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GSH: Glutationa reduzida

GSSG: Glutationa oxidada

MOPS: Acido (3-[N-morfolino]) propano sulfénico
NADPH: Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (forma reduzida)
PAGE: Gel de poliacrilamida para eletroforese

PMSF: Fenil metil sulfonil fluorido

PSA: Persulfato de amdnio

SDS: Duodecii sulfato de sddio

TEMED: N',N",N".N’, - Tetrametil- etilenodiamina

TNB: Acido tionitrobenzéico

TRIS: (Tris-[Hidroximetil] aminometano)

VOomay . COnsumo maximo de oxigénio
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Resumo:

O treinamento fisico induz uma série de adaptagtes no organismo que leva a melhora na
performance esportiva. No entanto, os atletas podem ser submetidos a cargas
extremamente altas de treinamento e quando a recuperacdo ndo é suficiente este atleta
pode ser acometido pelo overtraining. Alguns autores, sugerem que a causa da sua
instalag&o seja o excesso de formacéo de radicais livres. Nosso objetivo neste trabalho foi
analisar os efeitos de um protocolo de overreaching em biomarcadores de ataque
oxidativo, enzimas antioxidantes e capacidade oxidativa. Para tanto submetemos 25
animais a um protocolo de treinamento de onze semanas nas quais as oito primeiras
constituiam um protocolo de treinamento e as Gltimas trés constituiram o protocolo de
overreaching. Foram medidos como marcadores de ataque oxidativo, os niveis de
substancias reativas ao acido tiobarbitlrico (TBARs) e de proteinas carboniladas (PC)
dosamos ainda atividade das enzimas antioxidantes glutationa redutase (GR) e catalase
(CAT) e ainda como marcador de capacidade oxidativa, dosamos a atividade da enzima
citrato sintase (CS) e ainda medimos a concentragdo da proteina de estresse HSP72
para avaliarmos 0s niveis de estresse imposto as fibras nos misculos séleo (SO),
extensor digital longo (EDL) e semi tendinoso (ST) .Embora o treinamento induziu
aumento no ataque oxidativo, as enzimas antioxidantes e a capacidade oxidativa
avaliados aqui pela atividade das enzimas GR, CAT e CS também aumentaram em todos
os musculos, 0 protocolo de overreaching induziu um panorama de estresse oxidativo
observado pela queda da atividade das enzimas antioxidantes e aumento dos marcadores
de ataque oxidativo devido ac alto nivel de estresse imposto por este protocolo, avaliado
pelos niveis de HSP72, que também induziu queda na atividade da CS.

Nossos dados permitem concluir que o estresse oxidativo é um fator que leva & instalagao
do overreaching e que o monitoramento destes marcadores pode ser uma ferramenta til
na pratica para se evitar a instalagdo deste processo.
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Summary:

Physical training is known to induce several adaptations. These adaptations are desired to
increase athletic performance. Frequently athletes are submitted to hard training in order
to push performance to its upper limits, although when loads are excessive and the
regeneration is not enough the athlete is said to be overtraining. Overtraining syndrome is
the result from an imbalance between training loads and regeneration processes, and
induces autonomic changes that impair performance. Overreaching is known as the initial
phase of overtraining and is known as a metabolic imbalance leading to a decrease in ATP
synthesis and inducing short term fatigue. Free radicals are well known high reactive
molecules that can oxidize intracellular structures and so impair cell function and are
increased during strenuous exercise. So the aim of this work is to study the behavior of
oxidative stress markers in subjects submitted to an overreaching protocol. In this study
we used 30 animals divided in training group (n=25) and a control group (n=5). The
exercise protocol consisted in a 8 weeks endurance fraining and a 3 weeks overreaching
protocol. Thiobarbituric acid reactive substances (TBARs) and carbonyiated proteins (PC)
were measured as oxidative attack markers, glutathione reductase (GR), catalase (CAT)
and citrate synthase (CS) activities were measured as muscle antioxidant and oxidative
markers and also stress protein HSP72 were measured to ensure stress levels in soleus
(80), extensor digital longus (EDL) and semitendinuous (ST) muscles. Although
endurance training induced increase in TBARs an PC levels, antioxidant and oxidative
enzymes were also increased and at the end of training protocol the stress markers
TBARs, PC and HSP72 levels were back to baseline values. On the other hand,
overreaching protocol induced oxidative stress situation leading to decreases in
antioxidant and oxidative enzymes and giving rise to TBARs and PC levels. HSP72 was
also highly expressed suggesting a high stress imposed by the overreaching protocol. In
conclusion, our data suggest that overreaching can be induced by oxidative stress and the
measure of these markers could be a useful tool in sports field as markers of overreaching
instaliation.
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1. EXERCICIO FiSICO E ESTRESSE

Os principais sistemas do nosso corpo trabalham conjuntamente para fornecer
uma das nossas respostas de defesa mais poderosas e sofisticadas: a resposta ao
estresse. Ela nos permite reagir a uma emergéncia e lidar com essa alteracao, através do
funcionamento d o c érebro, glandulas, horménios, sistema imune, ¢coragdo, musculatura
esquelética, sangue e pulmdes. Essa resposta integrada fornece combustivel, oxigénio,
energia, forga muscular, resisténcia & dor, acuidade mental, além de uma protecio
temporaria contra infe¢bes. Ou seja, causar doenga ou algum tipo de dano nado é fungao
da resposta ao estresse, que representa um mecanismo evolutivo conservado, pelo qual
as celulas se defendem contra mudangas abruptas e adversas do meio ambiente, se
adaptando a elas (Welch, 1992).

O principio do treinamento fisico é justamente esse, buscar, por meio de
estratégias metodologicas fundamentadas no conhecimento cientifico ou algumas vezes
de forma empirica, a aplicagdo de estimulos que desequilibrem a homeostasia dos
sistemas biologicos do organismo, permitindo uma resposta adaptativa positiva, com
melthora na performace.

No entanto, é sabido que o mesmo grau de estresse, induzido pelo mesmo agente
estressor, pode produzir respostas diferentes em individuos distintos (efeito especifico).
Ou seja, dependendo de caracteristicas enddgenas, tais como predisposicio genética,
sexo ou idade, ou exbgenas, tais como grau de treinabilidade, habitos alimentares,
utilizacgo de medicamentos e estilo de vida, um grau de estresse normaimente tolerado
por um individuo poderia vir a ser patogénico a outro, ocasionando distirbios na resposta
biolégica, 0 que poderia afetar seletivamente um ou outro sistema predisposto no
organismo.

Assim, da mesma forma que para outros estimulos estressores, podemos observar
que a resposta dos individuos frente a aplicagdo de um mesmo esquema de treinamento
pode levar a situagdes totalmente diferentes, que passam desde a adaptagdo positiva até

um guadro de perda no rendimento fisico.

Treinamento Fisico e Resposta Adaptativa

Desde o classico experimento conduzido por Hill e colaboradores (1924), que
mostraram aumento no consumo total de oxigénio, rompendo a homeostase ndo s do
tecido muscular, mas também sistemicamente, com o envolvimento de outros tecidos tais

como © cardiaco, 0s vasos sanguineos, bem como o préprio sangue, varios estudos



enfocaram o potencial estressor do exercicio fisico, e suas diversas formas de alteragdo
na homeostasia intracelular (Coyle, 2000).

O e stresse induzido p elo e xercicio fisico € responsavel p elo distarbio agudo de
celulas e 6rgéos ao qual segue-se uma fase de antichoque, quando os mecanismos de
defesa s&o ativados. Nessa fase hd uma intensificagdo nos processos de produgao de
energia, com uma consideravel excitagdo dos sistemas adrenergico e hipdfisario-adrenal.
A consegliéncia dessa ativagdo € um aumento na concentracdo de catecolaminas e
glicocorticbides na corrente sanguinea, amplificando a mobilizacdo de reservas
energéticas e estruturais do organismo.

As catecolaminas mobilizam as reservas de glicogénio hepatico e muscular,
induzindo hiperglicemia, bem como ativam a lipdlise e consegientemente a concentragao
de acidos graxos livres plasmaticos. Outro resultado da agdo das catecolaminas encontra-
se na intensificagao do fluxo de oxigénio e oxidagao de substratos nos tecidos (Voet et ali,
1999). Os dlicocorticoides, além de amplificar o efeito das catecolaminas ativam a
gliconeogénese e as reagdes de transaminagdo e, conseqientemente, a conversdo de
aminoacidos em glicose (Meerson, 1984),

No periodo regenerativo ao exercicio ocorrem os processos adaptativos, quando
se restabelece um nivel de homeostasia ceiular e sistémica acima do encontrado antes do
estimulo dado, conhecido na literatura como supercompensacio. Num esquema de treino
correto, este seria 0 momento adequado para a aplicagdo de uma nova carga de
exercicios. Por outro lado, se nenhum outro estimulo for aplicado, a tendéncia é ocorrer
involugdo das adaptagdes induzidas (destreinamento).

Fica claro, portanto, que a adaptagdo positiva é resultado de uma alternancia
corretamente programada entre indugdo de estresse (atividade fisica) e periodo reservado
aos processos regenerativos (descanso). Sdc esses fatores que permitem a
supercompensac¢édo. Quando essa relagdo € respeitada, o organismo adapta-se
positivamente ac exercicio (Astrand, 1992). Se um mesmo estimulo for imposto
novamente, 0s mecanismos homeostaticos nao serdo rompidos na mesma extensao e
consequentemente ndo sero observadas novas adaptacdes (Fry et al., 1992).

E importante ressaltar que além da otimizagao dos intervalos recuperacao/repouso
entre sucessivas sessdes de treino, a regulagdo da carga de exercicios (intensidade e
volume) em cada atividade programada também € extremamente importante para que
uma determinada metodologia de treinamento atinja seu objetivo final, de aumentar o

rendimento fisico (performance). I1sso conduz a um dos grandes problemas do momento



atual, saber exatamente quando a recuperagdo e também a supercompensagdo estio
completas. Quando a recuperagdo entre uma sessdo e outra é incompleta, observa-se
fadiga prematura. Tal situagdo, de forma cronica, pode levar a instalago da sindrome de
overtraining (OTS), que tem como consequéncia final a diminuicdo do rendimento, até o
desencadeamento de disturbios mais graves ou lesGes de dificil recuperagdo ou muitas
vezes até irrecuperaveis (Urhausen e Kindermann, 2002).

Na realidade, a instalag8o do OTS néo ocorre de forma aguda, como por exemplo
uma lesao muscular, entorse articular ou fratura éssea. A OTS, ao contrario, se instala em
resposta a um desequilibrio crénico entre estimulo e recuperagao durante o processo de
treinamento.

1. SINDROME DO OVERTRAINING

A principal conseqiiéncia da instalacao da OTS € o efeito inverso do desejado com
o treinamento. Ou seja, queda da performance esportiva. Apesar de acometer atletas de
modalidades coletivas e desportos que envolvem basicamente capacidades de forga e
velocidade (Kraemer e Nindl, 1998), a incidéncia da OTS parece ser maior em atletas de
endurance, sendo que mais de 60% deste tipo de atleta ja vivenciou, em algum momento
de sua carreira uma situacdo de overiraining (Morgan et ali, 1987). Aparentemente, a
instalacéo da OTS em atletas de endurance e de forca e velocidade possuem diferentes
causas (lsrael, 1958). Postula-se que atletas de endurance sejam mais susceptiveis a
OTS pelo fato de serem submetidos a altos volumes e intensidades de treinamento
(O'Toole, 1998).

Na pratica desportiva, a caracteristica cronica da instalagdo do overtraining torna
sua profilaxia mais dificil. Atletas que sentem uma queda inicial no seu rendimento tendem
a aumentar suas cargas de treinamento, sem uma reflexdo da causa desta queda, que
pode ser justamente pelo excesso de treino. Afletas de varias modalidades em
depoimento a 6rgéaos de imprensa justificaram que sua performance estava sendo melhor
numa determinada temporada, justamentie em virtude de freinarem ou competirem menos
que em temporadas anteriores, mas isso quase nunca € levado em consideragéo
(Lehman et ali, 1898a). Em nosso laboratério reportamos um caso similar, quando um
fundista de nivel internacional venceu uma importante prova internacional saindo do
periodo de transi¢&o, enquanto outro atleta da mesma equipe e de mesmo nivel que se
preparou com treinamento intenso para a mesma ndo obteve éxito (dados nao

publicados).



Atualmente a literatura ja diferencia as diferentes fases da instalagdo da OTS,
embora ainda n&o existam pardmetros fidedignos para sua detecgdo (Hooper et ali,
1995).

Overreaching vs Overtraining.

Como o principal desencadeador do overtraining € o tempo de recuperagéo
insuficiente, sua fase inicial caracteriza-se por uma fadiga muscular precoce e excessiva,
que pode ser rapidamente revertida com o aumento no periodo de descanso. Essa fase €
denominada pela literatura de overreaching. Como normalmente o overreaching se instala
apbs um perfodo de treino intenso, e também utilizado para induzir a supercompensagao
(Kuipers, 1998). O principal problema € que a transi¢do do estado de overreaching para o
overtraining € uma tarefa dificil de se estabelecer. Ao contrario do overreaching, que pode
ser rapidamente revertido, uma vez instalada a OTS o atieta pode levar até meses para se
restabelecer de tamanho estresse.

A fadiga muscular excessiva, em qualquer tipo de atividade fisica se caracteriza,
em y(ltima instancia, pela incapacidade das fibras em ressintetizar ATP, diminuindo a
capacidade de rendimento esportivo (Noakes, 2000). Nessa situagdo ocorre uma
diminuicdo nos estoques de glicogénio e na concentragdo de ATP (Kuipers, 1988). O
aumento nas concentracbes de AMP é devido ac aumento na atividade da adenilato
guinase, enzima que catalisa a produgdo de ATP, além de AMP a partir de duas
moléculas de ADP. O desequilibrio entre treino/recuperagéo nao da tempo para um pronto
reestabelecimento, tanto do glicogénio (hepatico e muscular) quanto do “pool” de fosfatos
ricos em energia (Bruin et ali, 1994). Por estes motivos, relaciona-se o overreaching a um
estresse metabdlico (Kuipers et ali, 1998).

Assume-se que 0 overfraining se instala quando o estresse induzido pelo
treinamento, leva a disfungbes ndo sO musculares, mas também sistémicas,
principalmente do sistema neuroendécrino (Lehmann et ali, 1993). Neste sentido, Fry e
colaboradores (1991) listaram 84 alteragBes sistémicas induzidas pela OTS, sendo 40
relativas a alteracbes fisioldgicas e de performance, tais como perda de apetite e de
rendimento, perda de coordenagio, alteragdes na frequéncia cardiaca de exercicio e
repouso. Outras 12 alteragbes psicologicas do tipo, instabilidade emocional, alterac&o da
personalidade e medo de competicbes. 14 alteragbes imunoldgicas, principalmente no
sentido de diminuigdo desta capacidade e outras 18 alteragBes bioguimicas, que vao no
sentido de um estado catabdlico mais ativo, principalmente em relag&o ao metabolismo

protéico.



Diagnose de Overreaching e Overtraining

Diagnosticar a OTS no seu inicio é uma tarefa dificil, uma vez que a mesma pode
ser interpretada como um treinamento inadequado, que ndo induziu as adaptagbes
suficientes para elevar a performance. Uma maneira interessante seria utilizar marcadores
biolégicos para detectar sua instala¢do, e desta forma evitar as consegiiéncias mais
deletérias.

Grande parte dos estudos nesta area focam principalmente a analise da queda na
performance e os efeitos da OTS nos diversos mecanismos bioquimicos e fisioldgicos que
levam a melhora da mesma, tais como alteracdes na secregao de hormdnios que regulam
as vias de producdo de energia e de regeneragdo das estruturas celulares, como por
exemplo as catecolaminas, glicocorticoides e a testosterona, além de alteragfes na
frequéncia cardiaca e do lactato sanguineo de repouso e durante o exercicio e na
capacidade de produgdo de energia intracelular (Fry and Kramer, 1997; Bosquet et ali,
2001; Hedelin et ali, 2000). No entanto, os estudos ainda ndo s&o conclusivos (Bruin et ali,
1994; Hoopers et ali, 1995; Rowbottom et ali, 1995).

A complexidade em se estabelecer um determinado marcador, ou ainda que seia,
um grupo de marcadores para diagnosticar overreaching se da pelo fato de atletas que
apresentam esta sindrome, n&o necessariamente apresentarem as mesmas respostas
fisioldgicas. A Unica alteracdo apresentada por todos os atletas € realmente a perda da
capacidade de rendimento, quando a reversdo deste processo €& extremamente
complicada e muito lenta (Rowbottom et ali, 1998).

Causas da Instalagdo da OTS

Embora as consequéncias do overtraining sejam bem conhecidas (Fry et ali, 1991),
as causas que levam & OTS ainda permanecem pouco conhecidas. Algumas hipdteses
foram aventadas, sendo que algumas permanecem viaveis, enquanto outras perderam
qualquer sustentagao.

Na tabela abaixo, estio listadas as principais hipoteses que procuram explicar a
instalagao desta sindrome.



Tabela I. Hipoteses que exphcam a instalacio do “overtraining”.

HIPOTESE AUTOR
Desbalanco autondmico Lehmann et ali, 1998
Teoria da Glutamina Newsholme et ali, 1991
Teoria da deplegdo de glicogénio Costill et ali, 1988
Fadiga psicoldgica Foster ¢ Lehmann, 1997
Teoria da inflamac@o sistémica (citoquinas) Smith, 2000

Embora varios esfor¢os tenham sido feitos no sentido de estudar o overtraining,
suas causas permanecem pouco compreendidas.

Nenhum estudo, no entanto, se ateve as alteragbes induzidas pelo overtraining aos
mecanismos intracelulares responsaveis pela atenuacdo do estresse induzido pelo
exercicio. Tais mecanismos seriam os sistemas de defesa antioxidante que atuam na
detoxificacio especifica de radicais livres, bem como a resposta das proteinas de
estresse, responsaveis pela atenuagdo dos mais variados tipos de alteracBes induzidas
pelo exercicio, tais como aumento de temperatura, alteragdes de pH e deplegdo dos
estoques de glicogénio, dentre outros.

Pelo fato destes mecanismos representarem a primeira frente de defesa celular
contra os variados tipos de estresse a que sdo submetidas, julgamos que o desbalango

destes mecanismos pode ser a primeira e mais precoce alteragio.

Ill. PRODUGCAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (EROS) NO EXERCICIO.

O oxigénio, por fer a particularidade de ser uma molécula com dois elétrons
desemparelhados e de spins iguais, para ser reduzido necessita receber seus elétrons um
a um. Normalmente esta redugdo é feita na citrocromo oxidase (aas), do complexo IV
mitocondrial, que catalisa a transferéncia monoeletrdnica de quatro elétrons, produzindo
H,O como Gnico produto final da reagdo. Estima-se que este processo contribua para a

utilizacdo de 95 a 98% do oxigénio total consumido pelas células.

Entretanto, uma pequena fragdo deste oxigénio (2 a 5%) € reduzido
univalentemente, produzindo radical anion superdxido (O;), dando inicio a formagéo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) (Jenkins & Goldfarb, 1993). Estas, incluem um
amplo espectro de espécies radicalares como o e radical hidroxila (OH') e ndo radicalares



como o peroxido de hidrogénio (H.0;). O O;" pode ser formado durante o exercicio fisico
de varias maneiras

i} na cadeia de transporte de elétrons mitocondrial, principaimente quando
esta se encontra reduzida (numa situagdo de andxia muscular) e é
"reperfundida” pelo oxigénio, durante, por exemplo a pausa ap6s um
esforgo de alta intensidade;

i) por enzimas como xantina oxidase (ativada na mesma situacio descrita
acima, onde predomina uma baixa concentracdo de ATP e alta
concentracdo de AMP)

iii) pelas enzimas NADPH oxidase de leucécitos ativados e citocromo P450
oxidase (Hess e Manson, 1984; Sjodin et al., 1990).

O mdsculo esquelético também produz Oxido nitrico (NO), através da reacéo
catalisada pela enzima 6xido nitrico sintase (Reid,1996). O 6xido nitrico pode reagir com
0., formando peroxinitrito, um intermediario estavel que pode se decompor em um
poderoso oxidante, com reatividade similar ao OH (Beckman et al, 1990), conforme
esquematizado na Figura 1:

Transpora de alefrons mitgoondral
Xenlina Oxidass

HADPRM Caddase

Citneromo 2430 Oxidase

500

G2 L Oz » Hx0o
Fa 2+
Coxittor mf NO
Shitasm
. CONQO '
arginina
OH

FIGURA 1: Vias de formagdo de EROs (adaptado de Essig & Nosek, 1997). O, (Radical anion
superoxido); OH ( radical hidroxila); H O, (perdxido de hidrogénio);, NO' (éxido
nitrico); ONOO' (&nion peroxinitrito).

Como os radicais livres sdo espécies extremamente instaveis, eles podem atacar
alvos celulares diversos, com o objetivo de estabilizarem sua estrutura molecular. A
consequéncia disto & a oxidagao de fosfolipideos de membranas celulares e subcelulares,
DNA e proteinas (Packer, 1997, Radak et ali, 1999; Radak et ali, 2000).



EROs e Oxidacdo de Proteinas

Os aminoéacidos que compdem as proteinas sfo susceptiveis a reagbes com
EROs. A oxidag&o de um ou mais aminoacidos pode romper as estruturas secundéria e
terciaria de proteinas, aumentando sua hidrofobicidade por exposi¢do dos aminoacidos do
seu interior. O radical hidroxila é particularmente proteotoxico pois pode reagir com o
carbono o de qualquer aminoacido (Ryter et al, 1990). Além de potencialmente danificar a
fungdo bioldgica de proteinas, a oxidagdo destas por radicais livres pode também
determinar sua degradagao a peptideos e eventualmente a seus respectivos aminoacidos
(Halliwell & Gutteridge, 1999).

EROs e Oxidacédo de Fosfolipideos

Os acidos graxos poliinsaturados, constituintes das membranas biologicas séo
também um alvo importante para o ataque de EROs. A oxidagio destes lipideos é
conhecida como p eroxidagao lipidica; um processo d egenerativo que leva a alteragbes
estruturais e funcionais das membranas celulares e intracelulares, prejudicando seu
metabolismo, podendo inclusive induzir a morte celular (Halliwell & Gutteridge, 1999).

Outro problema associado & peroxidagdo de lipideos de membrana é que este
fenémeno ndo se restringe a apenas uma molécula de fosfolipideo. Estas moléculas estao
dispostas de forma seqliencial, de forma que esta oxidagBo se propaga por toda a
membrana por reagdes em cascata, degradando os lipideos em outras moléculas de
menor tamanho, sendo estas principalmente aldeidos de baixo peso molecular, como por
exemplo o malonaldeido (Halliwell & Gutteridge, 1999).

1V. SISTEMA DE DEFESA ANTIOXIDANTE

Durante o processo de evolugdo os organismos vivos desenvolveram mecanismos
de defesa eficientes, a fim de combater a acéo deletéria das EROs.

Basicamente, os sistemas de defesa antioxidante sao divididos em duas grandes
classes que atuam conjuntamente, com o objetivo de detoxificar os efeitos deletérios
causados pelas EROs dentro das células: 1) Sistema de defesa enzimatico e 2) Sistema
de defesa n3o enzimatico.

Enzimas Antioxidantes

O sistema enzimatico é constituido por quatro enzimas principais.

» Superdxido dismutase (SOD)



e Sistema Glutationa Peroxidase (GPX) / Glutationa
Redutase {GR)
« Catalase (CAT)
Superoxido Dismutase:
A primeira defesa contra o O, € a enzima superdxido dismutase (SOD) A agéo
direta desta enzima é a de sequestrar os radicais O;° formados, originando H,O;
{(equacéo 1).

[1] 20,7 + 2H" SO0 » H,0, + O,

As principais isozimas da SOD s&o as dependentes de cobre e zinco (Cu-Zn SOD)
e outra, dependente de manganés (Mn-SOD). A Cu-Zn SOD atua principalmente no
citossol, enguanto a Mn-SOD atua na matriz mitocondrial ((Yu, 1984, Halliwell &
Gutteridge, 1999).

Sisfema Glutationa Peroxidase /Redutase e Cafalase:

Estas frés enzimas, embora se utilizem de diferentes caminhos, apresentam a
mesma fungdo, controlar os niveis de H,0, e hidroperoxidos formados durante os
processos de dismutagdo do ‘O, e da peroxidagdo lipidica, respectivamente, através de
sua transformacaoc em H;O e O, (Yu, 1994). A acdo das enzimas CAT e GPX impede que
o processo de formac¢ado de outros radicais mais potentes, como o radical hidroxila,
neutralizando consequentemente as agbes deletérias por eles causadas. As enzimas GPX
e GR atuam em conjunto e necessitam de glutationa reduzida (GSH) e NADPH (reagdes 2
e 3 respectivamente) como cofatores, para o perfeito funcionamento deste sistema.

[2] GSH+ROOH GPX GSSG + ROH

A 4

[3] GSSG+ NADPH SR GSH + NADP*

A 4

De forma similar a S0OD, a GPX e a GR estdo distribuidas tanto no citossol
(aproximadamente 45%) quanto na mitocdndria (aproximadamente 55%) (Ji et al., 1988).

A atividade da GPX e da CAT diferem de tecido para tecido dentro do corpo
humano. (Halliwell & Gutteridge, 1999). Elas agem em diferentes compartimentos da

célula. Enquanto a GPX, em conjunto com a GR atua tanto dentro das mitocéndrias como
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no citossol, a CAT se encontra presente principaimente em organelas chamadas
peroxissomos & controla especificamente os niveis de H,0; (reagéo 4).

[4] H0, all . H:0 + 1/20,

Embora existam ainda dlvidas com relagdo & existéncia de duas enzimas que
desempenham a mesma fungao dentro de uma mesma célula, sabe-se que a afinidade da
GPX pelo H,0; é cerca de 10 vezes maior que o da CAT (Powers et ali., 1999). Portanto,
em baixas concentracdes de H,O., a GPX é a maior responsavel pelo controle dos niveis
de perdxido intraceiular. A CAT passa a atuar de forma mais ativa a medida que a
concentrac@o desta substancia aumenta no interior da célula.

Outra caracteristica interessante do sistema de defesa antioxidante € a distribuicéo
intramuscular destas enzimas, sendo que as fibras musculares mais oxidativas, ou tipo |
possuem maior quantidade de todas as enzimas antioxidantes, enquanto as fibras mais
glicoliticas, ou tipo I possuem menores quantidades das enzimas antioxidantes (Powers
et ali., 1999).

Antioxidantes ndo enzimaticos

O outro grande grupo de defesa antioxidante, € o ndo enzimatico, também
conhecido como antioxidantes de baixo pesc molecular. Dentre estas moléculas estao as
vitaminas A, £ e C e também a GSH, que atua como potente antioxidante.

Estas moléculas antioxidantes atuam na detoxificagdo das EROs, doando eiétrons
de suas moléculas para as moléculas dos radicais livres formados, sem no entanto se
transformarem em radicais reativos (Halliwell & Gutteridge, 1999). As vitaminas atuam de
forma conjunta e em diferentes compartimentos intracelulares. Com caracteristicas
lipossoldveis, as vitaminas A e E se localizam inseridas nas membranas celulares,
enquanto a vitamina C por ser hidrossolivel atua no citossol, e ainda participa na
reoxidacao das vitaminas lipossoluveis (Packer, 1997; Ji 1999).

A GSH é um tripeptideo que contém um grupamento tidlico e & encontrada em
quase todas as células animais e vegetais (Meister & Anderson, 1983). O principal papel
da GSH é como substrato da GPX. No entanto, ela ainda atua de forma similar a vitamina
C, isto é, na reoxidagéo de antioxidantes moleculares como as vitaminas lipossolliveis. A
distribuicdo de GSH entre as fibras musculares & semelhante ao das enzimas
antioxidantes, sendo que maiores concentragtes desta molécula sdo encontradas nas
fibras do tipo | (Ji, 1995).
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Estresse Oxidativo e Exercicio

Estresse oxidativo é a consequéncia de um desequilibrio entre producdo e
eliminagéo das EROs, podendo se dar tanto pelo aumento na formacgéo destas espécies
quanto pela queda na capacidade antioxidante celular {Travacio & Llesuy, 1996). A
consequencia do aumento nos niveis de estresse oxidativo é a perda das fungdes
celulares gue podem, em Ultima instancia ccasionar sua morie.

Em 1978, Dillard e colaboradores foram os primeiros a mostrar que o exercicio
fisico induzia aumento da peroxidac¢ao lipidica, medida pelo aumento dos niveis exalados
de pentano, apos os sujeitos pedalarem por 60 minutos, com intensidades relativas
variando entre 25 e 75% do VO, 4. Desde entdo, um grande nimero de estudos vem
dando s uporte a hipdtese gue o exercicio fisico aumenta a produgio de radicais livres
induzindo o estresse oxidativo (Davies et ali.,, 1982; Alessio, 1993; Jackson, 1998; Ji,
1999).

Papel da HSP72 na regulagédo intracelular

Células de todos os organismos respondem a uma variedade de condigdes
estressantes através de uma rapida transcricdo e subsequente traducdo de uma série de
proteinas altamente conservadas, denominadas proteinas de estresse (Locke et ali, 1990).
Welch (1993) salientou que o termo proteinas de estresse tem carater genérico na
descricdo de eventos biologicos, uma vez que diferentes estimulos podem induzir o
mesmo mecanismo de defesa celular.

O aumentio de expressdo de proteinas de estresse foi inicialmente evidenciado em
Drosophila (Ritossa, 1962), por meio de choque térmico (incubacdo em diferentes
temperaturas elevadas), dai serem mais conhecidas como “Heat Shock Proteins” (HSP).
As HSP sdo uma extensa familia de proteinas expressas em resposta ao estresse
variando seu peso molecular entre 8 e 110 kDa, sendo mais estudadas as proteinas de
70kDa, a HSP72 que é a forma induzida e a HSC73, que se trata da forma constitutiva
(Kregel, 2002).

As HSP sao de fundamental importancia para a sobrevivéncia das células, néo
apenas em condigbes de estresse, onde se vé aumento de sintese de proteinas dirigidas
a reparagao de danos celulares, mas também em eventos de fransporie e enovelamento
de proteinas em formacéo (Neupert, 1990; Gething e Sambrook, 1992; Craig, 1993;
Morimoto, 1993; Stuart et ali, 1994). Desta forma, elas sdo também denominadas de
chaperonas moleculares (Hall, 1994).
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Hoje j& se conhece que a “resposta heat shock” € uma propriedade geral de todas
as células de nosso organismo, seja em condi¢8es de hipertermia ou de demais estados
de alteragdo homeostatica, tais como exposigdes a metais pesados, aumento na
concentracdo de calcio intracelular, diminuigdo dos estoques de glicogénio, infecgdes
virais e bacterianas, hipdxia, analogos de aminodcidos e estresse oxidativo {Schlesinger,
1986: Bienz e Pelham, 1987; Welch, 1992; Yellon e Marber, 1994).

A hipStese mais aceita para a regulacdo transcricional das HSP propde o controle
pelo “fator heat shock” (HSF), presente no citosol, que tem capacidade de ligagcdo com o
“aslemento heat shock” (HSE), situado no nlcleo, conforme esquematizado na Figura
abaixo :

Condicoes Normais

estagio HSF

HSP

estagio 3
Formagio de um  Condicao de Estresse
trimero de HSFs

estagio 2

HSPs ligam-se

a proteinas
desnaturadas
estagio 4
Trimero de HSFs Nivel de HSPs

liga-se ao HSE no aumentado
nigcleo, ativando a
transcricao de

novas HSPs

Figura 2: Modelo especulativo para explicar a ativag@o do HSF em condigCes de estresse.

De acordo com a Figura 2, em condigbes basais, as HSPs estéo ligadas ao HSF
(estagio 1). O HSF pode ser definido como um fator de ativagao transcricional presente,
sobretudo, no citoplasma, em estado monomérico e sem atividade de ligagdo ao DNA. Em
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resposta a hipertermia ou a outra condigdo de estresse qualquer, ha um aumento de
proteinas denaturadas no citosol, expondo principalmente os residuos de aminoacidos
hidrofébicos, o que induz o desacoplamento do complexo HSP-HSF. O desacoplamento
ocorre em virtude das HSPs se ligarem as proteinas denaturadas, pois sua funcéo é
prevenir agregagac em interagbes deletérias com outras proteinas, situacio que poderia
desencadear niveis maiores de estresse (estdgio 2). Contudo, para que o HSF
desencadeie o processo de transcrigdo das HSPs, ele deve entrar no nlcleo e se ligar ao
HSE; a entrada do HSF no nlcleo so6 é possivel através da transicdo do estado
monomeérico (desativado) para o estado oligomérico (ativado) (estagio 3). As HSPs
regulam o estado d e oligomerizagdo do HSF ( e assim sua capacidade de se ligar ao
DNA} por meio da ocultagéo da superficie de trimerizagdo: uma vez havendo a ligagéo
das HSPs constitutivas a proteinas denaturadas no citoplasma a superficie de
trimerizagio € exposta e torna-se possivel a formagao de trimeros do HSF; em um estagio
subsequente, ocorre ainda a entrada destes trimeros no nlcleo e imediata liga¢do aos
HSEe do DNA, ativando a transcrigdo das HSPs (estagio 4). A resposta transcricional de
HSPs induzida por um estado de hipertermia é proporcional a duracdo e severidade do
estresse (Storti, 1980; Didomenico et ali, 1982; Morimoto, 1993; Feige e Polla, 1994:
Kregel, 2002).

Dessa forma, as HSP atuam de forma decisiva no processo adaptativo, auxiliando
no enovelamento (folding) de novas proteinas e principalmente no reenovelamento
(refolding), alterando assim o “turnover” protéico, com o aumento da meia vida das
proteinas ja existentes (Kregel, 2002). Esta caracteristica faz com que as HSPs tornem as
células submetidas & condigbes estressantes mais tolerantes ao estresse induzido, e esta
adaptagdo faz com que as células consigam suportar maiores niveis de estresse
subseqlientes. Trabalhos mostram que as HSPs tornam as células mais tolerantes ao
estresse térmico (Kregel, 2002), a isquemia e reperfusdo (Powers et ali, 2001) e ao
estresse oxidativo (Essig e Nosek, 1997; Smolka et ali, 2000).

A fungdo das proteinas de estresse em situagio de exercicio fisico ainda sao
poucos conhecidas . Muitas condigdes bioquimicas e fisioldgicas, juntamente com a
elevacéo de temperatura poderiam estimular a e xpressdo de proteinas de estresse no
exercicio, dentre elas deplegdo de glicose, hipéxia, concentragdo intracelular de Ca®
elevada e decréscimo de pH (Locke et al., 1990). Existem evidéncias também que EROs,
numa condigdo de estresse oxidativo, poderiam também participar como sinalizadores na
sintese de HSPs (Welch, 1992). Hernando e Manso (1997) relataram que ratos
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sedentarios submetidos ao exercicio intenso tiveram aumentos significativos de HSP72 no
musculo soleo. Locke e colaboradores (1990) também mostraram que o estresse induzido
por um exercicio exaustivo em esteira seria um estimulo suficiente para induzir sintese de
HSP72 e HSPS0 em células do musculo séleo, do bago e em linfocitos.

Dado o potencial das EROs danificarem proteinas intracelulares durante
contragbes musculares repetitivas, foi sugeridoc que a sintese de HSPs poderia
complementar a defesa enzimatica antioxidante pré-existente do organismo,
principalmente quando esta estivesse diminuida (Essig, Nosek, 1997). Resultados prévios
de nosso laboratorioc mostraram aumentc na concentracdo de proteinas carboniladas e
diminuigdo na atividade das enzimas antioxidantes CAT e GR no mdsculo soleo de ratos
sedentarios, duas horas apos um protocolo de exercicio exaustivo, indicando que a
exaustdo estava relacionada com um aumento nos niveis de estresse oxidativo. Nesse
mesmo tempo, detectou-se aumento significativo na expressio de HSP72 no musculo
soleo, reforcando a idéia de que a sintese de HSP poderia ser um mecanismo
complementar de protecéo contra o estresse oxidativo induzido pelo exercicio quando o
sistema enzimatico antioxidante estéd com sua atividade diminuida (Smolka et al., 2000). A
sinalizagio para a sintese de H SPs serig, possivelmente, a e xposi¢io d e aminoacidos
hidrofbbicos das proprias enzimas da defesa; os aminoacidos hidrofébicos atuariam como
regides de ligagdo as HSPs, sinal para a sintese de mais proteinas de estresse.

Existem evidéncias experimentais de que apenas misculos compostos por fibras
do tipo I apresentam expressdo constitutiva de HSP70; musculos de fibras mistas contém
HSPs constitutivas de acordo com a propor¢cdo de fibras do tipo | existentes. O nivel
aumentado de HSP70 constitutivas em fibras do tipo | relaciona-se, possivelmente, ao fato
destas fibras estarem continuamente sujeitas a condigbes mais estressantes do que
outros tipos de fibras (Locke et al., 1991; Locke et ai., 1994).

Alem disso, os processos de adaptacdo ao esiresse imposto pelo exercicio
continuc e repetitivo tém suas atividades regulatérias ocorrendo, preponderantemente, no
intervalo de recuperagéo entre as sessdes de freinamento (imediatamente apds o
exercicio até 24 horas do término da atividade contratil), por intermédio de expressao
especifica de genes que induzem sintese de HSPs (Neufer et al., 1998). Tais resultados
revelam que a agao das HSPs € seqgliencial apds uma atividade contratil continua, como
um mecanismo de compensacdo celular aos possiveis danos ocasionados pelo estresse
oxidativo, reforgcando que o tempo de recuperagdo de uma sessdo de treinamento para

outra & de fundamental importancia para a ocorréncia dos processos anabdlicos.
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Vi. ADAPTAGOES INDUZIDAS PELO TREINAMENTO FiSICO

O estudo das adaptactes induzidas pelo treinamento data de muito antes do
aparecimento da fisiologia do exercicio como area da ciéncia. Gregos e romanos ja
sabiam que a massa muscular aumentava em decorréncia do treinamento de forga
(Hamilton e Booth, 2000). Em 1628, William Harvey postulou que guanto maior a massa
muscular de um homem, este seria mais forte, teria menor quantidade de gordura e seu
coracdo seria mais forte e seus vasos mais numerosos.

Os estudos pioneiros na area da fisiologia do exercicio foram desenvolvidos mais
precisamente a partir de 1910 (Rehberg, 1951). Focaram principalmente adaptagdes
sistémicas ao exercicio fisico, mais especificamente aquelas relativas ao sistema
cardiovascular e respiratério (Krogh, 1919), introduzindo o conceito da limitacdo do
consumo maximo de oxigénio pelo sistema céardio-respiratério (Hill, 1922). Esses trabalhos
renderam a ambos 0s autores ¢ prémio Nobe! de Medicina. Desde entdo, uma série de

estudos se desenvolveram nesta area.

Adaptagées Musculares ao Treinamento

O estudo das adaptagbes bioquimicas ao treinamento s3o relativamente recentes.
Os primeiros trabalhos nesta area mensuravam principalmente a quantidade de glicogénio
e os tipos de fibra que compunham os musculos. Sabe-se atualmente que o treinamento
aliado a uma dieta adequada leva a um aumento nas reservas de glicogénio muscular
(Roedde et ali, 1986).

E interessante ressaltar que até o inicio dos anos 60 pouquissimos estudos sobre
o assunto foram executados. Até entdo, ndo se imaginava que o masculo poderia adaptar-
se metabolicamente ao treinamento. Somente nos Gitimos 30 anos que se iniciou o estudo
das adaptacgGes bioquimicas do musculo ao exercicio (Hamilton & Booth, 2000). No caso
especifico das pesquisas com seres humanos, tal data coincide com o frabalho de
Bergstrom e Hultman (1866), que introduziram a técnica de bidpsia, possibilitando o inicio
de tais estudos.

Com relagdo aos tipos de fibra muscular, € sabido que o tecido muscular ndo & um
tecido homogéneo quanio as suas células. Ao contrario, & formado por diferentes tipos de
fibras musculares, cada qual com um fendtipo especifico (Maltin et ali, 1989; Termin et ali,
1989: Staron & Johnson, 1993), que ainda podem variar de individuo para individuo.
Exemplo claro sao as diferen¢as de composi¢do de fibras encontradas em maratonistas e
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velocistas (Bernus et ali, 1993). Varios estudos nesta area mostraram que o treinamento
pode induzir alteragbes na composicao das fibras musculares, alterando principalmente as
isoformas de miosina contidas nas fibras (Andersen & Henriksson, 1977; Baumann et ali,
1987; Jurimae et ali, 1996).

Em outra frente, com o trabalho pioneiro de Holloszy em 1967 se iniciou o estudo
das adaptacbes metabdlicas ao treinamento. Desde entdo, varios trabalhos vem
demonstrando que o treinamento € responsavel pelo aumento na atividade de enzimas de
todas as vias do metabolismo oxidativo. Assim, estudos mostraram aumento na atividade
de enzimas que atuam desde a via glicolitica (Baldwin et ali, 1973; Viru, 1994), ciclo de
Krebs (Holloszy, 1973, Fitts et ali, 1975; Holloszy & Coyle, 1984), cadeia respiratoria
(Oscai & Holloszy, 1971; Henriksonn & Reitman, 1977; Dudley et ali, 1982; Nemirovskaya
et ali, 1992) até a beta oxidagdo de acidos graxos (Holloszy & Coyle, 1984; Chilibeck et
ali, 1998; Jong-Yeong et ali, 2002). A quantidade e a densidade das mitocdHndrias também
sao aumentados em resposta ao treinamento (Golinick, 1986; Venditti et ali, 1999),

Outra importante linha de pesquisa sobre as adaptages musculares ao exercicio
fisico € com relagdo aos substratos energéticos utilizados pelo tecido muscular para
ressintese de ATP durante a atividade fisica (Hamilton & Booth, 2000). No século 19
acreditava-se que a principal fonte de energia muscular eram as proteinas (Hamilton &
Booth, 2000). No entanto, ainda na primeira década do século XX tal hipotese foi
derrubada, quando em 1907 Fletcher demonstrou acimulo de lactato intramuscular, Os
primeiros estudos conduzidos por Hill e colaboradores (1924) ja apontavam, ainda que de
forma rudimentar, os carboidratos e lipideos como principais substratos energéticos
durante o exercicio. Desde entdo, estudos utilizando metodologias mais sensiveis e
fidedignas permitiram avangos nesta area. Hoje sabemos que os principais substratos
musculares oxidaveis sdo os carboidratos e lipideos (Pernow & Saltin, 1971; Brooks,
1998). Atualmente, 0 enfoque dos trabalhos nesta area € no sentido de se estabelecer os
mecanismos que regulam o percentual de utilizagdo de cada um dos substratos (Rodgers,
1998; Brooks & Mercier, 1994), ou seja, a participacdo de cada substrato energético
durante as atividades com diferentes interagdes entre volume e intensidade.

A literatura demonstra que musculos submetidos a treinamento, principalmente de
endurance aumentam a capacidade de oxidagado de lipideos (Coggan et ali, 1990; Martin
et ali, 1993). A tal fato tem se atribuido o efeito poupador das fontes de carboidratos

endogenas (glicogénio muscular e hepatico) e a essas adaptagbes conjuntas se atribui a

17



melhora da performance atlética, principalmente em modalidades esportivas de longa
durago (Hickson et ali, 1977, Abernethy et ali, 1990; Holloszy et ali, 1998, Hawley, 2002).

Adaptagdes dos Sisternas de Defesa Antioxidantes ao Exercicio Fisico

De uma forma geral, os tecidos possuem uma capacidade antioxidante adequada
para as taxas de consumo de oxigénio especificas. Tecidos que consomem maiores
quantidades de oxigénio e portanto produzem mais radicais livres possuem maior
atividade de enzimas antioxidantes (Halliwell & Gutteridge, 1999). No caso especifico do
tecido muscular, como ja citado em capitulo anterior, a atividade das enzimas
antioxidantes também varia nas diferentes fibras que compdem os misculos esqueléticos.
Fibras mais oxidativas possuem maior capacidade antioxidante, enquanto as mais
glicoliticas possuem menor atividade das enzimas antioxidantes.

Ja esta bem estabelecido que os sistemas de defesa antioxidantes, principalmente
o enzimatico, s&o capazes de se adaptarem em resposta a exposicdo cronica a agentes
oxidantes (Oberly et ali, 1987).

O tecido muscular apresenta uma peculiaridade em relacéo aocs demais. Enquanto
a maioria dos tecidos pouco alteram seus niveis de metabolismo, o misculo esquelético
pode aumentar muitas vezes seu metabolismo em relacdo aos niveis basais (Astrand &
Rodah!, 1986). Isto faz com que suas células fiquem expostas a maiores concentragbes
de oxidantes, sendo viavel supor que o treinamento fisico seria responsavel pelo aumento
na atividade das enzimas antioxidantes. Em recente revisdo, Powers e colaboradores
(1999) reuniram de forma bastante abrangente os dados apresentados pela literatura a
esse respeito. Embora alguns estudos falhem, no sentido de demonstrar tal adaptacéo, a
grande maioria dos trabalhos que se dedicaram a este assunto mostraram aumento na
atividade de todas as principais enzimas antioxidantes tais como superdxido dismutase,
glutationa peroxidase/redutase e catalase tanto em ratos quanto em humanos.

Outros estudos mostraram que ndo é s6 o sistema enzimatico que sofre adaptagao
ao treinamento. Evidéncias apontam no sentido de um aumento na concentracdo de GSH
nas fibras musculares em resposta ao treinamento fisico (Marin et ali,1993;Leeuwenburgh
et ali, 1994; Leeuwenburgh, et ali, 1997). De fato, ja existem muitas evidéncias que ©
treinamento, principalmente de endurance é responsavel pela indugdo da atividade das
enzimas antioxidantes {Powers et ali., 1994, Ji, 2002, Smolka et al.,2000). Nesse sentido,
resultados prévios de nosso laboratério mostraram que apés 8 semanas de {reinamento

de endurance houve aumento na atividade das enzimas CAT e GR no musculo sblec de
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ratos, com aumento também na atividade da enzima citrato sintase como marcador de
capacidade oxidativa (Smolka et al., 2000).

Caracteristicas da composi¢ao e recrutamento de fibras muscuiares

O tecido muscular apresenta como caracteristica, uma grande heterogeneidade
com relagdo as celulas que o constitue. As fibras musculares que comp&em o tecido
muscular apresentam caracteristicas morfologicas e funcionais diferenciadas.

Por sua vez os musculos e squeléticos apresentam uma composicdo variada de
diferentes tipos de fibras musculares. Estas fibras sdo classificadas da seguinte forma

quanto sua composicéo e caracteristicas fisiologicas:

1. Fibras do tipo I: S&o fibras de pequenos didmetro transversal, contragéo lenta e
com caracteriscas oxidativas. S&o recrutadas em esforgos de longa duracdo e
baixa intensidade.

2. Fibras do tipo lla: Sao fibras intermediarias, de médic didmetro transversal,
contragdo rapida e com caracteristica glicolitica aerébia. S&o recrutadas em
esforcos de longa duragdo e média intensidade.

3. Fibras do tipo llb: S&o fibras de grande didmetro transversal, contragéo rapida e
com caracterisca glicolitica anaerébia. Sao recrutadas em esforgos de curta
duracéo e alta intensidade.

Os diferentes padrées de recrutamento destas fibras podem induzir adaptacdes
diferenciadas nas mesmas, portanto se faz necessario analisar todos os tipos com o
objetivo de se tragar um panorama adaptativo geral quando se analisa os efeitos de

exercicios na musculatura esquelética.
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OBJETIVOS
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A Introducdo da presente tese mostra que um dos grandes desafios no
desenvolvimento de metodologias de treinamento que induzam adaptagdes fisicas
especificas p ara d eterminada modalidade € a incorporagdo de periodos adequados de
repouso na proposta de periodizagio, reforgande a importancia da busca de marcadores
moleculares que sejam capazes de refletir esses estados de adaptagéo ou overreaching
como uma forma de impedir a instala¢&o da condig8o de overtraininig, Com a utilizagao de
marcadores confiaveis, seria possivel otimizar as condicbes de treino, de fundamental
importancia, principalmente para as equipes de alfo nivel.

Para o desenvolvimento da técnica proposta, um dos objetivos da presente tese foi
elaborar um protocolo de treinamento de endurance com diferentes cargas de esforco e
tempos de recuperagdo, com o duplo objetivo: i) adaptar os animais e ii) estabelecer um
desbalanco entre freino e recuperacdo. As andlises foram feitas em amostras de
musculos (com diferentes capacidades oxidativas), sendo eles; sbleoc (SO), extensor
digital longo (EDL) e semitendinoso (ST), compostos predominantemente por fibras do
tipo I, lia e lib, respectivamente (Maltin et ali, 1989).

O outro objetivo da presente tese foi monitorar e avaliar a efetividade da técnica de
Limiar de Estresse, utilizando os mesmos biomarcadores sanguineos estudados nos
animais em jogadores de futebol da categoria junior de um time da primeira divisdo
durante o Campeonato Estadual.
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MATERIAIS E METODOS
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A metodologia a presentada i nicialmente s e referente a o estudo e xecutado com
animais, parte | desta tese, e logo em sequida sao descritos os métodos utilizados no
estudo conduzido com atletas (parte ll). Apesar dos dois estudos se utilizarem de alguns
marcadores em comum optamos por dividir a apresentacdo da metodologia, uma vez que
as amostras nos animais s&o do tecido muscular e nos atletas sdo do sangue o que

diferencia e alguns aspectos os métodos analiticos e a forma de célculo da concentragao.

ANIMAIS E PROTOCOLOS DE TREINAMENTO:

Para este trabalho foram utilizados 30 ratos da linhagem Wistar, machos, de
aproximadamente 2 meses de idade, obtidos do Centro d e Bioterismo da UNICAMP e
mantidos em ciclo invertido de claro-escuro, com ragdo e agua sem nenhum tipo de
restricdo. Duas semanas antes do periodo de treinamento os animais foram submetidos a
atividades diarias na esteira rolante, correndo a uma velocidade de 10 m/min por 5
minutos. Estas duas semanas iniciais tiveram dupla finalidade, a primeira foi adaptar os
animais que participaram do estudo a esteira rolante. O segundo objetivo foi separar os
animais que , 0$ quais constituiram os grupos treinado e controle, sedentario (confinados
apenas a movimentagdo dentro das gaiolas)

Desta forma, ao final do periodo de adaptagio os animais foram divididos em dois
grupos; o grupo controle sedentario, e o outro grupo que foi submetido ao treinamento de
endurance e posteriormente & fenfativa de inducdo de overreaching (TIO), onde foi
aumentado o numero de sessdes diarias até os animais perfazerem 4 sessbes por dia. Ao
todo, os protocolos tiveram a duragao total de 11 semanas e foram realizados em esteira
rolante com inclinagdo de -3¢, conforme mostrado na Tabela Ii.

Utifizamos o treinamento de endurance pelo fato deste tipo de esforgo ser
apontado como maior responsavel pela indu¢do da OTS (Lehmann et ali, 1997). Optamos
também por aumentar a frequéncia e consequentemente o volume de treinamento ao
invés da intensidade no protocolo de overreaching baseados em dados da literatura que
creditam a este fator a instalagio da OTS (Lehmann et ali, 1998).

Os animais submetidos ao treinamento foram sacrificados ao final da quarta e
oitava semana, com o objetivo de avaliarmos as respostas nas duas fases distintas do
freinamento, e semanalmente durante a fase de overreaching. Os animais controle foram
sacrificados ao final da oitava semana de treinamento no intuito de minimizar as possiveis
alteragées decorrentes da idade.

Tabela Il. Protocolos de treinamento semana 1 a 8, e de TIO semana 9a 11.




Semanas | Velocidade | Tempo | Sessfes
{(m/min) (min) Diarias
12 15 20 1
28 20 30 1
3° 22,5 45 1
42 25 60 1
5%a 8° 25 60 1
g* 25 60 2
10° 25 60 3
117 25 60 4

PREPARACAO DO HOMOGENATO DE MUSCULO ESQUELETICO
Apbs o animal ter sido anestesiado com 1 mi de hidrato de cioral (10%), os
musculos sélec (50), extensor digital longo (EDL) e semitendinose (ST) foram extraidos
e colocados sobre um papel de filtro para a retirada de vestigios de gordura e tecido
conjuntivo. Os masculos foram retirados 48 horas apds a (ltima sessdo de treino. Feito
isso, os mesmos foram imersos em nitrogénio liquido, congelados e conservados & -70°C,
até os ensaios serem conduzidos. Para sua utilizagdo, este material, apos ser
descongelado foi cortado em pequenas amostras de 30 mg e imerso em meio contendo
sacarose 440 mM, MOPS 50 mM, PMSF 0,01 mM e EDTA 100 mM, pH 7.2. Os musculos
colocados em tubos de ensaio foram homogeneizados por 10 segundos em
homogeneizador tipo Polytron (PT 2100), na velocidade mais rapida do aparetho. Todo
procedimento foi feito entre 0°C e 4°C. A dosagem de proteina foi feita pelo método de
Biureto (Gornal et al. 1949), utilizando albumina de soro bovino (BSA) como padréo.

DETERMINAGAO DAS ATIVIDADES ENZIMATICAS

a) Citrato Sintase
A citrato sintase (CS) € uma enzima intramitocondrial do ciclo de Krebs, que
catalisa a condensacdo do oxaloacetato (OAA) com acetil CoA. Medimos sua atividade

pelo método proposto por Srere (1969). O meio de reagéo continha 0.1 mL de DTNB
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1mM, 0,03 mL de Acetil CoA 10mM e volume do homogenato muscular correspondente a
50 mg/mL. A reacéo foi iniciada acrescentando-se 0.05 mL de OAA 10 mM, completando
com agua o volume suficiente para completar 1 mL de volume total na cubeta. A reagéo
de formagao de TNB foi seguida por 3 minutos a 412 nm em espectrofotdmetro Beckman
DU 640, segundo as seguintes reagdes:

Acetil CoA + Oxalacetato ~ “"*°°"**®  Citrato + CoASH

COASH + DTNB Reagio rapida, ndo enzimatica CoASTNB + TNB

Para o calculo da velocidade da reacdo enzimatica usamos a formula A = E.c.1;
onde A é a absorbancia da amostra, E=13.600 M.min ', ¢ & a concentracdo de TNBe 1 é
o caminho o&tico da cubeta. A leitura das absorbancias em um determinado intervalo de
tempo nos permite determinar a sua diferenga e nos fornece a velocidade da reagéo
enzimatica catalisada pela enzima citraio sintase.

b) Glutationa Redutase

Os ensaios foram conduzidos de acordo com Smith e colaboradores (1988). As
amostras foram adicionadas a um meio de incubagdo contendo KH.PO, 0.2 M e EDTA 2
mM em pH 7.0. Foram adicionados ainda ao meio de reagdo 50ul de NADPH 2 mM,
250ul. de DTNB 3mM e 50 pl de GSSG 20 mM, para o inicio da reag&o. A formagéo de
TNB foi acompanhada por 3 minutos a 412 nm de absorbancia em espectrofotdmetro

Beckman modelo DU 640, segundo as seguintes reagdes:

GSSG + NADPH & GSH + NADP+
———

GSH + DTNB GSTNB + TNB

-
»

Para calcular a atividade desta enzima em homogenato de musculo utilizamos a
mesma equacgdo usada para o calculo da citrato sintase, utilizando o valor de coeficiente
de extingdo Molar do TNB de 13.600 M™. cm™.

¢} Catalase:

Os ensaios para dosagem da atividade da catalase foram conduzidos segundo
Aebi (1984), adicionando-se as amostras de musculo a tampéo fosfato 50 mM e perdxido
de hidrogénio (H.0;) 10 mM. A queda nos valores de absorbancia do H,O, foi seguida por
30 segundos a 240 nm, segundo a reagdo:
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H:0: CAT H.O + 1/20,
T

Para o calculo da atividade desta enzima no mdusculo foi utilizada a mesma
equagdo descrita para a citrato sintase e glutationa redutase, utilizando o valor de
coeficiente de extingdo Molar do H,O, de 43,6 M"'.em™ (Andersen et al, 1997).

DOSAGEM DE SUBSTANCIAS QUE REAGEM AO ACIDO TIOBARBITURICO
(TBARS).

O ataque oxidativo aos lipidios de membrana leva a formag&o de aldeidos de baixo
peso molecular, principaimente malondialdeido (MDA) que reage com o &cido
tiobarbiturico formando bases de schiff, que fluorescem quando excitadas a 515 nm.

As amostras foram preparadas conforme descrito por Yagi (1987). 500 ubL de
homogenato foram diluidos em 4 mL de H;S0, (0,04 M). Adicionou-se 0,5mL de acido
fosfotungstico 10%, aguardou-se 5 minutos e centrifugou-se a 3000 rpm por 10 minutos.
Descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o precipitado em 2 mL de H,SQ, (0,04
M), seguido da adigdo de 0,3 mL de acido fosfotungstico 10%. Apds centrifugacéo a 3000
rpm, descartou-se 0 sobrenadante e dissolveu-se o precipitado emn 0,5 mbl de H,0O. A essa
mistura foi adicionado 1 mL da solugdo reagente de acido tiobarbitarico, composta de
acido tiobarbitirico 0,67 % em acido acetico 50%. Incubou-se a mistura final em banho
maria a 90°C por 1 hora. Apds, esfriou-se em banho de gelo e efetuou-se a extracgio dos
TBARS (substancias reativas ao acido tiobarbitrico) com 5 mL de butanol. Finalmente a
medida da emiss&o da fluorescéncia da fase orgénica é feita a 553 nm. O comprimento de
onda de excitagéo é 515 nm. O espectrofluorimetro utilisado foi o modelo SPF-500C™
SLM Aminco (SLM Instruments, Inc.).

Para se calcular a concentracdo de TBARS, usou-se uma curva padrio de
tetrastoxipropano, conforme descrito por Yagi (1987). Os resultados foram expressos em

nmoles/mg de proteina.

DOSAGEM DE PROTEINAS CARBONILADAS

Uma das conseqiéncias do ataque dos radicais livres as proteinas € o aumento de
carbonilas na sua estrutura. Essas carbonilas servem inclusive para marcar as proteinas
para serem hidrolisadas por proteases, O aumento de proteinas carboniladas numa
amostra indica portanto, agao de radicais livres. As carbonilas das proteinas reagem com
o composto 2,4-dinitrophenilhidrazina (2,4 DNP) formando um croméforo que absorve a
380 nm.
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Amostras de 200 ul de homogenato foram diluidos para 1 mL de H,O. Adicionou-
se 2 mL de acido tricloroacético (TCA) 20 % para precipitagdo das proteinas. Apds
centrifugagéo a 3000 rpm por 10 minutos, desprezou-se o sobrenadante e o precipitado
foi incubado durante 50 minutos a 37°C com 1 mL de 2,4 DNPH 10 mM dissolvido em
HCl 2 M, com agitagdo em vortex a cada 5 minutos. Paralelamente o tubo com o branco
sofreu 0 mesmo processo sendo a solugao de 2,4 DNP substituida por HCL 2 M. Apds, foi
feita nova precipitag@o das proteinas com TCA 20%, lavou-se o precipitado irés vezes
com uma mistura de etanol/acetato de etila (1:1 v/v) e ressuspendeu-se em guanidina 6 M
dissolvida em fosfato de potassio 2 mM, pH 2,3 corrigido com acido trifluoracético.
Determinou-se a absorbancia a 380 nm. Para o céiculo da concentragdo usou-se o
coeficiente de exting@o molar descrito na literatura (g = 22.000/M/cm) (Faure & Lafond,

1985). Os valores foram expressos em nmoles/ mg proteina.
DETECCAO DA EXPRESSAQ DE HSP72:

A técnica de "Blotting” permite que proteinas separadas em gel de poliacrilamida
possam ser transferidas e imobilizadas em membranas de nitrocelulose. As bandas assim
transferidas s8o passiveis de andlise por auto-radiografia, imunodeteccdo ou serem
eluidas para andlise de aminoéacidos ou seqiiéncia da cadeia polipeptidica (LeGendre &
Matsudaira, 1988).

a) Eletroforese em SDS-PAGE

O homogenato obtido, conforme descrito acima, foi diluido (1:1 vol/vol) em tampéo
de amostra contendo Tris-HCI 0,18 M, glicerol 30%, SDS 6,9% e DTT 0,2 M em pH 6,8.

As amostras assim preparadas foram aplicadas em SDS-PAGE com a seguinte
composicdo. O gel de empacotamento continha 1,67 mL de acrilamida/bisacrilamida
(30:0,8), 1,256 mL Tris-HCI 1M pH 6,8, 0,05 mL SDS 20%, 7 mL H.O e para a
polimerizacéo utilizou-se TEMED 15 puL e 120 pl de PSA 10%.

O gel de corrida era composto de 12,5 mbL de Acrilamida-bisacrilamida (30:0,8),
11,2 mL Tris-HCI 1M pH 8,8, 0,15 mL SDS 20% e 6,2 mL H,O. Acrescentou-se ainda 20
ul de TEMED e 250 ul de PSA 10%, com o intuito de catalisar a polimerizag&o do gel. A
corrida de eletroforese foi executada em ~4 horas, permitindo a variagdo da amperagem
¢ fixando a voitagem em 90 mV por 1 hora. Apéds este periodo foi mantida em 200mV, até

o final do experimento.
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b) Western Blotting

O tampéo de transferéncia foi preparado com 2,2 g de 3-ciclohexil-amino-1-acido
propanosuifénico (CAPS) em 900 mL de agua, sendo titulado a pH 11 com NaOH 2M e o
volume final completado a 1L com 100 mL de metanol. A membrana de nitrocelulose e o
gel de poliacrilamida foram colocados para equilibrar com tampao CAPS por 5 minutos. O
gel foi colocado sobre a membrana em suporte plastico e a transferéncia ocorreu a 400
mA por 60 minutos a 15°C em sistema refrigerado da série TE (Hoefer,CA,USA).

Para a imunodeteccdo, a membrana foi bloqueada com tampao (pH 7,6) Tris HCL
0,02M, NaCl 0,15M, Tween 0,05% (TBST), contendo 5% de leite em pd desnatado, por 1
hora em agitagao suave e, em seguida, lavada 3 vezes com TBST e incubada “overnight”
com anticorpo monoclonal contra HSP72 (SPA-810, StressGen, Canada), diluicdo 1:1000
em TBST. Como segundo anticorpo foi utilizade um anticorpo “anti-mouse” conjugado
com peroxidase (Bio Rad, CA, USA), diluide 1:2000 no tampao TBST, deixando-se
incubar por 2 horas, seguido por 3 lavagens de 10 minutos com TBST.

Para a preparagdo do tamp&o revelador, foram utilizados 10 mg de 3,3 -
Diaminobenzidina {Sigma — USA), diluidos em 15 mL de agua destilada e 5 mL de tampao
fosfato 0,2 M. Imediatamente antes de se executar a revelagdo, juntou-se ao tampéao de

revelacao 20 pl de solugdo de H,0, 30%.

¢) Anélises Densitomeétricas
Foram realizadas anélises densitométricas para quantificacdo das HSPs,
utilizando-se o Sharp-Scanner para aquisigdo de imagem e o programa “image Master 1D

Elite” (Amershan Pharmacia, Uppsala, Suécia) para anélise e quantificagdo da HSP72.

APRESENTAGCAO DOS RESULTADOS

Os resultados obtidos no estudo com animais, serdo apresentados na forma de
boxplof. Optamos pelo grafico de boxplot por juigarmos que as informag¢bes contidas
neste tipo de grafico demonstram de forma mais clara a resposta do grupo de sujeitos
como um todo sem a limitagdo imposta pela utilizagdo de medias e desvio padrdo
permitindo uma anélise mais ampla do fendmeno observado. Este tipo de representagao
grafica, fraz as informagbes da mediana do grupo bem como a variagéo observada nos

espacos interquartis que mostram alteragbes de 50% acima e abaixo da mediana e o
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grafico pode ainda ser composto pelos outlyers, que mostram 0s sujeitos que
apresentaram alteragbes fora do padréo do grupo.

METODOLOGIA PARTE Il - TRABALHO COM ATLETAS:

SUJEITOS DA PESQUISA:

Participaram desse estudo 21 atletas de futebol da Associagdo Atiética Ponte
Preta, Categoria Sub-20 com 18+1 anos de idade. Este trabalho contou com a aprovagao
do Comité de Etica em Pesquisa com Humanos da Faculdade de Odontologia da

Unicamp, sendo que todos os sujeitos foram informados dos procedimentos utilizados no
estudo e deram seu consentimento por escrito.

PERFIL DAS ATIVIDADES EXECUTADAS PELOS ATLETAS DURANTE A FASE
COMPETITIVA:

Durante o periodo competitivo, os atletas treinavam quatro dias da semana,
executando atividades taticas, técnicas e fisicas. A intensidade dos treinos ndo era
superior a 60% da maxima e o volume de treino diario ndo era superior a 120 minutos,
configurando, portanto, atividades de média intensidade, visando exclusivamente a
manutengdo da forma adquirida no periodo preparatério. Os jogadores tinham apenas
uma atividade de aita intensidade semanal que se tratava do jogo da competi¢do. Os

atletas que nao participavam dos jogos faziam uma sessdo de treino semanal com
intensidade e durag¢do similares as do jogo.

PROTOCOLO DAS COLETAS DO SANGUE E PREPARO DAS AMOSTRAS:

A coleta do sangue foi realizada no Laboratorio de Bioquimica do Exercicio (Labex),
no Instituto de Biologia da UNICAMP, sob responsabilidade de farmacéutica credenciada,
seguindo todos os cuidados de higiene e assepsia. Mensalmente, foram coletados 5 mi
de sangue, a partir do término do periodo preparatorio e consequente inicio do
campeonato (coleta 1) até o momento em que o time foi eliminado da competicdo nas
semi-finais (coleta 5). As amostras foram coletadas sempre 48 horas apés o término do
jogo semanal ou da sesséo de treinamento mais intensa, mimetizando o jogo aocs sujeitos
que nao participaram do mesmo.

29



O sangue foi coletado diretamente em tubo heparinizado e em seguida, centrifugado
por quinze minutos, a 3000 x g para separacéo do plasma e células sanguineas. O
plasma foi armazenado a -70°C em tubos tipo eppendorf para posterior andlise da
concentragdo de grupamentos sulfidrila fotais, acido drico e atividade da enzima creatina
guinase.

As hemacias foram lavadas com solugdc gelada de Tampao Fosfato 0,1M com NaCl
0,9%, pH 7.4 e centrifugadas a 700 x g, desprezando-se, em seguida, o sobrenadante.
Esse processo fol repetido trés vezes. Aliquotas de 500puL foram retiradas e hemolisadas
com agua deionizada na proporg&o 1:1 (v/v) (Andersen et al, 1997), com posterior
armazenamento a -70°C para as analises da atividade das enzimas catalase e glutationa
redutase.

ANALISE DA ATIVIDADE DA CREATINA QUINASE (CK) NO PLASMA:

As analises foram feitas utilizando-se o kit "MPR3 CK NAC-ativado" (Boehringer
Mannheim). Juntou-se & solugdo tampao (frasco de 2,5 mlL) um reativo especifico,
deixando-os em banho-maria a 37°C por um minuto. Em seguida, adicionou-se 50 uL de
plasma & solugdo reativa, deixando novamente a mistura em banho-maria a 37°C por
mais um minuto. De forma imediata, realizou-se quatro leituras das absorbancias de uma
mesma amostra a 334 nm, com um minuto de intervalo entre uma leitura e outra, para que
fosse obtido um valor A. O calculo da atividade de CK (U/l.) na amostra foi feito pela

equagdo CK, = 8252 x A absorbancia/minuto.
GRUPAMENTOS SULFIDRILA (GS) TOTAIS EM PLASMA:

Uma aliquota de 50 ulL do plasma foi misturada em 1mL de tampao Tris-EDTA
(1mM), sendo feita uma primeira leitura a 412 (leitura A,). Apds essa leitura foi adicionado
20 pL de 5,5 -ditiobis acido 2-nitrobenzdico (DTNB) 10mM, diluide em metanol. Esperou-
se 15 minutos & temperatura ambiente e fez-se nova leitura (leitura A;). O branco (B)
continha somente DTNB e tampao Tris-EDTA. Os grupamentos sulfidrila totais foram
calculados conforme mostrado abaixo, usando-se o coeficiente de absorgdo molar =
13,600 cm™ M (Faure & Lafond,1995).

(Az~ A B)x 1,57 miM
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ACIDO URICO:
As analises para determinacéo da concentragdo de acido Urico no plasma foram
conduzidas de acordo com Town e colaboradores (1985), através de kit especifico Roche.

GLUTATIONA REDUTASE (GR}:

Os ensaios foram conduzidos de acordo com Smith el. al. (1988). As amostras (3ul de
hemolisado diluido 1:20) foram adicionadas a um meio de incubac¢do contendo KH.PO,
02M,EDTA2 mMempH7.0,50ul de NADPH2 mMe 250uL de DTNB 3mM. Um
volume de 50 pL de GSSG 20 mM foi adicionado para iniciar a reagédo. A formagio de
5,5°-Tiobis &cido Z-nitrobenzdico (TNB) foi acompanhada a 412nm. Para calcular a
atividade da enzima utilizamos a seguinte equacao: E = 100 x A/[Hb], onde E é a atividade
da enzima em unidades internacionais Ul/grama de hemoglobina; A é o ndmero de
unidades de enzima da amostra, sendo calculada pela equacao: AA/13.600 x Vh/Vc, onde
AA é a diferenca da absorbancia em 412 nm em 1 minuto; 13.600 &€ o coeficiente de
extingdo do TNB a 412 nm; Vh é o volume do hemolisado na cubeta; Vc € o volume total

da cubeta e [Hb] € a concentragdo de hemoglobina do hemolisado em g/dL (Beutler,
1975).

CATALASE (CAT):

Os ensaios para dosagem da atividade da catalase foram conduzidos adicionando-
se as amostras a tampao fosfato 50 mM e H,0, 10 mM (Aebi, 1984). A queda nos valores
de absorbancia foi seguida em 240 nm. O calculo da atividade enzimatica foi feita pela
seguinte equacao: (2,3/At).(a/b).(logA./Az), onde a é o volume de hemolisado na cubeta e
b é o volume total da cubeta; A, é o valor da absorbancia em t=0 e A, & o valor da
absorbéancia no tempo final, que em nosso caso & de 15 segundos apds o inicio da

reacao.

ANALISE ESTATISTICA:

Foi utilizado o software GraphPad Instat® (San Diego, CA) para conduzir as analises
estatisticas, o teste utilizado foi “one way” ANOVA para amostras pareadas, juntamente
com o pbs-teste de Tukey.
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RESULTADOS E DISCUSSAQ PARTE | (animais submetidos ac treinamento e
overtraining).
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Os resultados relativos ao periodo que envolveu o treinamento de oito semanas,
com uma sessao diaria foram comparados ao grupo controle, de animais sedentarios. Os
dados obtidos durante o protocolo de tentativa de indug&o de overreaching (TIO} foram
comparados tanio com o grupo sedentario quanto com os resultados obtidos apds 8
semanas de treinamento.

1. EFEITO SOBRE A CAPACIDADE OXIDATIVA

As alteragles induzidas na atividade da enzima citrato sintase (CS) ao longo das
11 semanas de exercicios estdo apresentadas nas Figuras 4 A (musculo sdleo), B
(muscuto EDL) e C (musculo semitendinoso).
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Figura 4: Atividade da enzima citrato sintase nos misculos SO, EDL e ST (A B e C,
respectivamente} ao longo de 11 semanas de exercicios. Resultados sdo medianas e
intervalos interquartis {n=5).
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Analisando inicialmente a atividade da enzima citrato sintase apos oito semanas
de treinamento diario, podemos observar um comportamento similar nos trés mdasculos.
Observa-se aumento expressivo nos valores da mediana ap6s gquatro semanas de treino
(quando foi aumentado progressivamenie a carga de esfor¢o), comparados com as
atividades da CS do grupo sedentério. Ao final da oitava semana, com a estabilizagao do
volume e intensidade do esforco por quatro semanas, a atividade da CS tendeu a uma
queda, mas mantendo-se numa faixa de valores acima dos valores do grupo controle.
Esses dados sugerem uma adaptacao positiva na capacidade oxidativa induzida pelo
estimule diario do treinamento nos trés tipos de misculos analisados.

O aumento nas sessdes diarias de exercicios, com a consequente diminuigdo no
tempo de recuperagéo (TIO), por sua vez, induziu diminuigdo na atividade da CS, mais
pronunciada nos musculos EDL e semitendinoso, mais glicogenoliticos, com os valores de
atividade tendendo a estar proximos dos do grupo controle. De qualquer forma, ao final
das 11 semanas todos os trés musculos exibiram valores proximos aos encontrados no
final da oitava semana, a despeito do aumento no volume de esforgo.

2. EFEITO SOBRE A DEFESA ANTIOXIDANTE

As alteragbes induzidas na atividade da enzima GR ao longo das 11 semanas de
exercicios estdo apresentadas na Figura 5 (misculo sélec SO, masculo EDL e musculo

semitendinoso, ST, respectivamente).
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Figura 5: Atividade da enzima glutationa redutase (A) nos musculos séleo (A), EDL (B) e ST (C)..
Resultados sdo medianas e intervalos interquartis (n=5).
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Analisando as alteragdes induzidas na atividade da GR pelo treinamento,
podemos observar que ao final da quarta semana a atividade da GR (A) apresentava
valores da mediana aumentados nos trés musculos estudados, quando comparados ao
grupo controle. Ao final da oitava semana a atividade da GR apresentava-se com valores
da mediana intermediarios entre os do grupo controle e 0s animais da quarta semana de
treinamento, principaimente nos musculos SQ e ST.

Quando analisamos a resposta da atividade da GR no musculo séleo nas trés
semanas de TIO (9°,10° e 11%) observamos aumento nos valores da mediana na nona
semana, com um grande aumento na variabilidade das respostas. No entanto, nas
semanas 10 (3x) e 11 (4x} a atividade da GR chegou a valores bastante diminuidos em
relagcdo aos obtidos apds a quarta semana de treinamento, atingindo valores proximos
aos encontrados nos animais do grupo sedentario, mas com uma grande homogeneidade
na resposta.

A atividade da GR no musculo ST apresentou comportamento semelhante ao
exibido pelo SO. Ao final da primeira semana de TIO, quando os animais se exercitavam
duas vezes ao dia a atividade da GR teve aumento expressivo em relagdo a oitava
semana de treinamento, apresentando queda gradual o final do TIO, na 11® semana. Ja
no musculo EDL, o perfil da atividade da GR foi inverso aos demais musculos. A atividade
desta enzima se manteve bastante alta nas semanas 9 e 10, aumentando
expressivamente na 11° semana.

As alteragbes induzidas na atividade da enzima CAT ao longo das 11 semanas de
exercicios estao apresentadas na Figura 6 (musculo séleo SO, musculo EDL e musculo
semitendinoso, ST, respectivamente).
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Figura 6: Atividade da enzima catalase nos musculos séleo (A), EDL (B) e ST (C).. Resuitados séo
medianas e intervalos interquartis (n=>5).

Com relag@o as alteragdes induzidas na atividade da CAT pelo treinamento
podemos observar um comportamento similar nos trés tipos de musculos, com aumento
na mediana dos dados ao final da quarta semana, retornando a valores intermediarios ao
final da oitava semana de treinamento. Excecao feita ao musculo ST, no qual a atividade
da CAT retornou a valores similares aos encontrados no grupo controle.

O protocolo de TIO induziu alteragdes diferenciadas na atividade da CAT nos
diferentes musculos. Nos musculos SO e EDL a atividade da CAT se estabilizou em
valores proximos aos do grupo controle até o final da semana 11, com uma leve tendéncia
de aumento no musculto EDL, mas com valores de atividade sempre abaixo dos valores
exibidos durante o treinamento.

O efeito no musculo ST foi de uma tendéncia de aumento gradual em relacéo ao
valor abtido no final do treinamento. A partir da segunda semana de TIO, guando os
animais se exercitavam trés vezes ao dia, a atividade da CAT j& era significativamente
maior em relagdo & oitava semana de treinamento. .Ao final da TIO os valores médios da
atividade da CAT se mostraram acima dos valores obtidos ao final da quarta semana de

treinamento.

2.2. Concentracao de HSP72

As alteragdes induzidas nas concentrages de HSP72 ao longo das 11 semanas
de exercicios estao apresentadas na Figuras 7A (musculo séleo), B (musculo EDL) e C
{misculo semitendinoso).
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Figura 7: Concentragdo de HSP72 nos musculos SO (A), EDL (B) e ST (C). Resuliados sao
medianas e intervalos interquartis (n=5). *
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Figura 8: Western Blotting representativo da analise de HSP72 nos mdsculos SO, EDL e ST dos

animais submetidos a quatro sessdes de treino ao dia.
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A resposta da HSP72 ac protocolo de treinamento foi semelhante ac observado
nos demais marcadores. Ao final da quarta semana de treinamento, a concentragdo de
HSP72 se mostrou aumentada em relagdo aos valores dos animais controle nos mdsculos
SO, EDL e ST, tendendo a uma queda aos valores basais no SO e apds as cito semanas
de treinamento, embora nos musculos EDL e ST a concentragdo de HSP ainda
permaneciam maiores quando comparados ao grupo controle.

O protocolo de TIO induziu perfis de alteracBes especificos para os diferentes
musculos, embora todos tenham exibido aumento na concentragéo de HSP72 ao final das
11 semanas.

O SO apresentou aumento significativo na concentragao da HSP72 ja ao final da
nona semana, quando comparado aos valores encontrados na oitava semana de
treinamento. Ao final da 11 semana a concentragdo de HSP72 se encontrava
significativamente maior e m relagdo aos valores obtidos ao final da quarta semana de
freinamento.

A concentragéo de HSP no masculo EDL se manteve em niveis semelhantes aos
obtidos ao final da oitava semana de treinamento. No entanto, ao final da Ultima semana
de TIO a concentragdo de HSP72 aumentou, chegando préximo aos observados ao final
da quarta semana de treinamento, significativamente maiores em relacdo a oitava
semana de treinamento, valores estes gue ja se encontravam acima do grupo controle.

No ST a concentragdo de HSP72 mostrou aumento gradual durante as semanas
de TIO. Ao final da 10° semana, quando os animais se exercitavam trés vezes ao dia a
concentraclo desta proteina ja era superior aos valores da oitava semana de freinamento.
Ao final da TIO a concentrag&o de HSP72 no ST atingiu valores superiores aos obtidos ao
final da quarta semana de treinamento.

3. MARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO

Para avaliarmos os niveis de oxidagdo celular induzido pelas onze semanas de
treinamento, quantificamos as concentragbes de proteinas carboniladas (PC), como
marcador de oxidagdo de proteinas nos diferentes musculos. Os resultados estéo
mostrados na Figura 9.
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Figura 9: Concentraglo de proteinas carboniladas (PC) nos musculos SO (A), EDL (B) e ST (C).
Hesultados sao medianas e intervalos interquartis. (n=5).

A concentragdo de PC (A) apds o treinamento mostrou praticamente © mesmo
perfil nos musculos EDL e ST, com aumento na oxidagéo de proteinas intracelulares ao
final da quarta semana e uma tendéncia de volta aos valores basais ao final da oitava
semana. Nota-se também uma grande homogeneidade nas respostas. Observamos
pequeno aumento na concentragdo de PC no musculo sdleo nessas oito semanas de
treinamento.
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Com relagéo ao protocolo de TIO, no muasculo SO observou-se uma tendéncia
gradual de aumenio na concentragdo de PC, sendo que ao final da nona semana os
niveis de oxidagao protéica se apresentavam aumentados em relagdo a oitava semana de
treinamento. Ao término do protocolo de TIO a concentragdo de PC se encontrava
expressivamente maior em relacdo ao observado na oitava semana de treinamento.

No mulsculo EDL, apesar de flutuagdes, observadas principalmente ao final da 9°
semana, as concentracbes de PC se mantiveram proximas ou acima dos valores
encontrados na quarta semana de freinamento. Porém, esses valores se mantiveram
sempre aumentados quando comparados aos valores observados ao final da oitava
semana de treinamento.

O ST mostrou aumento abrupto na concentracdo de PC logo apds a primeira
semana de TiO, com queda nas semanas seguintes, embora a concentracio de PC
também tenha estado sempre acima dos valores encontrados apds a oitava semana de
treinamento.

Para avaliarmos os niveis de oxidagdo celular induzido pelas onze semanas de
treinamento, quantificamos as concentragdes de substincias reativas ao &cido
tiobarbitarico (TBARs) como marcador da oxidacgéo de lipideos nos diferentes misculos.
Os resultados estao mostrados na Figura 10.
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Figura 10: Concentragdo de TBARs nos musculos SO (A), EDL (B) e ST (C). Resultados sao
medianas e intervalos interquartis. {n=5).

O comportamento da concentracéo de TBARs durante o treinamento foi similar
aos demais parametros estudados. Isto é, mostrou aumento nos valores da mediana em
todos os musculos ao final da quarta semana e uma queda pra valores intermedidrios ao
final da oitava semana, embora especificamente no EDL os valores se mantiveram acima
dos do grupo cantrole.

Com retag@o ao protocolo de TlO, notamos novamente respostas diferenciadas. O
SO mais uma vez apresentou tendéncia gradual de aumento na concentragédo de TBARs,
sendo que ao final da décima semana os valores ja se encontravam bem acima dos

exibides ao final da oitava semana de treinamento. Ao fim do protocolo, quando os
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animais j& perfaziam quatro sessfes didrias de exercicio a concentragdo de TBARs se
enconirava superior 2o cbservado apés a guarta semana de freinamentc.

No EDL =z concentrac@o de TBARS s0 mostrou valor aumentado ao final da Gltima
semana de protocolo de TIO. O comporiamento da concentracic de TBARs no ST foi
similar ao do EDL, s2 maniende préximo acs niveis enconirados ao final da oilava

semana de treinamento, com aumento somente apds a 10° semana.
DISCUSSAD:

O principal objetive do freinamenio fisico & melhorar a qualidade de vida em
individuos nao atletas, assim como aumentar a capacidade de performance em individuocs
atletas (Noakes, Z000). No entanio, se ndo houver uma relacdo ideal entre estimulo
{exercicio) e regensragdo (descanso) a adaplacdo positiva ao freinamenio pode nfo
acontecer, e 0s resuftados podem ser exatamente o contréric do que se espers, isloc &, ¢
rendimento pode diminuir, devido g instaiacio do processo de overreaching/overitraining
(Kuipers, 1988).

Ha uma grande discussio na literatura se exisiem ou ndo marcadores confiaveis
desse processo, pois aparentemente varias substancias se alteram dependentes da
intensidade, freqléncia e duracao dos exercicios, embora ainda nao existam descriios na
literatura marcadores completamente confiaveis, nem de adaptagdc, nem de
overreaching, que ajudem a diagnosticar esse limite individual de estresse que impeca a
instalacdo do overiraining, objetivo dos pesquisadores do Labex.

Ao nosso ver, um dos problemas para isso € que a literatura € carenie de
protocolos de exercicios que se preccupem em estabelecer esse quadro de desequilibrio
entre exercicio/repouse em animais de laboratdrio, o que dificulia o estudo da
sensibilidade de biomarcadores nessa situacdc. Dessa forma, neste trabaiho partimos da
padronizagéo de um protoccio de exercicios fisicos que pudesse levar as duas faces da
rnesma moeda do treinamento fisico: adaptacéo e overreaching.

Com exercicios semanais que variavam no nimero de sessdes didrias procuramos
monitorar alguns marcadores que ja sabiamos que se alteravam em resposta a uma
situacdc de ireinamento (Smolka et ali,2000) para analisar se esses marcadores
poderiam ser utilizados como marcadores de overreaching em atietas. Juigamos gue esse
conhecimentio poderia ser de exirema importéncia, principaimente para os preparadores

fisicosftreinadores, uma ver que duranie a fase de freinamento ainde é possivel a



interferéneia na melodolcgia d e trabalho aplicada e nos intervalos de descanso, ¢ que
poderia reverier a insialacdo crbnica desie processo, evitando fases mais tardias e
deletérias do overfraining.

Um dos méritos da presenie tese fol poder comparar as alteragbes seguenciais
induzidas por um profocolo de treinamento de endurance com sessbes didrias de
exercicio (8 semanas)} com um prolocolc curle de ftentativa de indugio de
overreaching/overiraining (710) com duracdo de 3 semanas, quando as sessbes digrias
de exercicios foram aumentadas de 2 para até 4 vezes a0 dia, com a consegilente
dirminuicdo no tempo de recuperacac desse esforgo (Petlibois et ali, 2003). Nossa idéia ol
responder se © protocolo de exercicios proposto era eficiente para atingir fibras
musculares de diferentes capacidades oxidativas, e se 0 mesmo tipo de estresse induzia
as mesmas resposia entre elas. Anaglisando tipos de flbras musculares diferentes
poderiamos ler um panorama mais completo das adaptagfes induzidas por esse
protocolo especifico de exercicios.

Nossos resultados mostraram que o padrido de respostas induzidas pelos dois
protocolos {freinamento e TIO) foram distinias em seu conjunio & serfo discutidas a

seguir.

1. ALTERACOES INDUZIDAS PELO PROTOCOLO DE TREINAMENTO DE
ENDURANCE

Ja e std amplamente e stabelecido na literatura g ue ¢ treinamento de endurance
aumenta a atividade oxidativa muscular, devido ac aumento na concentracio e densidade
mitocondrial {(Gofinick, 1986). Neste sentido, a atividade da enzima citrato sintase tem sido
muito utilizada para avaliar esta adaptac@o (Dudiey et ali, 1982; Holloszy e Coyle, 1984;
Smolka et ali, 2000). Nossos dados corroboram com a literatura, uma vez que neste
estudo também observamos aumento na atividade da enzima citrato sintase em resposta
ao treinamento de endurance. Considerando que esse perfil de resposta foi observado
nos irés tipos d e musculos, p odemos inferir que o protocolo de e xercicios utilizado ol
gficiente para estimular todos os tipos de fibras, independente de sua capacidade
oxidativa, sugerindo um componente de alta intensidade no treinamento aplicado.

O aumento significativo na atividade das duas enzimas antioxidanies GR e CAT ao
final d a quarta semana tambem esta em acordo com a literatura, o nde v arios e studos
também encontraram a mesma resposta adaptativa em diferentes lipos de fibras

musculares (Ji et ali, 1992; Powers et all, 1994; Powers et aili, 1989). C retorno da
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gtividade da trés enzimas a valores intermedidrios entre os obtidos no grupo confrole
sedentario e ac final da quarta semana de treinamento, guando o protocolo atingiu sua
intensidade e volumes maximos, observados ao final da oitava semana de ireinamenio
podem ser explicados pelo principio da reversibilidade do treinamento (Bompa, 1990) e se
devem principalmenie a estabilizacio do estimuio durante as Gitimas quatro semanas de
treinamento. Esses dados sugerem gue o estimulo aplicado neste pericdo ndo fo
suficlente para manter as adaptagdes induzidas na fase anterior do treinamento.

A andlise dos niveis de oxidagdo lipidica e protéica, detectados pelas
concentragbes de TBARs e PC inframusculeres mostram gue ae final da quarta semana
houve um aumenic no esiado redox infraceluiar, provaveimente devido ao sumenio
constante na produgio de radicais livres neste periodo. Segundo Alessic et ali (1988), a
producio das EROs & proporcional ao aumenio na intensidade do esforgo. Os resultados
obtidos ac final da oilava semana corroboram com esta interpretacdo, uma vez que
quandoc se manteve o estimulo constante os valores de peroxidacdo lipidica bem como a
conceniracdo de proteinas carboniladas retornaram préximos go0s niveis basais. Esies
dados est@o em acordo com os resuliados enconirados por Radak et ali {1989 & 2000), os
guais mostraram que o ftreinamento fisico induz atenuacdo nos niveis de proteinas
carboniladas e TBARs. A explicagdo para isso poderia ser o aumento na capacidade
antioxidanie, observada neste trabalho através da atividade das enzimas GR e CAT. A
literatura aponta também que o treinamento de endurance pode induzir aumentos tanto na
atividade da enzima GPX (Powers et ali, 1999), como na concentragdo de moléculas
antioxidantes n&o enzimaticas, como a glutationa reduzida {Leeuwenburg et ali, 1994 e
1997).

De fato, estudos demonstraram que atletas bem treinados n3do apresentam
alteracBes em marcadores de ataque oxidativo apds uma partida de futebol, uma
maratona ou alé mesmo uma prova de triation (Margaritis et ali, 1987, Zoppi &t ali, 2003),
embora Kanter e colaboradores (1988) tenham mostrado aumento da peroxidacéo lipidica
apds corridas de 80 e 100 km executadas em intensidades relativas proximas a 75% do
VO, max -

Anszlisando nossos dados nc seu conjunio notamos que, aparentemente, um
estado intracelular mais oxidado parece ser importanie para a adaptacdo posifiva
observada, principalmente nas enzimas do sistema de defesa antioxidante, as quais
acredila-se gque seiam responsivas a um aumento na conceniracdc de oxidanies

infraceiulares (Ji et gii, 1880). No caso do exercicio fisice, os principals agenies seriam as



ERCs. Esses dados estdo de acordo com a hipdlese de Reid {2001), de gue haveria um
estado redox 6timo para a producadc maxima de forga, resuliade de uma razfo adequada
entre oxidantes e antioxidantes e o possive! desequilibrio desta razdo para gualguer um
dos lados seria prejudiciat.

Com relacio 2 expressado da profeina de estresse HSP72, ia tinhamos observado
modulacdo na sua conceniragdo no musculo soleo (Smolka et ai,2000). Varios ouiros
frabalhos demonstraram aumenio na expressio desta proteing, Demonsirou-se aumentio
ng expressio da HSP7Z em resposta ac exercicio em fibras musculares esqzjeiétésas do
tipo | e il {(Hernando e Manso, 1887, e também em outras células e tecidos, tais como
cérebro, leucdcitos, adrenal, coragdo, figado e bago (Salo et ali, 1981, Demirel et ai,
1999, Campisi et ali, 2003).

De forma similar, detectamos aumento na conceniracio de MSP72 nos trés tipos
de misculos ao final da quaria semana de freinamento. Estes dados reforgam nivels
aumentados de estresse oxidativo como o falor responsavel pelas adaptacies detecladas
nas capacidades oxidativa e antioxidante dos misculos. Similar 2 estes resultados,
Febbraic e Koukoulas (2000) também mostrararn aumenio na expresséo de HSP72 em
resposta & um estimuio progressivo em humanos, sugerindo gue as respostas da
expressdo da HSP72 em ratos séc similares as encontradas em humanos, pelc menos
nieste tipo de protocolo.

Por outro lado, o retorno da concentracao de HSP72 a valores basais ao final da
pitava semana sugerem gue as fibras muscuiares ja haviam atingido um nivel homestatico
adequado ao estimulo imposto durante esta fase do freinamento, que ndo mais se
constituia numa situacgao estressante as mesmas, fato que se reflefiu em todos os demais
parémetros estudados.

Em sintese, embora tais adaptacgfes ja foram amplamente estudadas e segundo
Noakes {2000), elas ocorram no sentido de otimizar as fungbes orgénicas de maneira
geral, induzindo aumentc na performance atlética, o mérito desse trabalho foi mostrar
esse panorama adaptativo em musculos com capacidades oxidativas diferentes,
permitinde uma analise mais aprofundada dos deois momentos do protocolo de
ireinamento, a quarta e oitava semanas. Nossos dados reforgam nossa propria
observacao, de que, principalmente 0s biomarcadores do status antioxidante s&o capazes
de refletir diferentes niveis de estresse oxidalivo intramuscular em fungdo da modulagéo
intensidade x volume de esfor¢o (Smolkka et ali,2000),
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2. ALTERACOGES INDUZIDAS PELO PROTOCOLO DE TiO

As alteracles observadas nos parametros por nés estudados no protocoio de TIG,
de forma diferente do ccorride no protocolo de reinamento, ndo demonstraram um padrio
de comporiamenio. Ao conirario, as respostas foram em cerlos casos bem diferenciadas
nos irés moisculos ssiudados. Provavelmente nessa siluagdo os mdsculos sejam
expostos a diferentes niveis de estresse oxidativo.

A discussao destes resullados baseados em dados da literatura é exiremamente
dificil, uma vez que ndoc enconirames naenhum estude gue fenha um enfogue similar ao
nosso. De fato, 56 recentemente comecgou a se especular sobre a influéncia dos radicais
livres na instalagdo do overtraining. Tiidus (1988) foi o primeiroc autor a propor o efeilo
deletério das EROs como um dos responsédveis peioc overiraining. Atuaimente oufros
frabalhos vém desiacando a aluacdo do esiresse oxidativo neste processo (Smith, 2000,
Petibois et ali, 2003}, embora como ja mencionado anieriormente, nenhum estudo mais
controlado dedicou-se a mensurar as alteracBes de marcadores de alaque oxidativo e dos
sistemas de defesa antioxidanies numa situacdo real de overreaching/overtraining
utifizando modelos animais.

Nossos dados, de uma forma geral demonstram gue numa situacio de
de-sequiiibrio exercicio/recuperacéo as fibras musculares estdo submetidas a um aumento
nos niveis de estresse oxidativo. Mostramos concentragbes de peroxidacao lipidica e
carbonilagdo de proteinas aumentadas nos trés musculos estudados, em relagdo ao
observado no periode de treinamento. No entanto, a diferenga entre estes dois momentos
(treinamento e TIO) € melhor percebida guando analisames as alteragbes na atividade
das enzimas estudadas.

Enquanio o treinamenio induziu aumento na atividade de todas as enzimas o
protocolo de overreaching induziu queda na atividade da cilrato sintase em todos os
musculos estudados em relac&o & oitava semana de ireinamento, chegando a atingir
valores similares ao encontrado no grupo controle, evidenciando uma queda na
capacidade oxidativa destes muisculos relacionada a performance. Resuitados
semelhantes foram obtidos por Ji et ail {1988), gue mostraram diminuicdo ndo sé na
atividade da citrato sintase, mas também de outras enzimas metabolicas apds um
exercicio agudo exaustivo. O autor também justificou esta queda devido ao estresse
oxidativo causado pelo esforgo.

A atividade das duas enzimas antioxidantes no SO mostraram gueda em resposta

ao protocolo de TiO, sugerindo gue esse tipo de musculo foi mais estressado gue os



outros pelo protocoio de TIO. Estes resultados podem ser explicados com base no padrdo
de recrutamento dos diferentes tipos de fibras neste tipo de esforgo (Roy et ali, 1991}
Eles est&o de acordo com o observado por Lehmann et ali (1997), que concluiram gue em
atletas de modalidades de endurance encontrados em situagBo de overfraining, as fibras
do tipo I, presenies em grande maioria no musculo SO (Maltin et ali, 1989} séo as que
sofrem maiores agressbes.

No musculo SO, especificamente, observamos um grande aumeanto nos niveis de
estresse oxidativo, evidenciado pelo aumenio exacerbado na concentracdo de produtos
do atague oxidativo a lipideos e proteinas e pela queda da capacidade antioxidante
intracelular, mostrada pela diminuicdo na atividade das duas enzimas antioxidantes
mensuradas.

Embora nossos dados mostrem aumente na atividade das enzimas antioxidanies
ermn momentos especificos nos misculos EDL e ST, elas parecem estar stuando num
sistema de compensagdo. Isto &, quando uma delas apresenta queda a outra mostra
aumento em sua atividade. Isso diminui, de uma forma geral a capacidade antioxidante
nos musculos estudados quando comparados com os efeitos do  treinamento.
Encontramos resuilados semelhanies nestas mesmas enzimas, mensuradas nos
eritrocitos de jogadores de futebol, durante uma temporada (Zoppi et ali, 2003). Esta
compensagaa poderia representar uma estratégia intracelular limite para combater o
aumento na conceniracdo de EROs.

De fato, estudos “in viiro” mostram que quantidades excessivas de EROs podem
levar a uma diminuicdo da atividade da enzimas antioxidantes (Pigeclet et ali, 1990).
Podemos inferir que o protocole de TIO induziu grande aumento na produgéo de EROs,
que em concentracdes excessivas podem ter oxidado as enzimas antioxidantes. Ha a
possibilidade do excesso de radicais livres reagirem com grupamentos tidlicos das
estruturas terciarias destas enzimas. No caso da catalase, este efeito pode se dar ainda
pela oxidag8o do ferro presente na molécula de heme do sitic catalitico desta enzima
{Tauler et ali, 1999, Ji, 2002). Foi mostrado em recente estudo (Netto et ali, 2002) que
enzimas com grandes quantidades de residuos de cisteina, gue possuem em sua
molécula grupamentos tidlicos, podem atuar como moiéculas antioxidantes, perdendo
assim sua capacidade de catalise.

No que diz respeiio a HSP72, sua superexpressdo em fodos os musculos traduz ¢

estresse  excessivo  induzido pelo nosso  protocolo de ientative  de

overreaching/overiraining.
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Como ja descriio na Infrodugéo deste frabalho, a expressdo da HE8P7Z se déa em
resposia a uma gama de estresses proteotdxicos que podem acometer as células. Alguns
autores j& classificam o estresse oxidativo como um dos possiveis desencadeadores da
expressdo desta proteina (Essig e Nosek, 1997). A carbonilagdo excessiva de proteinas
também nos moscuics EDL e 8T sugerem que esia superexpressio de HEP72 possa ser
resuitado ¢o excesso de alague oxidativo induzido pelo TIO também nos misculos mais
glicoliticos.

Estes dados podem ser interpretados como uma Gltima ssiratégia intracelular para
combater ¢ alic nivel de estresse impostic pelos exercicios, uma vez que a capacidade
antioxidante se encontra diminuida, no intulfo de manter as fibras musculares integras.
Resultados semelhanies foram observados por Lehmann et ali (1997), gue observaram
aumenio excessivo na expressio da H3P72 em remadores que se encontravam, segundo
os autores, num sslado de ovemreaching. Dados recentes do nosso grupo de pesquisa,
obtidos durante a conclus&o do meu mestrado, lambém mostraram aumenio na
concentracdc de MSP72 em musculo sdleo de ratos sedentérios submetidos a exercicio
agudo, concomitante com uma diminuigdo na atividade das enzimas CAT e GR (Smolka
et al.,2000). Esses dados reforcam a sugestdo da parlicipacdo das HSP72 como um
mecanismo secundario de defesa antioxidanie muscular numa situagdo de exercicio fisico

exienuante em todos os tipos de fibra muscular.
3. IMPLICACOES FISIOLOGICAS DOS RESULTADOS OBTIDOS

Baseados na definicdo de overreaching, que postula este estado a uma disfungao
metabdlica periférica, principaimenie relacionado com os mecanismos de ressiniese de
fosfatos ricos em energia, causando fadiga prematura (Kuipers, 1988), nos propusemos a
estudar quais seriam as possiveis causas que levariam a tal disfuncao.

Nossos dados nos permitem sugerir gue numa situacdo de overreaching as células
musculares se encontram sujeitas a uma condigdo de alto estresse oxidativo. Embora nao
tenhamos submetidos os animais de nossos grupos experimeniais a um teste de
performance, percebia-se claramente durante as Gliimas sessdes de treino a dificuldade
que os mesmos enfrentavam para finaliza-las. A causa desia fadiga prematura,
evidenciada pela literatura e visualizada em nossos animais nos parece perfeitamente
justificavel peio aumento nos niveis de estresse oxidativo mostrado em nossos resultados.

Em concordancia com nossa interpretacdo, varios trabalhos vem demonstrande uma
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relagao do 1ipo causa e efeifo entre estresse oxidativo e fadiga muscular (Brotio ¢ Nosek,
1986; Essig e Nosek, 1897).

O efeito deleterio do excesso de EROs capaz de alterar a performance e induzir
fadiga prematura, poderia ser através da oxidagdc de proteinas envolvidas de alguma
forma no processc de contragdoc muscular. Estas proteinas poderiam ser enzimas
metabolicas, que atuam na ressintese de ATP. Neste sentido, alguns trabalhos
demonstram a inativaco de enzimas da cadeia respiratéria (Zhang et ali, 1990, Moinar et
ali.,2003), além dos nossos resultados, que mostraram diminuicdo na alividade da enzima
do cicio de Krebs citrato sintase, interferindo na capacidade de ressintese oxidativa do
ATP. Estes dados talvez possam expiicar os resuliados observados por Lehmann et all
(1983}, que mostraram que sujeitcs submetidos a um protocolo de overiraining tinham sua
performance diminuida em um protocolo de esforgo de longa duragdo, onde se observou
maior produgao de lactato quandc comparados acs resultados obtidos quando os sujeitos
nao se encontravam no esiado de overreaching.

Cutro alvo das EROs s&o as proteinas do reticulo sarcoplasmatico, responsaveis
pelo metabolismo do célcio. Estudos demonstraram que existe realments a necessidade
de oxidag&o destas proteinas para que as mesmas possam aumentar sua fungdo (Reid,
2001; Plant et ali, 2001), e que as adaptagbes ao treinamento fazem com que a
concentragdo de ERGUs em sujeitos treinados tenha que ser maior para que se observe
um mesmo efeilo (Plant et ali, 2003). No entantc, uma guantidade excessiva de EROs
pode desencadear efeito contraric ao desejado e diminuir os niveis de forca
desenvoividos pelas fibras muscuiares (Reid, 2001; Plant et ali, 2003). O excesso de
EROs, numa situacac de estresse oxidativo, pode ainda oxidar proteinas contrateis
{Haycock et ali, 1996) e até mesmo a enzima ATP-sintase (Zhang et ali, 1990), o que
também induziria fadiga precoce.

Portanto, os dados da literatura em conjunto com os apresentados neste trabalho,
nos permitem estabelecer um panorama da induc¢dc do overreaching/overiraining pelo
estresse oxidativo. De fato, como proposto por Reid (2001), o rendimento maximo da
fibras musculares depende de uma razdc adequada enire oxidanties e antioxidantes
intracelulares, suficiente para que as proteinas sensiveis ac estade redox sejam oxidadas
& possam atuar em sua eficiéncia maxima e ao mesmo tempo que a célula possa evitar
os efeitos deletérios decorrentes de um ataque oxidativo maior, ocasionado pela alta

concentracdo de EROs, o que induziria queda na performance.



Corroborando com a hipdtese acima proposta, nossos resuliados demonstram as
agbes paradoxais das EROs. Observamos que até a quarta semana de treinamento as
=ROs produzidas induziram aumento na atividade das enzimas estudadas, enquanio gue
ao final da oitava semana, com a diminuigdo na producdo das EROs em virtude da
manutengdo da carga de esforco alcancada na quarta semana notamos gueda na
atividade enzimatica, provavelmente devido a falta do estimuio adaptativo sinalizado peia
alteracdo redox.

Por outro lado, no protocolo de TIO, pudemos notar 2 agdo deletéria ocasionada
pelo aumento excessivo na conceniragdo das ERCs, principalmente no misculo SO, que
de forma contréria ac observado durante o treinamento, levou a queda acentuada na
atividade das enzimas, com oxidagdo exacerbada de copstituintes celulares. Tals
observagbes concordam com a propostas de uma razdo otima entre oxidantes e
antioxidantes, que deve ser respeitada para que as células possam desempenhar suas
funcbes de forma olimizada.

Ainda neste sentido, pensando na prorrogagac cronica desta situagdo de estresse
oxidativo, se nos basearmos na teoria proposta por Smith (2000), que propde como causa
da sindrome do overtraining uma inflamagao sistémica devido a produgao exacerbada de
moléculas de citeguinas, podemos inferir que a exposicdo de longo prazo a quantidades
excessivas de radicais livres devido ao excesso de cargas de treinamento, pode ser o
desencadeador desta sindrome, uma vez que as citoquinas s&0 sintetizadas pelas
celulas, inclusive as musculares, em resposta as lesSes teciduais induzidas também pelo
estresse oxidativo (Pyne, 1994; Smith, 2000).

Concluindo, a nossa estratégia metodologica de exercicios parece satisfatéria para
compreender como a musculatura reage a condigbes distintas de solicitagdo de esforgo
continuo. Os biomarcadores de estresse oxidativo, em conjunto com as analises da
concentracado de HSP72 mostraram-se sensiveis para detectar alteragdo de sobrecarga
consequentemente para detectar adaptagdo positiva ao treinamento ou overreaching,
quando aumentamos as s essdes diarias de corrida, com a consequents diminuigdo no
tempo de recuperacdo ao exercicio (2x/dia, 3x/dia e 4x/dia). Portanto, podemos
considerar que a metodologia empregada conseguiu prever o inicio do que poderia ser
uma situacdo de overlraining, onde se prevalece, num primeiro momento, uma condigio
de aiteragbes com caracteristicas mais bioquimicas e metabdiicas (overreaching). A
concentra¢éo plasmatica de uréia e a atividade plasmatica das enzimas creatina quinase

{CK) e glutamatc-oxalcacelalo transaminase (TGO), dosadas por outre aluno de nosso



laboratorio nos mesmos animais utilizados neste trabaltho, e apresentadas em sua iese de
doutorado e aqui apresentadas no anexo |, nos ajudam a2 interpretar e justificar nossos
resuliados.

A concentragdo de uréia, catabdlito final da oxidacdo de amincacidos, ndo mosirou
alteracdo durante as 11 semanas de esforco, indicando gue nosso protocolo de TIO ndoe
induziu a instalagéo de um estado de degradagdo proteica, caracteristico do overtraining,
mas que ainda n&0 se mosira presente no seu inicio {overreaching) (Petibois et ali, 2003).

Por outro lado, o aumento progressive da atividade plasmatica da CK e da TGO,
enzimas amplamente utilizadas na lileratura como marcadores de lesdo muscular ingica
gue o aumento dos niveis de estresse oxidativo apds ¢ protocole de TIO fez com que os
niveis de lesdo muscular aumentassem de forma similar, justificando a idéla que o
estresse oxidalivo induzido numa situacao de overrsaching favorece o aparscimento de
microlesdes musculares, além da fadiga caracteristica ocasionada por este esiado.

Todos esses resuitados reforcam a ulilizag8o desses biomarcadores em atietas.

Apresentaremos a seguir, na parie i da presente Tese 0s resultados de recente
frabalhe conduzido em nosso laboratdrio, que monitorou um grupo de jogadores de
futebol da categoria junior durante toda uma temporada competitiva através basicamente
dos mesmos marcadores mensurados nesta tese, s6 que sanguinegs. Através da
aplicagdo da técnica Limiar de Estresse n&o observamos nenhuma alteracdo nos
pardmetros de estresse oxidative estudados durante toda a temporada, sendo que
nenhum dos atletas apresentou nenhum sintoma reiacionado aoc estado de overreaching
(Zoppi et ali, 2003).
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RESULTADOS E DISCUSSAO PARTE Il (Resultados com atletas)




MNesta secdo, apresentaremocs ¢ irabalho que conduzimos em parzlelo gos
experimentos com os grupos experimentais de modelo animal, estudando atletas, que
resuitou no  aceile para publicacdo do manuscriio eniitulado “Alteragbes em
biomarcadores de esfresse oxidativo, defesa antioxidanie e lesio muscular em
iogadores de futebol durante uma temporada competitiva” na revista Paulisia de
Educacao Fisica. '

MNosso objetivo, neste estudo, foi aplicar g iécnica de limiar de estresse alraves do
monitoramento de biomarcadores de atague oxidativo, lesdo muscular e a atividade das
enzimas aniioxidantes glutationa redutase e catalase em jogadores de futebol durante
toda a fase competitiva do campeonato paulista de futebol da categoria sub-20 {Junior).

Cabe ainda ressaliar que duranie este frabalho, os atleias gue apreseniaram
alteracdes drasticas nos biomarcadores, foram submetidos a trabalho individualizado de

menor inlensidade ate retornarem aocs valores medios apresentados pelo grupo.

RESULTADOS:
Ffeito de cinco meses de campeonato na atividade das enzimas anfioxidantes:

O perfil de afividade das enzimas antioxidantes GR e a CAT do hemolisado
mostrou comportamente diferenciade enire elas em fungdo da progressao no
campeonatc. Podemos observar pela Figura 16 uma gueda significativa (P<0.05) na
atividade da GR nas duas Ultimas analises. Nesse mesmo periodo, a atividade da CAT
exibe aumento bastante significativo {(P<0.001) em sua atividade {Figura 17).
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Figura 11: Perfil da atividade da enzima glutationa redutase ac longo de 5 meses de
periodoc competitivo. Resultados s8o média + DP (n= 21) *P< 0.05 em relacéo as analises
1.2e3.
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Figura 12: Perfil da afividade da enzima catalase ac longc de 5 messs de periodo
competitivo. Resultados s&o media = DP (n= 21) ™ P<0.001 em relagio as andlises 1, 2 e
3

Efeifo de cinco meses de campecnato em marcadores de estresse oxidativo e I8sdo
muscuiar:

A maioria das proteinas plasmaticas possui residuos de cisteina (com
grupamentos sulfidrila livres), que podem ser oxidados pela ac3o de radicais livres,
desempenhando, portanto, um papel de protegBo no plasma. Dessa forma, a
guantificagédo da concentragdo plasméatica dos grupamentos suifidrila totais (GS) fornece
uma idéia do nivel de atague oxidativo a proteinas plasmaticas. A Figura 18 mostra que
ndo nouve nenhuma alieracio significativa nesse pardmetro em nenhuma das andlises. A
conceniragac plasmatica de GS permaneceu em torno de 500uM, com pequena variagao
ao longo dos 5 meses.
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Figura 13: Perfil da concentrag@c piasmatica de grupamentos sulfidrila (GS) ac longo de 5
meses de periodo competitivo. Resuitados sdo meédia + DP (n= 21). :
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Figura 14: Perfil da concentrac8o plasmatica de acido drico ao longo de 5 meses de
periodo competitivo. Resuitados séo média«DP (n= 21).

C 4cido drico, por sua vez, pode desempenhar tanto o papel fisioldgico de
antioxidante ceilular guanto sua concentragéo elevada pode sugerir uma malor atividade
da enzima xantina oxidase, indicando um aumentc na producBo de radical Anion
superdxido por essa via (Hellsten, 1994). Podemos observar pela figura 19 que a
concentracao plasmatica de &cido Grico também ndo sofreu alteragfes significativas
durante a temporada competitiva, variande sm média entre 5,0 ¢ 6,0 mg/mL, embora néo
tenhamos os dados referentes a primeira andlise, devido a problemas no processamento
das amostras. £ importante salientar que os marcadores mostrados nas riguras 18 ¢ 19
permaneceram, inclusive, dentro dos valores de referéncia para sujeitos ndo atletas.

A atividade da enzima CK dosada no plasma, utilizada para quantificar os niveis
de alteragdo muscular também n&c mostrou variagdo significativa durante a temporada
(Figura 20), embora tenha apresentado grande variabilidade entre os sujeitos. Podemos
observar também que 0s vailores médios da concentracdo plasmaética da CK encontrados

nos jogadores de futebol sempre estiveram bem acima da média dos valores de
referéncia para sujeitos néo alletas.



“renting quinase (U/L)

Meses de campeonats
=21}

Figura 15: Perfil da atividade piasmética da enzima creatina quinase ao longo de 5 meses
de perfodo competitivo. Resultados s8o média = DP (n= 21).

DISCUSSAD:

Allvidade das enzimas antioxidanies:

Embora de formas difersnciadas, as enzimas estudadas neste trabalho CAT e GR atuam
na detoxificagao de EROs, mais especificamente no controle dos niveis de perdxido de hidrogénio
intracelular {Chance et al,, 1979). Apesar do H.O, ndo ser uma aspécie radicalar, nem ter alo
potencial oxidante, 0 mesmo pode reagir com metais de transigdo, principalmente o ferro, ligado
ou néo a grupamentos heme lccalizados dentro das células, dando origem ao radical hidroxila
(OH), um poderoso oxidante (Yu, 1994). Portanto, a manutencido de baixos niveis dessa
substancia € de fundamental importancia para que nenhuma estrutura subcelular sofra ataque
oxidativo intenso & mantenha suas devidas fungfes. O H;0, é desidratado enzimaticamente a
H,C e O, pela enzima catalase (CAT). A outra enzima responsavel pela detoxificagdo do H.Os,
giutationa peroxidase (GPX), tem menos especificidade para o substrato, reduzindo também
hidroperaxidos a alcool. O km para H,0O, da CAT e GPX séo diferenies. Enquanto a GPX atinge
sua Vmax em baixas concentragfes, a CAT s6 atinge sua velocidade méxima de catdlise em altas
concentragbes de HxO. (Powers et al, 1999). Na reacfo catalisada pela GPX a glutationa
reduzida (GSH) funciona como doador de elétrons. A glutationa oxidada (GSSG) formada nesta
reacdo & reduzida a GSH, as custas de NADPH pela agéo da enzima glutationa redutase (GR).
Embora ndo seja considerada uma das enzimas principais do sistema enzimatico antioxidante, sla
é- fundamental para a atuac&o normalizada da GPX.

Neste estudo mostramos o comportamento da atividade das enzimas CAT e GR
dosadas em eritracitos ao longo da temporada competitiva de uma equipe de futebol.
Embora a literatura seja carente com reiaclo a estudos conduzidos em jogadores de

futebol, alguns trabalhos relataram aumento na atividade das snzimas antioxidantes em



eritrocitos apds treinamento aerdbio (Selamoghu ef al., 2000) em corredores (Roberison st
al., 1991) e ciclistas profissionais (Mena et al., 1991). Brites et al. {(1999) mostraram que
jogadores de futebol possuiam capacidade antioxidante plasmética total e atividade da
enzima antioxidante superdxido dismutase aumentada em relacio 2 sujsitos sedentarios.
MNossos dados mostraram que a atividade das enzimas GR e CAT se sliera 2 medida que
a equipe atinge fases mais decisivas, o gue tedricamente significa intensidades maiores
de esforco para 05 atielas duranie o0s jogos, uma vezr gue as eguipes melhores
qualificadas v&o se sobrepondo e eliminando equipes menos qualificadas. Nas fases
iniciais da compelicdo, a atividade da enzima GR estava aparentements em seu pico,
enguanto a enzima CAT ainda ndo se encontrava em atividade maxima, atingindo seu
pico, justamente, nas fases finais da competicdo, quande a GR ja apresentava queda de
cerca de 40% em sug atividade. Ou seja, as duas enzimas parecem funcionar de forma
integrada, pols a medida que 2 atividade da GR diminui, a atividade da CAT aumenta. Os
motivos pelos quals 1ais aiteraches ocorrem, principaimente nos eritrdcitos, ainda ndo séo
totalmente conhecidos, e ainda merecem estudos mais detalhados.

Eritrocitos s&o células anucleadas e portanto nio possuem o material genético
necessario para que ocorra sintese proteica. Alguns autores sugerem que alteracGes a
curto prazo na atividade destas enzimas induzidas por atividades agudas se dao por
interacbes diretas com a estrutura proteica da enzima (Tauler et al, 1999).
Recenternente, Kosenko e colaboradores (1997) propuseram que o H,O, possui efeito
astimulatoric em oulra enzima antioxidante, a superdxide dismutase, enguante o radical
Znion supertxido parece ter efeito estimulante sobre a CAT. O mecanismo molecular
deste efeito na atividade da CAT, embora ndo tenha sido estudado em detathes, parece
estar na redugdo do Fe* para Fe® presente no grupamento heme de sua molécula
{Hawkins et al, 1993), deixando a CAT mais ativa guando reduzida. Uma outra
possibilidade para se explicar ¢ fendmenc observado é o Km da CAT para os peréxidos, ©
que poderia justificar seu pico de atividade nas fases finais, mais intensas da competicéo,
guando provavelmente a produgdo de EROs estava mals alta e a capacidade de
detoxificaggo intracelular era menor, observada pela propria queda na atividade da GR.

A gqueda na gtividade da GR na fase final da competicdo também pode ser
atribuida 2 diminuigdc na concentracde de NADPH. Estudos mostram que atividades de
alta intensidade, que induzem aumento na lactacidemia, como & o caso dos esforgos do
futebo! diminuem a conceniracdo de NADPH (Tauler et. al. 1999), um dos substiratos da

(3R, sem o gual a reagdc catalisada por esta enzima ndo aconiece.



Marcadores de esiresse oxidaiive e jesdo muscular:

Os marcadores de estresse oxidativo e lesf@o muscular agui estudados néo
mostraram alteracOes significativas durante toda a temporada competitiva. Alguns estudos
mostram que a concenfragdo plamatica de urato € um bom indicativo da capacidade
antioxidanie do plasma, além de iambém atuar come indicative de danos oxidativo
sofridos em decorréncia de stagues radicalares {(Rosell et al, 1990). Mikami e
colaboradores (2000) demonstraram, ainda, uma relacdo inversa enire a concentragso
plamética de &cido Grico e niveis de peroxidacdo lipidica. Portanto, a auséncia de
alieragbes na concentragdoe deste pardmelro observada nesie estudo sugere baixos
niveis de peroxidacéo lipidica neste grupo de atletas, embora ndo tenhamos dosado esse
parédmetro nesse trabalho. ConcentracBes plasméticas de grupamentos sulfidrila totais
inalieradas reforgam 2 hipdlese de peguenoc dano oxidalivo nos atletas analisados.
Olinescu e colaboradores (1995) detectaram aumento na oxidagdo de grupamentos SH
livres no plasma em decorréncia do estresse oxidative induzido pelo tfreinamento fisico.
De forma contraria aos nossos resultados, Brites e colaboradores (1999), também
estudando jogadores de futebol, mostraram que embora os atletas possuissem
capacidade antioxidante mais alta quando comparados a sujeitos sedentarios, exibiam
aumento de alguns marcadores de estresse oxidativo. De forma semelhante, varios cutros
estudos mostraram aumento de ataque radicalar a diversas estruturas intracelulares, tais
como proteinas, lipideos de membrana e DNA induzidas pelo treinamento fisico (Radak
et al., 1999). Embora ndo tenhamos analisado 0% mesmos marcadores, a diferenca em
relacdo aos demais frabalhos pode estar que nesse trabalho fizemos um estudo
longitudinal, ao longo de toda a temporada competitiva, utilizando jogadores com histdrico
de treinamento relativamente grande e submetidos a uma preparagdo anterior de 90 dias
para esta competico.

As concentracgbBes plasmaticas da CK estiveram sempre acima dos valores de
referéncia para sujeitos sedentarios, evidenciando um maior nivel de alteragdo muscuiar,
ou pelo menos uma maior permeabilidade da membrana sarcolemal neste grupc de
atletas. Nossa interpretacdo € que deve haver uma ouira faixa de referéncia para os
valores da CK nesiz populagdo, uma vez que os allelas participanies do grupo
experimental ndo apresentaram nenhum tipo de les&oc muscular que os impedisse de
pariicipar dos jogos por motive de firatamentoc. Alids, a frequencia dos atlelas ao
departamento meédico foi praticamente inexistente durante esse periodo. Corroborando

nossa hipbtese, inOmeros estudos mostram aumento deste pardmetro em resposia ao
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treinamento fisico, principaimente em atividades gue exigem confracdes excéniricas
(Newhan et al., 1986; Nosaka e Clarkson, 1995, Lee et al., 2002).

Concluindo, este estude mostrou que a atividade das enzimas antioxidanies
anatisadas no grupo de jogadores de futebol fol eficiente em combater um possivel efeito
deletéric induzido pelo aumento de EROs, mantendo niveis baixos de estresse oxidativo
MEeSmMo Com O aumento na intensidade de esforgo, uma vez gue a equipe progrediu para
as fases finais da competicZo. Tal eficiéncia se deve, provavelmente, 2 um programa de
preparagao adeguado, que levou os atletas a uma boa resposta adaptativa. Por outro
lado, embora a capacidade antioxidanie tenha se mostrado eficiente, os niveis de
alteragio muscular de todo o grupo de atletas se mostraram bastante aumentados em
relag&o aos valores de referéncia para sujeitos ndo atletas, sugerindo que jogadores de
futebol possuem maior atividade plasmatica da CK pelo préprio estresse induzido pelo
treinamento a que s3o submelidos diarfamente e gue tals alteragbes ndo séo
necessariamente de origem oxidativa.
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Os dois conjunios de resultados apresentados nesta tese, embora conduzidos em
diferentes grupos experimentais e ainda utilizando amostras diferenciadas parecem ser
complemeniares e dac suporie a proposta da téonica de limiar de estresse.

Esta conclus8o se baseia principaimente nos dados obtidos com o grupo de
atietas, onde monitoramos o treinamento pelos marcadores de estresse oxidativo e nao
identificamos nenhum caso de “overtraining” durante toda a temporada compatitiva.

Este sstudo nos permitiu mostrar que em condicdes de adaptacio ao treinamento,
os niveis de estresse oxidativo, bem como de les8o muscular permanecem inalterados,
dentro de vaiores normais.

Por outro lado, os dados obtidos nos animais submetidos ao protocolo de T10,
onde supostamente os animais estariam iniciando o processo de “overiraining” mostram
gue nesta situacdo, as celulas musculares estdo submetidas a uma situagio de estresse
oxidative, expressando grandes quantidades da profeina de estrasse HSP72.

Portanto, estes dados em conjunto nos permitem concluir gue :

» O “overreaching” estd associado & uma situacdo de esiresse oxidativo e alta
expressdc de HSP72.

« Este tipo de “overreaching” induz maiores danos as fibras tipo |.

+« Os marcadores por nds utilizados séo sensiveis e se alleram em resposta ao
“overreaching”.
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Neste anexo apresentamos as tabelas com os dados de uréia e creating quinase

ptasmaticas dosados que constam na tese de doutorado do prof. Joaguim M.F. Antunes

Neto. Trabalho este que foi executado de forma similar utilizando os mesmos protocoios e

inclusive os mesmos animais desta tese e portanto estes dados refletem as mesmas

resposias e portanio s@o dados complementares uns aos ouiros.

Tabels 1. Concentracio de urdia plasmatica g0 longo das onze semanas de exercicio

fisico,

Analise

Significéncia estatistica

Média
0P

Co

421+ 115 NS

54

83.7+ 108 NS

58

63 = 9.07 NS

2x/dia

60.1+ 10 NS

3x/dia

575+ 113 NS

4x/dia

585+ 9.8 NS
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Tabela 1V, Alividade pigsmalica da enzima creatina guinase (CKY e da glutamaio-

oxaloacetato transaminase (TGO

£<0.001
4x/dia
P<0.001 2x/dia x
4x/dia

F<5.01 3x/dia x
4x/dia

S8 X

Andlise Médias e Significancia Estatistica
CK TGO CK TGO
(UL} {IML)
GO 622+ [51.2:628 NS NS
214
S4 1716 % 837+ NS NS
88.4 10.96
1 51+3.96 | 63.8x6.3 | P<00534 x38 NS
2x/dia 835+ (54864643 NS NS
224
Ixidia 1555+ [ 61.5+8.78 NS NS
70.6
4x/dia 3022+ (741777 P<0001 CO x|P<0.001 CO x
141.3 4x/dia 4x/dia
P<0.05 S4 x| P<0.001 2¥/dia x
4x/dia 4x/dia

P<0.08 3x/dia x
4x/dia
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