos AD e BD avaliados no mesmo periodo
(teste 3). Isto demonstra que durante o processo de treinamento com uma sessdo didria de
exercicios todos os ratos estavam se adaptando ao estimulo de forma parecida. Dessa forma, como
ndo ¢ possivel realizar uma andlise pareada dos marcadores sanguineos ao longo do treinamento,
utilizando a desempenho como pardmetro, podemos assumir que os grupos AD e BD estdo
representados nas andlises sanguineas em trés momentos: inicio do treinamento (CO), treinados

(ap6s T2x) e BD ou AD (ap6s T4x).
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Muitos indicadores sanguineos tém sido apresentados na busca de possiveis alteracdes em
estudos do overreaching/OTS (31). Neste sentido, Halson et al. (14) reportaram uma diminuicao
na razdo Gm/Ga apds um protocolo de treinamento intenso em humanos sugerindo uma
classificacdo do overreaching baseada nesta razao. Smith & Norris (32) também sugeriram que a
relagdo Gm/Ga pode ser utilizada como um marcador geral de tolerancia ao treinamento. Segundo
esses autores, atletas com desempenho dentro do esperado apresentariam uma razdo Gm/Ga entre
3.58 - 5.88 ¢ atletas em overreaching valores abaixo de 3.58.

No presente estudo, os ratos dos grupos T2x e AD apresentaram uma razao Gm/Ga maior
4.5+ 1,7 e 4.5+ 0,9) do que os grupos CO e BD (2.8« 0,5 and 3.1+ 0,2), apresentando um
comportamento similar ao efeito do treinamento intenso em seres humanos. Estes resultados
reforcam os resultados de desempenho observados. Por outro lado, a concentracdo de alanina
(Tabela 2) ndo apresentou diferenca significativa em nenhum dos grupos analisados. Esse
resultado ¢ similar ao apresentado por Parry-Billings et al. (30) que verificaram alteracdes nas
concentragdes de glutamina e glutamato, porém a concentra¢do de alanina manteve-se sem
variagdo no repouso de 40 atletas de diversas modalidades diagnosticados como overtreinados em
relacdo a um grupo controle. No entanto, este trabalho (30) ndo apresentou dados de desempenho,
mencionando apenas “baixo desempenho atlético” sem maiores detalhes.

Nao podemos afirmar que um estado complexo como OTS pode ser induzido em animais,
visto que ndo se sabe ao certo se a atividade fisica ¢ condi¢do necessaria ou suficiente para a
apresentacdo ndo apenas da queda de desempenho, mas também para a manifestagao de disturbios
psicologicos e comportamentais. No entanto, acreditamos que estudos mais controlados e

reprodutiveis em modelo animal podem auxiliar na definicdo mais objetiva dos mecanismos
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causadores da queda de desempenho ocasionados exclusivamente pelo desequilibrio entre o

exercicio e o tempo de recuperagao.

PERSPECTIVAS

O protocolo de treinamento proposto neste trabalho mostra-se um método reprodutivel e
controlado de inducdo ao overreaching ou overtraning de curta dura¢do diagnosticado através da
queda de desempenho. Com este modelo ¢ possivel se estabelecer uma relagdo mais precisa entre
queda de desempenho, fases de treinamento, perda de massa e biomarcadores abrindo boas

possibilidades de investigagao.
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RESUMO

Diversas hipdteses vém sendo sugeridas para explicar os mecanismos envolvidos na queda de
desempenho observada nos estados de overreaching/overtraining. A dificuldade de se estabelecer
modelos comparativos e reprodutiveis de indugdo a esses estados parece ser a maior causa do
persistente conflito das informagdes. O presente estudo utilizou um protocolo de treinamento de
indu¢do ao overreaching em ratos, estabelecido pelo aumento das sessdes didrias de treino de 1
para 2, 3 e 4 vezes, com diminuicdo no tempo de recuperacdo entre elas (24, 4, 3 e 2 h), e
diagnosticado através de um teste de desempenho. Ao final do treinamento foram selecionados
dois grupos: Alto Desempenho (AD) e Baixo Desempenho (BD). Nosso objetivo foi analisar as
diferencas adaptativas entre os ratos AD e BD em relagdo a marcadores do metabolismo
energético muscular, concentracdes plasmaticas de glutamina, glutamato e parametros
hematolégicos. Comparando ambos os grupos, observamos que o grupo BD apresentou: (1)
diminui¢do das concentracdes plasmaticas de glutamina e aumento nas de glutamato; (2)
diminui¢do da capacidade oxidativa e estoques de glicogénio semelhantes; (3) leucocitose. Os
nossos resultados mostraram que os ratos dos grupos BD e AD apresentaram uma resposta
adaptativa diferenciada frente ao aumento da carga de treinamento. Sugerimos a hipdtese de que
esta diferenca reside na adaptagdo do sistema de defesa antioxidante muscular que estaria mais
eficiente no grupo AD. O grupo BD se encontraria com concentragdes aumentadas de EROs
exacerbando o efeito antiinflamatdrio do exercicio impedindo a regeneragdo eficiente mediada por
neutrofilos e macrofagos. Isto causaria a queda compulsoria de desempenho no estado de
overreaching, provavelmente uma forma de preservacao do tecido muscular com objetivo de evitar

um estado mais avangado que pode ser chamado de sindrome do overtraining.
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INTRODUCAO

O treinamento de alto nivel geralmente envolve altas cargas de trabalho a fim de aumentar
o desempenho atlético. No entanto, se houver um desequilibrio freqliente entre o estimulo do
exercicio e o periodo de recuperagdo pos-esforco o atleta pode experimentar um estado cronico de
fadiga associado a queda de desempenho denominado overtraining (OT). Este quadro, também
chamado sindrome do overtraining (OTS) pode estar associado com um ou mais sintomas, entre
eles um estado catabolico acentuado, com alteracdes fisiologicas, imunologicas, bioquimicas, com
o aumento na susceptibilidade a lesdes e alteragdes comportamentais (61). A recuperagdo do OTS
¢ lenta, podendo persistir por varias semanas ou meses (5, 30, 32). A literatura denomina o
overtraining de curta-duracdo de overreaching (19, 23, 50). Os sintomas do overreaching podem
ser revertidos com um periodo mais curto (dias ou poucas semanas) (5, 30, 32).

Ainda n3o existe um consenso, somente hipoteses, sobre quais sdo 0s mecanismos
envolvidos, ou qual seria a seqiiéncia de alteragdes induzidas por esse desequilibrio persistente
entre carga e descanso que desencadeiam a queda do desempenho. O desequilibrio no sistema
nervoso autdnomo talvez seja uma das mais antigas hipoteses do OTS (26, 31). Alteragdes no eixo
hipotalamo-hipéfise-adrenal também tem recebido atengdo (7, 18, 60). Embora o comportamento
do cortisol e do ACTH nos trabalhos que investigam o OR/OTS sejam variaveis (5, 61), tem sido
proposto que no estado avangado e cronico do overtraining ocorreria um decréscimo na resposta
do cortisol (31) enquanto um estado de alto esforco fisiologico inicial seria representado por um
aumento nas concentragdes plasmaticas do cortisol (29, 27).

Ha também a proposicao de que o alto grau de fadiga que caracteriza o OR/OTS seria devido
a reposicdo parcial das reservas de glicogénio muscular pos-exercicios intensos didrios (54). Ja a

teoria da glutamina propde que este aminoacido teria sua concentracdo plasmatica diminuida no
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estado de OTS e por ser o principal substrato energético de leucécitos explicaria a diminuicao na
resposta imune e aumento na freqii€ncia de infeccdes observadas (38)

O aumento na producdo de espécies reativas de O, (EROs), que acompanha o aumento da
atividade contratil muscular (2, 12) parece ser importante tanto para a adaptagdo positiva (52, 65)
quanto para o inicio do dano muscular induzido pelo exercicio e o inicio e propaga¢do da resposta
inflamatoéria subseqiiente (39). Nesse sentido, Vassilakopoulos e col. (63) sugeriram que o estresse
oxidativo seria o principal estimulo para a indu¢do da produgdo de citocinas no exercicio fisico, uma
vez que as EROs podem atuar como mediadores de vias de transducdo de sinais, capazes de induzir
a sintese de citocinas pelo musculo (3, 28). Tidus (58) ja havia proposto uma relagdo entre o estresse
oxidativo, processo inflamatdrio e overtraining ressaltando a importancia dos neutrofilos no reparo
celular. Smith (51) complementou a proposta, sugerindo que a OTS seria causada por uma resposta
inflamatoria sistémica mediada por citocinas pré-inflamatoérias produzidas, principalmente por
neutrofilos e macréfagos.

A despeito das varias hipdteses existentes, a queda de desempenho ainda representa o
padrdo ouro no diagnostico do OT em testes de desempenho realizados até a exaustdo (23), sendo
este o Unico parametro de consenso na literatura que deve estar obrigatoriamente associado tanto
ao OR quanto ao OTS (5). Recentemente apresentamos um protocolo controlado e reprodutivel de
indugdo ao OR para ser aplicado em ratos Wistar, diagnosticado através da queda de desempenho
(capitulo IIT). A aplicagdo desse protocolo permite a separacdo, no final de 11 semanas, de dois
grupos de ratos diferenciados em relagdo ao desempenho: Baixo Desempenho (BD) e Alto
Desempenho (AD).

No presente trabalho, o objetivo foi analisar as diferencas adaptativas entre os ratos AD e

BD em relagdo a marcadores do metabolismo energético muscular (glicogénio, citrato sintase e



87

lactato desidrogenase), concentracdes plasmdticas de glutamina (Gm), glutamato (Ga) e
parametros hematoldgicos. O segundo objetivo foi estabelecer perspectivas na investigacdo dos
mecanismos envolvidos na diferenciacdo dos dois grupos de ratos e avaliar o potencial do modelo

no estudo do OR/OTS.

MATERIAIS E METODOS

ANIMAIS

Utilizamos inicialmente 80 ratos da raca Wistar com 60 dias de idade, pesando entre 200 —
250 g, alimentados com rag¢do e adgua ad libitum. Durante o periodo de experimento os animais
foram mantidos em ambiente com a temperatura controlada entre 18 e 22°C e fotoperiodo de 12
horas com ciclo de luz claro-escuro invertido. Todos os ratos foram adaptados a esteira rolante
durante duas semanas antes do inicio dos experimentos. A fase de adaptacdo consistiu em coloca-
los na esteira 5 dias/semana durante 10 minutos com velocidade em 12 m/min, a fim de separar os
animais que corriam voluntariamente daqueles que se recusavam a correr, para que apenas
realizassem os testes os animais que corressem voluntariamente. Os ratos que realizaram o teste
inicial com um tempo de exaustdo entre 20 e 30 minutos foram selecionados para o estudo
(N=49). O protocolo experimental ¢ o manejo dos animais foram aprovados previamente pela

Comissdo de Etica para Experimentacio Animal (638-1).

DESIGN DO PROTOCOLO DE TREINAMENTO

O protocolo foi realizado de acordo com o Capitulo III com duragdo total de 11 semanas.

Os animais do grupo controle (CO) (N = 8) foram submetidos a 10 minutos de esteira com
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velocidade de 12 m/min duas vezes na semana durante todo o periodo de andlise, excetuando as
semanas destinadas ao teste de desempenho. O restante dos ratos (N = 33) foi submetido a um
protocolo de  treinamento  que  buscou  estabelecer um  continuum  entre
adaptacdo/overreaching/OTS. As oito primeiras semanas foram dimensionadas para ser um
treinamento adaptativo, composto de duas fases. Nas primeiras 4 semanas a velocidade e o tempo
de corrida foram aumentados progressivamente em cada semana (AT1). Nas quatro semanas
posteriores a velocidade e o tempo de corrida, atingidos ao final da fase AT1 foram mantidos
(AT2). Ja nas 3 semanas seguintes procurou-se estabelecer um desequilibrio entre estimulo e
recuperacdo nos animais treinados, aplicando a mesma carga do AT2 mas aumentando-se o
numero de sessdes didrias de treino para duas (T2x), trés (T3x) e quatro (T4x) vezes ao dia, com

diminui¢do no tempo de recuperacao entre as sessoes (4, 3 € 2 h).

TESTE DE DESEMPENHO

Todos os testes iniciaram-se com 0s animais correndo em esteira sem inclinacdo, na
velocidade inicial de 12 m/min. A cada 2 min incrementou-se a velocidade em 1 m/min até que
fosse atingido 20 m/min. A partir dessa velocidade o incremento da esteira passou a ser de 2
m/min a cada 3 minutos até que o animal atingisse a exaustdo. A exaustdo foi definida no
momento em que os animais tocavam a grade eletrificada da esteira cinco vezes em um minuto
(33). Os testes de desempenho realizados nos ratos sedentarios (CO) foram feitos nas semanas
correspondentes aos testes realizados nos animais dos grupos treinados. O desempenho foi
quantificado através do produto entre a massa corporal e a distancia percorrida até a exaustdo por

cada animal para possibilitar comparacao longitudinal individualizada (Capitulo III).
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Os testes de performance foram feitos antes do inicio do treinamento (teste 0) e apos a 4°
(teste 1), 8* (teste 2), 9* (teste 3), 10* (teste 4) e 11° (teste 5) semanas de treinamento, sempre 60 h
apos a ultima sessdo de treino semanal. Assim, cinco testes de desempenho foram realizados ao

longo do estudo, refletindo as diferentes fases do treinamento, conforme descrito na Tabela 1.

Tabela 1. Numero do teste de desempenho respectivo a cada fase do treinamento.

Numero do testes  Fases do treinamento

0 Adaptacao
1 TA1
2 TA2
3 T2x
4 T3x
5 T4x

GRUPOS DE ANIMAIS

Dezesseis ratos compuseram o grupo controle sedentario (CO), sendo que 8 deles foram
submetidos mensalmente aos testes de desempenho até o final do protocolo de treinamento
(capitulo III). Os demais oito ratos CO foram sacrificados apds teste 4 para a retirada do sangue e
tecidos. Os 33 ratos do grupo treinado foram divididos em trés sub-grupos: Treinados (T2x) (N=8)
sacrificados para andlise de sangue e musculo apds teste 3; Baixo Desempenho (BD) (N=8) e Alto
Desempenho (AD) (N=8), sacrificados apos o teste 5. Detalhes sobre os critérios de separagao

dos grupos sdo encontrados no Capitulo III.

ANALISES SANGUINEAS
O sangue foi extraido através de puncdo cardiaca apos 60 horas da realizacdo do teste de

desempenho. Foram analisados quatro grupos: 1- Controle (CO) (N = 8); 2- T2x (N = 8); 3- BD
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(N = 8) e 4- AD (N = 8). Os ratos foram anestesiados com hidrato de cloral 20%. Cinco mL de
sangue foram imediatamente desproteinados com 4cido perclérico 10% e centrifugado a 3000g
por 5 minutos (4°C). O sobrenadante foi neutralizado com KOH e re-centrifugado nas mesmas
condi¢cdes anteriores. As amostras foram armazenadas a -80°C para posterior analises. Foram
coletados mais 2 mL de sangue em tubo contendo K'/EDTA para analise do hematdcrito referente
a porcentagem de hemadcias no sangue (HCT), contagem de leucdcitos, de hemadcias, volume
corpuscular médio das heméacias (VMC) e concentracio de hemoglobina (HGB) em contador
automatizado, imediatamente apos a coleta.

A andlise do glutamato foi realizada na presen¢a da enzima glutamato desidrogenase (EC
1.4.1.3) e NAD", medindo-se em espectrofotdmetro (Beckman DU-640) a formagio de NADH
(339 nm). As amostras para a analise de glutamina ficaram incubadas a 37°C em solu¢do contendo

glutaminase (EC 3.5.1.2). O método de analise foi feito segundo Lund (35).

ANALISES EM MUSCULO

Foram utilizados 30 mg (4mido) do musculo gastrocnémio vermelho (GV) armazenados a
-80°C. No momento das analises, as amostras foram trituradas num homogenizador Polytron por
10 segundos com velocidade maxima em tampao MOPS 20 Mm (pH=7,2) contendo EDTA
(1mM), sacarose (440 mM) e PMSF (200 Mm). A atividade da citrato sintase (CS) e lactato
desidrogenase (LDH) foram medidas em espectrofotometro segundo o método proposto por Srere
(55) e Vassault (62), respectivamente.

Para quantificacdo do glicogénio muscular utilizamos 50 mg (imido) do musculo GV.
Todos os musculos analisados ficaram armazenados durante sete dias a -80°C. Ao completarem

este tempo de armazenamento o glicogénio muscular foi analisado conforme proposto por Lo (34)
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ANALISE ESTATISTICA

As analises dos resultados e as estatisticas foram feitas através dos aplicativos Matlab® 7.0.
e Origin® 6.0. Utilizamos o teste ANOVA para amostras ndo pareadas com pos-teste de Tukey.
Também utilizamos o teste t para comparagdo entre dois grupos. Valores de p<0,05 foram

considerados significativos.

RESULTADOS

EFEITO DO PROTOCOLO DE INDUCAO AO OVERREACHING E DESEMPENHO

O desempenho do grupo T2x aumentou significativamente (p<0,001) no teste 3 comparado
ao teste 0 (492,8 = 50,5 kg.m e 164,9 = 41,3 kg.m, respectivamente). O grupo AD manteve no
teste 5 o desempenho atingido no teste 3 (473,1 £ 136,1 Kgm e 462,5 + 110,2 Kg.m,
respectivamente), sem diferenga significativa para o grupo T2x na comparacdo com o teste 3. O
grupo BD diminuiu o desempenho (p< 0,001) no teste 5 comparado ao teste 3 (252,6 £ 110,5
Kg.m e 405,6 + 82,6 Kg.m, respectivamente). Nao houve diferenga significativa quando o teste 3
do grupo BD foi comparado com o teste 3 do grupo T2x. O grupo CO manteve o desempenho sem
alteracdes significativas do teste 1 (210,1 = 56,8 Kg.m) até o teste 5 (138,8 + 40,6 Kg.m). Esses
dados indicam que até a 9* semana de treinamento os grupos BD e AD exibiam praticamente o
mesmo desempenho que os animais do grupo T2x. As duas semanas subseqiientes (T3x e T4x)
foram responsaveis pelas diferenciagdes dos grupos em relagdo o desempenho. Maiores detalhes

sobre alteragdes no desempenho no Capitulo III.
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EFEITO DO PROTOCOLO SOBRE PARAMETROS METABOLICOS MUSCULARES
As concentracdes do glicogénio (A), atividade da enzima CS (B) e LDH (C) mensuradas

no musculo GV dos diferentes grupos de animais estdo apresentados na Figura 1.
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Figura 1. Média + DP da concentracio de glicogénio (A) e atividades da CS (B) e LDH (C) no musculo
GV dos grupos CO, T2x, AD e BD. * diferenca significativa em relagdo aos grupos T2x, AD e BD,
(»<0,05). * diferenca significativa em relagdo aos grupos T2x e AD, (p<0,05).
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A concentracdo do glicogénio no musculo GV (A) estava significativamente menor nos
animais do grupo CO em relagdo a todos os grupos treinados (p<0,05). A atividade da CS (B)
estava significativamente menor nos grupos CO e BD quando comparados aos grupos T2x e AD
(»<0,05). Nao houve diferenca significativa na atividade da LDH em nenhum dos grupos

analisados.

EFEITO DO PROTOCOLO SOBRE PARAMETROS SANGUINEOS

A Tabela 2 mostra parametros hematoldgicos e as concentragdes de glutamato e glutamina

no sangue de todos os grupos.

Tabela 2. Média + DP das variaveis analisadas no sangue dos grupos CO, T2x, AD e BD.

Variaveis Sanguineas Grupos de ratos
CO T2x AD BD
Glutamato (uM) 179+22,3 1408 +31,6°  1269+21,7°  161,5+ 19,4
Glutamina (uM) 498,6£932  596,7+71,9°  5580+424 502,9 + 51,0
Leucécitos (10° L™) 32+1,1 2.1+ 14 22+0.8 53+2.31
Hemacias (10° L™) 8,2+ 0,4 7,62 +0,8 78+0,7 7,46+ 0,4
HCT (%) 41,4+13 39,1 +4,6 41,7+3,4 413+43
VCM (1) 49,8 + 1,4 514 +3,1 52,6 +4,7 549+2.8
HGB (g.dL™) 15,7+0,5 149+1,7 152+0,5 149+1.2

* diferenca significativa em relagio ao CO (p <0,01).” diferenca significativa em relagio ao CO e BD (p
<0,001). ¢ diferenga significativa em relagio ao CO e BD (p <0,05). * diferenca significativa em relagdo ao
CO, T e AD (p <0,05).

Observou-se diminuigdo significativa nas concentragdes plasmaticas de glutamato nos
animais do grupo T2x quando comparado ao grupo CO (p <0.01). J4 os animais do grupo AD

apresentaram diminui¢cdo do glutamato ainda maior (p <0.001). Somente o grupo T2x apresentou
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aumento significativo na concentragcdo de glutamina em relacdo aos grupos CO e BD (p <0.05).
Os animais do grupo AD apresentaram somente uma tendéncia de aumento nas concentragdes de
glutamina plasmatica. O grupo BD ndo apresentou nenhuma alteracdo nas concentragdes
plasmaticas de ambos os aminoacidos, exibindo valores semelhantes aos observados nos animais
do grupo CO.

Em relacdo aos pardmetros hematologicos somente no grupo BD o numero de leucdcitos
totais aumentaram significativamente quando comparado aos outros grupos (p<0,05). Os demais
parametros hematologicos ndo sofreram alteragdes, o que descarta a possibilidade de alteracdes no

volume sanguineo.

DISCUSSAO

Os resultados nos biomarcadores analisados nesse estudo refletem respostas cronicas ao
protocolo de treinamento, visto que os ratos foram analisados 60 h apos o teste de exaustdo, e 120
h apds a ultima sessdo de treino. Nestas condi¢cdes, observamos que as concentracdes de
glicogénio no musculo gastrocnémio vermelho encontravam-se em niveis similares nos trés
grupos T2x, AD e BD, e com valores significativamente maiores do que o observado nos animais
do grupo CO (Figura 1A). Assumindo que no momento do teste de desempenho os ratos se
encontravam nessas mesmas condigdes, podemos concluir que a concentragdo de glicogénio
muscular ndo foi responsavel pela queda de desempenho observada nos ratos do grupo BD.
Resultados anteriores obtidos com humanos também nao haviam encontrado relacdo entre baixas
concentragdes de glicogénio e queda de desempenho ap6s um periodo de treinamento intenso (10),

e em atletas diagnosticados como overtreinados (53). Os resultados obtidos nos ratos também
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descartam a hipotese da reducdo dos estoques do glicogénio muscular como causa da queda de
desempenho nos animais.

A queda de desempenho manifestada nos animais do grupo BD pode estar relacionada com
a diminuicdo da capacidade oxidativa, medida através da atividade da CS (Figura 1B), que
também explicaria o aumento e manuten¢dao de desempenho observado nos grupos T2x e AD, uma
vez que a atividade da LDH ndo se alterou em nenhum dos grupos (Figura 1C). O teste de
desempenho até a exaustdo utilizado nesse estudo possui caracteristica progressiva, iniciando em
baixa velocidade.

O aumento na atividade da CS ¢ esperado ap6s um treinamento de endurance (14, 24) e foi
verificado nos grupos T2x e AD, mas o fato surpreendente observado neste estudo foi a
diminui¢do na atividade da CS nos animais do grupo BD. A especulacdo de que a diminui¢do na
atividade da CS no grupo BD ocorreu em resposta a uma carga insuficiente de treinamento, ndo
propiciando estimulo adequado para o aumento da sua expressdo (42), parece descartada pela
observagdo de adaptagdo similar nas concentra¢des de glicogénio muscular nos ratos BD, AD e
T2x, significativamente superiores as do grupo CO (21, 44, 47).

A diminui¢do da atividade da enzima CS no grupo BD pode ter ocorrido devido a um
aumento do nivel de estresse oxidativo intracelular induzido nas 3 ultimas semanas de treino,
propiciando o ataque a membrana mitocondrial e a conseqliente diminui¢do da capacidade
oxidativa muscular. Atividades musculares que elevam o consumo de oxigénio mitocondrial
resultam num aumento na formagdo de espécies radicalares como o anion superdxido (43, 48).
Zhang e col. (64) mostraram inativacdo da capacidade oxidativa da cadeia de transporte de
elétrons apds exposicdo de subparticulas mitocondriais & EROs. Resultados prévios mostraram

elevacdo da atividade das enzimas glutationa redutase e catalase no musculo soleo paralelo ao
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aumento na atividade da CS em ratos submetidos a um protocolo similar até a fase adaptativa
(AT2) utilizada no presente trabalho (52). Provavelmente uma capacidade diferenciada de
adaptag@o do sistema antioxidante dos grupos BD e AD nas duas tltimas semanas de treinamento
(T3x e T4x) poderia explicar as diferentes respostas no desempenho dos dois grupos de animais.

Recentemente, utilizando o mesmo protocolo de treinamento Zoppi e Macedo (65)
demonstraram aumento nos marcadores de estresse oxidativo com concomitante diminuigdo da
atividade da CS no musculo séleo. No entanto, neste estudo ndo foi realizado o teste de
desempenho e, portanto os resultados agrupados ndo permitiram a diferenciagdo dos grupos.

O aumento da carga de treinamento pode aumentar o requerimento de aminoacidos numa
situacdo de hipermetabolismo, que pode ser parcialmente provido pelo aumento da protedlise
muscular e pela concomitante reducdo do anabolismo (51). No capitulo III mostramos a variagao
de massa corporal apresentada pelos grupos CO, AD e BD apo6s o teste 3. Nas andlises anteriores
ao teste 3, todos os trés grupos apresentaram aumento progressivo da massa no processo normal
de crescimento dos ratos (dados ndo mostrados). A partir do teste 3 os animais AD e BD
apresentaram uma curva descendente da massa corporal média, indicando que ambos 0s grupos se
encontravam sob grande estresse catabolico quando o treinamento passou para as fases T3x e T4x.
Glicocorticdides, liberados em condicdo de estresse, quando se encontra aumentado na corrente
sanguinea em concentragdes fisioldgicas causa aumento da protedlise (8, 49), induzindo a grande
perda de massa (13).

A glutamina ¢ considerada um aminoécido essencial em situa¢do de estresse quando as
concentragdes de corticoesteroides estdo elevadas (13). O tratamento com corticoesteroides causa
aumento na exportacdo de glutamina pelo musculo (25, 37), com concomitante aumento da

atividade da glutamina sintetase e da expressdo do mRNA desta enzima (1). Este fato pode estar



97

relacionado com o aumento basal da concentragdo plasmatica de glutamina encontrada nos grupos
T2x em relagdo aos grupos CO e BD. Também o grupo AD exibiu uma tendéncia de aumento
(Tabela 2), o que ndo ocorreu nos ratos BD, que também se encontravam sob forte estresse.

No grupo BD, apesar de uma provavel sinalizacdo para o aumento na exportagdo de
glutamina da mesma forma que para os outros grupos (AD e T2x), a diminui¢do da capacidade
oxidativa medida pela CS talvez ndo permita atender a demanda por a-cetoglutarato para a
formagdo de glutamato. Rowbotom e col. (46) especularam que lesdes mitocondriais poderiam
limitar a disponibilidade de a-cetoglutarato e a formacdo de glutamato no musculo; e a infusdo de
dicloroacetato, um potente ativador do complexo piruvato desidrogenase, aumentam a produgao
de glutamina significativamente (16).

E possivel que 0 aumento na concentragio de glutamato sanguineo do grupo BD quando
comparado ao grupo AD seja devido a diminuicdo do gradiente eletroquimico causado pelo
aumento de Na' intracelular (22). O glutamato ¢é transportado para dentro das células por
transportadores dependentes de Na™ (36). Lesdes celulares podem aumentar o influxo de Na" para
o interior da célula muscular, diminuindo o transporte de glutamato para dentro da célula (45, 59)
como verificado em condi¢des de alto catabolismo (22).

O aumento de leucocitos no plasma no grupo BD (Tabela 2) também pode contribuir para
a diminuicdo da concentracdo de glutamina observada nesse grupo em compara¢do com o grupo
AD e T2x. Macréfagos e neutréfilos sao leucdeitos envolvidos no processo inflamatdrio com alta
taxa de consumo de glutamina (20, 41). No presente estudo, encontramos leucocitos elevados 120
h apds a ultima sessdo de treino e 60 h apos o teste de desempenho. Na situacdo de estresse
cronico estabelecida no grupo BD o aumento basal de glicocorticdides poderia aumentar a

circulacdo de neutréfilos (56), refletido na leucocitose observada nos animais desse grupo. A
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elevacdo dos neutréfilos na corrente sanguinea e o subseqiiente declinio em algumas horas podem
ser interpretados como infiltracdo dos neutrofilos no tecido muscular lesado (15, 17). No entanto,
glicocorticoides suprimem a expressdao de moléculas de adesdo endoteliais e inibe a migragdo de
neutrofilos para o tecido lesado (11), mantendo-os circulantes por mais tempo. Os ratos BD
podem estar num estado mais elevado de estresse catabolico, provavelmente mediado por
concentragdes basais corticoesterdides mais elevadas. O retardo em uma semana da retomada do
crescimento normal nos ratos BD (capitulo III) e a concentragdo de leucocitos elevada muitas
horas apds o exercicio refor¢gam essa hipotese.

Acreditamos que alteragdes nas concentragdes de corticoesterdides e suas acdes nos
tecidos e no endotélio parecem fazer a ligacdo entre os resultados encontrados neste trabalho.
Recentes descobertas demonstraram o efeito anti-inflamatoério do exercicio (40) e a relagdo entre
estresse oxidativo, produgdo de interleucinas anti-inflamatoérias (IL-6, IL-10 e IL-1ra) e liberacao
de corticoesteroides (39, 56). O cortisol possui efeito anti-inflamatério (6) que pode suprimir a
inflamacdo aguda exagerada, visto que macrdfagos e neutrofilos podem lesar mais ainda o tecido
caso o processo inflamatorio agudo seja muito acentuado (9, 57). Sugerimos que os ratos AD e
T2x se encontram com o tecido muscular menos lesado pela melhor adaptacdo dos sistemas
antioxidante e oxidativo para atender a demanda regenerativa inflamatéria moderada nos
momentos de repouso. Os ratos BD, diferenciados provavelmente pela adaptagdo insatisfatoria do
sistema de defesa antioxidante frente a demanda do aumento de carga (fases T3x e T4x) se
encontrariam com concentragdes aumentadas de EROs, exacerbando o efeito anti-inflamatorio do
exercicio, mediado pela producdo de IL-6 que pode estar relacionada com aumento na
concentragdo basal de glicocorticdides (56). Isso suprimiria o processo regenerativo eficiente e

moderado e causaria a queda compulsoria de desempenho no estado de overtraining de curta
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duracdo. Este estado poderia representar uma forma de preservacdao do tecido muscular tentando
evitar o estado mais avancado de OTS onde os mecanismos metabdlicos e fisiolégicos atuantes
podem ndo mais serem os mesmos sugeridos neste trabalho. Armstrong e VanHeest (2002),
analisando 10 estudos da literatura em seres humanos, apresentaram uma proposta de
diferenciacdo das concentragdes de cortisol em trés estados. No estado overreaching (ou semanas
iniciais do OT) haveria manutencdo da concentragdo basal de cortisol e aumento durante o
exercicio, no estado de overtraining (2* a 4* semana) haveria manutencdo ou aumento da
concentragdo basal de cortisol e diminuigdo durante o exercicio e no estado de sindrome do
overtraining (OTS), haveria diminui¢do do cortisol na concentragcdo basal e durante o exercicio.
Sugerimos que o estado mais avangado (OTS) poderia ser atingido apos exposi¢do cronica ao
estresse durante e apds o exercicio em individuos com alta exposicdo a EROs. Isto causaria
alteracdes tonicas no eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal como efeito acumulativo da situagdo (4).

Tal hipdtese, como as outras, precisa ainda ser experimentalmente testada.

PERSPECTIVAS
Com esse modelo serd possivel estabelecer relacdes mais precisas entre fases de
treinamento, perda de massa, biomarcadores e desempenho, abrindo a possibilidade de muitas

investigacdes simultaneas.
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CONSIDERACOES FINAIS

Esta primeira investiga¢ao utilizando o modelo de inducdo de overreaching em ratos levou
a proposta que o processo que gera queda de desempenho inicia-se no musculo esquelético de
individuos que ndo estariam adaptados a suportar um determinado aumento na carga de
treinamento, que estaria associado a um aumento na producdo de EROs e efeitos distintos na
capacidade de defesa antioxidante. Ou seja, este aumento de cargas pode tanto promover o
aumento de desempenho quanto a queda, sendo que esta resposta deve ser individualizada como
mostrado nos grupos AD e BD. As recentes descobertas da literatura sobre o efeito anti-
inflamatorio do exercicio sugerem que as alteragdes observadas nos ratos BD estejam relacionadas
com um mecanismo que preserva o tecido muscular de um ataque maior que poderia ser causado
por neutr6flios e macréfagos com concomitante reducdo compulsoria da capacidade de trabalho,
induzindo ao descanso. Esta e outras hipoteses poderdo ser investigadas experimentalmente
através do modelo de treinamento e teste de desempenho propostos em detalhes no Capitulo 3.

Parece que o OTS se desenvolve num processo continuo cujo tempo de manifestacdo de
um estado para outro ¢ dependente do tipo de treinamento e da individualidade bioldgica. Se
continuarmos a definir os estados de overreaching, overtrainig e sindrome do overtraining somente
pelo tempo de recuperacdo (dias, semanas ou meses) estaremos generalizando a manifestacao dos
estados para todos os individuos e protocolos de treinamento. Isto acaba gerando respostas
variadas e polémica na interpretacdo dos dados, pois estdo descontextualizados da sucessdo de
eventos fisiologicos e metabdlicos. Temos que ser objetivos em investigar ndo apenas o antes €
depois das intervengdes, mas modelar experimentos que auxiliem no entendimento dos

mecanismos metabdlicos, mesmo que em animais.
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Talvez o estado de overreaching seja 0 maximo que se pode atingir em animais € mesmo
assim apenas quando for¢ados. Naturalmente, estes ratos jamais teriam chegado ao estado BD por
iniciativa propria, pois parece que o ser humano ¢ o Unico capaz de negligenciar os sinais do
corpo, motivado pelas mais diversas razdes, forgando-o a atingir um estado mais avangado que

pode ser chamado de sindrome do overtraining.
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