7 SECRETARIA

Bln. -GRATUACAD
LB

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

Claudio Cesar Zoppi

Adaptacodes induzidas pelo treinamento fisico no metabolismo

oxidativo e sistema de defesa antioxidante em musculo e

e sua correlacio com os niveis de lesdo

ERRC I
= g ! muscular
2 = Y
[ A
STy i,
jerd &t jf.;’..- o %
= I —§ -
73 ";g‘;* ?5, Por] & . . .
o o 5 ==  Tese apresentada ao Instituto de Biologia
=
s = S g para obtencdo do Titulo de Mestre em
2 3 2
" renz W .~ . Y . . ;o

g 5N £ | .~ Ciéncias Biologicas, na drea de Bioquimica.
2 lil°e |

n;“ff \‘\} 3 ‘\;"""
B E e
=- 3 3
g 3 LA
g ﬁg ":,;:‘3 [ {5\}

P RN e E

Oriew?t@?,loug: Profa. @raé. Denise Vaz de Macedo

Departamento de Bioquimica - 1.B.

UNICAMP

Campinas - 1999

|
]

38 1(/1 59



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA
BIBLIOTECA DO INSTITUTO DE BIOLOGIA - UNICAMP

Zoppi, Claudio Cesar

Z76a Adaptacdes induzidas pelo treinamento fisico no metabolismo
oxidativo e sistema de defesa antioxidante em muisculo e sangue
de ratos e sua correlacfio com os niveis de leso muscular/Cléudio
Cesar Zoppi. -- Campinas, SP:[s.n.], 1999.

91f.:ilus.

Orientadora: Denise Vaz de Macedo

Dissertacfio (mestrado) - Universidade Estadual de Campinas.
Instituto de Biologia.

1. Antioxidantes. 2. Metabolismo. 3. Exercicio fisico. I. Macedo,

Denise Vaz de. I1. Universidade Estadual de Campinas. Instituto de
Biologia. [H. Titulo.



Campinas, 23 de junho de 1999

Banca Examinadora:

Titulares

Profa. Dra. Denise Vaz de Macedo

(1IB- UNICAMP- orientadora)

Prof. Dr. Bayardo Baptista Torres
(1IQ- USP)

Prof. Dr. Antonio Herbert Lancha junior

(EEF- USP)

Suplente

Profa. Dra. Lucia Pereira da Silva

(IB-UNICAMP)

i A s
TN ' PR s S

—_—

Assinatura

':5 i

\/X Y fi}&j

Assinatura

Assinatura



AGRADECIMENTOS

Profa. Dra. Denise Vaz de Macedo, por acreditar e viabilizar esta nova
linha de pesquisa.

Profa. Dra. Lucia Pereira da Silva com quem muito aprendi durante
todos estes anos.

Profa. Dra. Niice Correa Meirelles, Prof. Dr, Hiroshi Aoyama e Profa. Dra.
Antonia Dalla Pria Bankoff pelas contribuicdes e participagdo no exame
de qualificacao.

Aos amigos do laboratdrio, Armindo, Andréa, Léo, Soraya, Guilherme,
Maria Eugénia, Agnes, Neto, Fernando e Daniel, pelas discussdes e pelos
momentos agradaveis.

A todos os colegas do departamento de bioquimica.

Andreia e Marina pelo apoio com a burocracia.

Aos meus pais, sem 0s quais este momento nao seria possivel.

A Adriana, pelo carinho e apoio em todos os momentos.

A FAPESP (processo 96/12473-3) pelo apoio financeiro.

E a todos que de alguma forma contribuiram para que este trabalho se

tornasse realidade.



LISTA DE ABREVIATURAS

2,3 DPG - 2,3 difosfoglicerato

ADP - Adenosina difosfato

ATP - Adenosina trifosfate

BSA - Albumina de soro bovino

CAT - Catalase

CS - Citrato sintase

DCPIP - Diclorofenolindofenol

DTNB - Acido 5,5 - ditiobis (2- nitrobenzéico)

EDTA - Acido etileno diamino tetracético

EGTA - Acido etileno glicol- bis (B-amino éter) N,N,N,N- tetracético
FADH, -~ Flavina adenina dinucleotideo (forma reduzida)

GPX - Glutationa peroxidase

GR - Glutationa redutase

GSH - Glutationa reduzida

GSSG - Glutationa oxidada

HEPES - [N-(Zhidroxietil) piperazina N- (2- dcido etanosulfénico)
KC! - Cloreto de potéssio

MOPS - Acido (3-[N-morfolino] propano sulfénico

NADPH - Nicotinamida adenosina dinuclectideo fosfato (forma reduzida)
PC - Fosfocreatina

PMSF - Fenil metil sulfonil fluorido

SDH - succinato desidrogenase

SOD - Superoxido dismutase

VO,max. - Consumo maximo de oxigénio



INDICE
ReSUIMO.ciiiciniiree sttt i s s s s s s e sasnessaans et re e cerressenaanrens errerrane 7
Summary.........- . trvenennas e S verE e e s 8
Grupo de trabalho envolvido........ cerreiees crertrerareeanas reenereesarareae e s 9
TNErodUCAO. ..ot rciesinseniresesseesssessressnasians cereresaraneans reserraearsear e N 10
Vias metabdlicas produtoras de ATP.............. prerer e aegensns SSORSRRERS: 1 |
Formacédo de radicais livres de OXIgENIO....uiccciiriissece s 13
Sistemas de defesa antioxidante........ e et b b a bR bne e e e n e 16
Estresse oxidativo e fadiga muscular.........evvvnvciinn, vt aannes 18
Treinamento esportivo.......... serereteare e s are s ans s naesate e seaaean rrrreeereeeenrens 19
Treinamento fisico e lesdo muscular................... ceemrrrerseehenanns crererereaeneannan 21
Aspectos Bioquimicos do musculo esquelético e do sangue........ connen 23

Adaptacoes induzidas na capacidade oxidativa pelo treinamento fisico..26

Treinamento fisico e estresse oxidativo........ rvereereressenaes s cererreraarearreaens 29
Objetivos......... eeeriaareatasrereassaeesestuaseean eemerree e rreaeanererestanstessssseeeesattensttseannnnn .31
Materiais € MET0dOos.....ciiviiieinine e fevneereessaeanasesseasentensen cerereens 354
Resultados....ccovecieneecinnns crereeens ceerereneraenns crreeiaeeteaaenaas reveeersreneeessasnte s tastearaseas 45
DISCUSSAOD..uuieeensescasinsernnons rrerereanaaan rerererereresesressneeesreessateaas rneraesverertesaresentneasasssane 58
Referencias.. e ninnineensannns reeeensabbenaae cereeesreerereensaas rerreeeeraeraeensraearanresactanas 68
ANEXO L.iiiiirreereerceiaierisiniressesnessersasansssemnsssssannn veevern creeressresressentas reeeerrseesasnateraeneas 83

AR O T i it enrss 000 00 a seensarsassesannssansnssnastsesstes st isnsnsssnsssnsissssresesnnns 85



RESUMO

O treinamento fisico é conhecido por induzir uma série de
adaptacbes ao organismo, que podem ser sistémicas ou localizadas a
nivel muscular.

Uma das adaptacdes jd bem estabelecida na literatura é o aumento
da capacidade oxidativa muscular, devido principalmente ao aumento na
atividade de enzimas do ciclo de Krebs, da p-oxidacio de dcidos graxos e
também da cadeia de transporte de elétrons.

No entanto ¢ sabido que o exercicio fisico é responsdvel pelo
aumento na producdo de radicais livres, que se ndo forem devidamente
sequestrados, podem iniciar um processo deletério as células através da
oxidacdo de estruturas essenciais ac seu funcionamento tais como
proteinas, membranas e até o DNA, ocasionando até a morte celuiar.

Estudos vem demostrando que o sistema enzimatico de defesa
antioxidante também tem sua capacidade aumentada em varios tecidos
em decorréncia do treinamento fisico porém, os resultados nesse sentido
ainda sdo inconclusivos e portanto sio alvo de estudos.

Neste sentido, para esta dissertacdo de mestrado, nossos objetivos
foram: inicialmente analisar o perfil adaptativo tanto do metabolismo
oxidativo quanto do sistema de defesa antioxidante em miuisculo
esquelético (Soleo) e também no sangue (Hemaceas). E num segundo
momento estudamos as diferencas nas respostas adaptativas induzidas
por dois protocolos de treinamento diferentes (continuo e intermitente)
utilizando também os dois sistemas citados anteriormente.

Nossos resultados indicaram que o perfil adaptativo tanto
oxidativo quanto do sistema de defesa antioxidante se ddo de forma
paralela no musculo Séleo e nas Hemdiceas e que o treinamento
intermitente & mais eficiente em aumentar a capacidade oxidativa,
enquanto que o treinamento continuo se mostrou mais eficiente em
aumentar a capacidade de defesa antioxidante.



SUMMARY

Physical training is known to induce a large number of adaptations
in whole body.

One of the most studied is the increase in muscle oxidative
metabolism, mainly because the rise in Krebs cycle, p-oxidation of fatty
acids and electron transport chain enzymes.

Although, exercise can increase free radicals generation too, and if
the cells are not able to detoxify these reactive species, they can start
deleterious processes through membrane, protein and DNA oxidation
that can lead to cell death.

There are many evidences in literature that enzymatic antioxidant
system is enhanced by physical training in various tissues, although the
data concerning this issue are not conclusive.

QOur objectives in this work were, first, to analyse the oxidative
metabolism and enzymatic antioxidant system adaptative profiles in
muscle (Soleus) and Blood (erytrocyte), and then we studied the
adaptations induced by two kinds of training protocols; endurance and
intermittent training, in both systems mentioned above.

Our results showed that adaptative profiles were very close in
muscle and erytrocytes, and that intermittent training was more
efficient to increase the muscle oxidative capacity, while endurance

training was more efficient to enhance the antioxidant defense system.



GRUPO DE TRABALHO ENVOLVIDO

Esta tese estd diretamente relacionada com o trabalho de outros
alunos do Laboratorio de Bioquimica do exercicio, do departamento de
Bioquimica, IB, UNICAMP. O grupo de trabalho teve o objetivo de
padronizar as técnicas e monitorar véarios marcadores bioquimicos em
miusculo e sangue de ratos submetidos a dois tipos de treinamento
diferentes, amplamente empregados na pritica desportiva,

A grande quantidade de amostras analisadas e a relativa dificuldade
das técnicas empregadas tornam dificil a sua execuciio em larga escala
por uma sO pessoa em curto espaco de tempo. Deste modo, o trabalho
foi dividido da seguinte forma:

- Padronizacao das técnicas e analise de marcadores do metabolismo
oxidativo, sistemas enzimaticos de defesa antioxidante e nfveis de
lesdo muscular: Claudio Cesar Zoppi;

- Padronizacdo das técnicas e andlise de parametros bioquimicos
alterados pelo ataque oxidativo: Armindo Antonio Alves e Leonardo

dos Reis Silveira.

Assim, viabilizou-se o monitoramento de varios biomarcadores ao
longo dos dois protocolos de treinamento, que compreenderam 8
semanas consecutivas. Os dados obtidos puderam ser correlacionados
uns aos outros, permitindo interpretacbes mais completas ¢ conclusivas.
Desta forma, ao final deste trabalho, faremos referéncia direta aos dados
obtidos pelo grupo, sendo o mesmo feito pelos demais integrantes em

suas respectivas teses.
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VIAS METABOLICAS PRODUTORAS DE ATP

O exercicio fisico ¢ uma fonte riquissima de informacoes
bioquimicas pois induz uma série de adaptacdes metabdlicas especificas,
que variam conforme a duragdo e a intensidade do estimulo empregado.
O musculo € O 6rgio essencial para a motricidade e utiliza somente ATP
como fonte de energia para realizar ndo somente o processo de
contragcdo muscular “per se” como também para processar a conducio
de impulsos nervosos e garantir as reacdes do metabolismo necessérias
para a manutencdo de sua atividade.

O fornecimento de ATP para as células musculares também

depende da intensidade e da duracio da atividade realizada e pode
ocorrer de duas formas predominantes: aerébia e anaerdbia. Existem trés
processos comuns produtores de energia para a formacdo do ATP no
musculo, dois anaerodbios e um aerdbio:
Sistema ATP-fosfocreatina: Neste sistema, a ressintese do ATP provém da
reserva muscular de fosfocreatina (PC). Como esta via envolve apenas
uma reacao, catalisada pela enzima creatina quinase, apesar de ndo ser
capaz de prover grandes quantidades de energia, tem a capacidade de
ressintetizar ATP de forma extremamente rédpida, segundo a reagdo
abaixo:

PC + ADP g edtinaQuinze o ATP + Creatina

Hultman & Sjoholm (1983) documentaram que esta via fornece
até 9.0 mmoles de ATP por Kg de musculo durante um protocolo de
estimulacdo elétrica com duracdo de 1,28 segundos. Portanto, este

sistema funciona como um tampao energético, haja visto que o mesmo ¢

13
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extremamente sensivel a alteracdes nas concentracdes intracelulares de

ATP e ADP (Jones et al, 1985).

Glicolise anaerobia: Esta € a outra via de ressintese de ATP que ndo
utiliza oxigénio. Esta via envolve dez reacdes, onde a quebra parcial da
molécula de glicose ou do glicogénio proporciona a formacido de ATP
também de forma répida, além de produzir lactato no final do processo:
Glicogénio ———%  lLactato + ATP

Até pouco tempo atras, acreditava-se que o recrutamento das duas vias
anaerdébias de ressintese de ATP se dava de forma sequencial. Margaria e
colaboradores (1964;1969) propuseram que a PC era o Unico substrato
para ressiniese de ATP durante os primeiros 10 segundos de esforgo
mdximo, e que a participacdo da glicélise anaerdbia sé se iniciava apds a
deplecdo total das reservas de fosfocreatina. No entanto, estudos mais
recentes contestam esta teoria. Saltin et al. (1971) demonstraram que
voluntdrios pedalando 10 segundos em intensidade relativa a 110% de
seu VO, .. apresentaram concentracdo de lactato muscular aumentada
em relacdo aos valores basais de repouso. Da mesma forma, varios
outros autores obtiveram para este mesmo periodo de tempo, aumento
da concentracdo de lactato em diversos modelos experimentais e
modalidades de atividade fisica (Boobis et al, 1982; jacobs et al, 1983
Hultman & Sjoholm, 1983; Nevill et al, 1989).

Atualmente acredita-se que a glicdlise é a via anaerdbica de
ressintese de ATP mais significativa. Durante esforcos de aita intensidade,
de aproximadamente 3 minutos, a glicdlise anaerébia é responsavel por
até 80% do ATP necessario para tal esforco ( Spriet, 1995). Embora o

saldo energético desta via seja baixo em relacdo a via aerdbia de

iz
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ressintese de ATP (3 mmol ATP/ mmol unidade glicosil contra 38 mmol
ATP/ unidade glicosil da via aercbia), esta via prové ATP as fibras em
atividade também de forma rapida e possui uma capacidade de
manutencdo energética muito maior que a do sistema ATP- PC (Spriet et

al., 1995).

Via aerdbica ou metabolismo oxidativo: Esta via de ressintese de ATP se
utiliza do O, molecular como aceptor final de elétrons na membrana
interna das mitocdndrias. Através da oxidacdo total dos carboidratos ou
de acidos graxos a CO, e H,O, utilizando o ciclo de Krebs como redutor
de coenzimas, e o sistema de transporte de elétrons, que as custas de
oxigénio molecular reoxida as coenzimas reduzidas, é gerada energia na
forma de um gradiente protdnico (AuH") pela membrana interna,
necessario para em ultima instancia, sintetizar ATP pela enzima ATP
sintetase (Mitchel, 1961)

Esta via € recrutada principalmente em atividades de longa duracao
(maratona, triatlon) e também durante as pausas, na recuperacdo de
esforcos intensos, onde a creatina é fosforilada a PC e também o lactato

é oxidado.

FORMACAQO DE RADICAIS LIVRES DE OXIGENIO

O oxigénio, por ter a particularidade de ser uma molécula com dois
elétrons desemparelhados e de spins iguais, para ser reduzido necessita
receber seus elétrons um a um. Nas mitocdndrias normalmente esta
reducéo é feita na citrocromo oxidase (aa;), que catalisa a transferéncia

simultanea de quatro elétrons, produzindo H.O como tnico produto final
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da reacdo (Halliwell & Gutteridge, 1989). Foi calculado que este processo
redutor contribui com cerca de 95 a 98% do oxigénio total consumido
pelas células. Entretanto, uma pequena fracio deste oxigénio é reduzido
univalentemente, dando inicio a formacio de “espécies reativas de
oxigénio” (EROs) (Jenkins & Goldfarb, 1993). Estas incluem um amplo
espectro de espécies radicalares como o radical anion superodxido (0,7) e
radical hidroxila (OH) e néo radicalares como o peréxido de hidrogénio
(H05).

Numa situacio de exercicio, a demanda energetica bem como o
consumo de oxigeénio estio aumentados, este ultimo podendo aumentar
até 20 vezes em relacdo a situacio de repouso (Astrand & Rodahl, 1986).
O O, pode ser formado no musculo e também nas heméceas de varias
maneiras (Figura 1): i) na cadeia de transporte de elétrons mitocondrial,
principalmente quando esta se encontra reduzida (numa situacio de
anoxia muscular) e ¢ "reperfundida” pelo oxigénio durante, por exemplo,
a pausa apos um esforco de alta intensidade; i) por enzimas como
xantina oxidase (ativada na mesma situacido descrita acima, onde
predomina uma baixa concentraciio de ATP e alta concentracio de AMPF)
e iii) pelas enzimas NADPH oxidase e citocromo P450 oxidase (Hess et al,
1984; Sjodin et al., 1990).

O musculo esquelético também produz éxido nitrico (NO) pela
reacdo da enzima Oxido nitrico sintase (Reid,1996). O éxido nitrico pode
reagir com O, formando peroxinitrito, um intermediario estavel que
pode se decompor em um poderoso oxidante, com reatividade similar ao
radical hidroxila (Beckman et al, 1990). Aléem disso, a presenca de ferro

(na forma livre ou ligado a0 heme) pode converter 0 O, e H.,O., pela

14



reacdo de Fenton, em radical hidroxila, uma das espécies mais reativas

que se conhece (Halliwell & Gutteridge, 1989).

Cadeia de transporte de elétrons
Xantina Oxidase

NADPH Oxidase

Citocromo P-450 Oxidase

o, — 0, » H,0,
Fe—l-z
Oxido Nitrico
Sintase K‘
Arginina ONOQO - OH -

FIGURA 1: Vias de formacao de EROs (Essig & Nosek, 1997). O, (Radical
dnion superdxido); OH ( radical hidroxila); H,0, (peroxido de
hidrogénio); NO (éxido nitrico); ONOO- (dnion peroxinitrito).

Como os radicais livres sdo espécies bastante instdveis, eles podem
atacar alvos celulares diversos com o objetivo de se estabilizarem; a
consequéncia disto é a oxidacao dos fosfolipideos de membranas
celulares e subcelulares, DNA e proteinas. Os aminoacidos que compde as
proteinas sdo suscetiveis a reacdes com EROs. A oxidacdo de um ou mais

aminodacidos pode romper as estruturas secunddria e tercidria de

15
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proteinas, aumentando sua hidrofobicidade por exposicio dos
aminodcidos hidrofébicos do seu interior. O radical hidroxila ¢
particularmente proteotdxico pois pode reagir com o carbono alfa de
qualquer aminodcido (Ryter et al, 1990). Além de potencialmente
danificar a funcéo de proteinas, denaturando-as, a oxidacéo de protefnas
também marca as proteinas a serem degradadas em peptidios e
eventualmente em aminoécidos.

Os acidos graxos poliinsaturados, constituintes das membranas
biolégicas sdo também um alvo importante para o ataque de EROs. A
peroxidagdo lipidica, um processo degradativo que leva a alteracdes
estruturais e funcionais é a consequéncia do ataque de EROs as

membranas (Halliwell & Gutteridge, 1989).

SISTEMAS DE DEFESA ANTIOXIDANTE

Obviamente os organismos vivos desenvolveram mecanismos de
defesa eficientes a fim de combater a acdo deletéria das espécies reativas
de oxigénio. Dentre eles temos quatro enzimas principais, responsaveis
pelo “combate™ as EROs :

- Superdxido dismutase (SOD) (EC 1.15.1.1)

- Sistema Glutationa Peroxidase (GPX) (EC 1.11.1.9) / Glutationa
Redutase ( GR) (EC 1.6.4.2)

- Catalase (CAT) (EC 1.11.1.6)

Superdxido Dismutase: As principais isozimas da SOD, s3o as
dependentes de cobre e zinco. A aclo direta desta enzima é a de

sequestrar os radicais O," formados originando H,0.:

16
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Sistema Glutationa Peroxidase/Redutase e Catalase: Estas trés enzimas,
embora se utilizem de diferentes caminhos, apresentam a mesma funcio,
isto ¢, controlam os niveis de H,0,, através de sua transformacio em H,O
e O.. Isto faz com que cesse o processo de formacio de outros radicais
mais potentes, neutralizando consequentemente as acdes deletérias por
eles causadas. As enzimas GPX e GR, atuam em conjunto e necessitam de
glutationa reduzida (GSH) e NADPH, para o perfeito funcionamento
deste sistema. A atividade da GPX e da CAT diferem de tecido para tecido
dentro do <corpo humano, embora especificamente no musculo
esquelético nao tenha sido observada variacio significativa entre a
atividade destas duas enzimas (Halliwell & Gutteridge, 1989). Elas agem,
no entanto em locais diferentes da célula. Enquanto a GPX em conjunto
com a GR atua tanto dentro das mitocdndrias como no citossol, a CAT se
encontra presente em organelas chamadas peroxissomos, no citossol
celular.

Além dos sistemas enzimdticos temos outras defesas antioxidantes,
dentre elas e talvez a mais conhecida e estudada ¢ a protecio através de
pequenas moléculas , no caso as vitaminas A, E e C. Também pertencem a
este grupo a propria glutationa reduzida (GSH) e o 4cido trico, entre

outros que nado abordaremos neste trabatho,
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ESTRESSE OXIDATIVO E FADIGA MUSCULAR

Varias definicdes de fadiga podem ser encontradas na literatura,
Hultman & Sjoholm (1986) fizeram um apanhado geral de todas as
definicbes propostas e concluiram que todas convergem para a
incapacidade em se manter a poténcia de trabalho esperada.

No entanto, as causas da fadiga ainda nao sio completamente
entendidas. Acredita-se que qualquer ponto na cadeia de eventos que
resulta na contracioc muscular pode ser um sitio de fadiga (Kirkendal,
1990).

ApGs anos de estudo alguns autores caracterizaram os principais
pontos responsaveis pelo processo de fadiga, que pode ser tanto ao nivel
central (sistema nervoso) como periférico (muscular) (Bigland-Ritchie et
al.,, 1978).

Em relacdo a fadiga do sistema nervoso central hda uma proposta
que um aumento na razdo triptofano/aminodcidos de cadeia ramificada,
durante esforcos de longa duracao, induziria, como resposta final um
aumento na quantidade do neurotransmissor Serotonina, que seria
responsavel pela diminuicdo de impulsos nervosos, prejudicando assim o
desempenhg (Davis, 1996). Tal teoria no entanto vem sendo discutida
encontrando-se dados na literatura ainda controversos (Chaouloff,
1989).

Em relacdo a fadiga periférica ja hd um nimero maior de
evidéncias que comprovam seus vdrios pontos, que vio desde a juncido
neuromuscular, passando pela deplecio de glicogénio muscular,

chegando até o processo de relaxamento muscular (Kirkendal, 1990).

18
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Além desses, desde 1982, quando Davies e colaboradores demonstraram
dano oxidativo ocasionado pelo exercicio e sugeriram que este poderia
ser a causa da fadiga e/ou dano muscular que acontecem apos um
exercicio exaustivo, tem sido acumulado um nimero relativamente
grande de evidéncias experimentais consistentes com uma relacio tipo
causa-efeito entre estresse oxidativo e fadiga muscular (Essig & Nosek,
1997).

Estresse oxidativo é a consequéncia de um desbalanco entre
producdo e eliminacdo das espécies reativas de oxigénio, podendo se dar
tanto pelo aumento na formacao destas espécies quanto pela queda na
capacidade antioxidante celular (Travacio & Llesuy, 1996). A
consequéncia da instalagdo deste processo é a perda das funcoes

celulares que podem, em filtima instancia ocasionar sua morte.

TREINAMENTO ESPORTIVC

O treinamento esportivo consiste numa sequéncia de cargas de
esforco repetitivas e crescentes com o objetivo de aumentar a
performance de um atleta. O processo de treinamento se divide em
periodos chamados ciclos; a quantidade de ciclos durante um ano
competitivo pode variar de acordo com a modalidade praticada ou o
nimero de competicdes que se deseja participar (Weineck, 1989),

No inicio do ciclo ha uma predominancia de atividades aerdbias, de
menor intensidade e maior duracdo (treinamento continuo), e 3 medida
em que se aproxima o periodo de competicio este perfil se altera,

contendo atividades de maior intensidade ¢ wmenor duracio, com

19



20

.

predominio nesta fase do metabolismo anaerébic como gerador de ATP
(treinamento intermitente). Varias formas de se determinar o limiar
anaerdbio individual sdo conhecidas e aplicadas nos esportes para
definicdo da intensidade de trabalho no treinamento e mesmo em
algumas competicdes como a maratona (Denadai, 1995).

A porcentagem de sessdes de treinamento continuo e intermitente
varia de acordo com o tipo de desporto praticado. Por exemplo, um
jogador de basquete deve ter um percentual maior de sessdes de
treinamento intermitente em relacdo a um corredor de maratona e vice-
versa em relacdo a sessGes de treinamento continuo. Quando se chega ac
final de um ciclo de treinamento, supde-se que o atleta tenha atingido o
pico de sua forma fisica, podendo render seu maximo na competicéo.

Do ponto de vista fisiolégico o processo de treinamento é uma
somatdria de estimulos que resultam na quebra da homeostase
intracelular. O estresse induzido pelo exercicio é responsavel pelo
desencadeamento do processo adaptativo que restabelece a homeostase
celular atingindo niveis de atividade maiores, principalmente de atividade
de enzimas oxidativas, em relacio aos anteriores (Viru, 1994). Pela falta
de dados disponiveis acerca da quantidade ideal de treinamento,
normalmente os atletas sdo submetidos a cargas de esfor¢co muito altas
para ndo se pecar por falta do mesmo. No entanto, guando uma nova
carga de treinamento ¢ executada, sem a prévia restauracio da nova
homeostase celular o atleta estd entrando num processo de
"overtraining” e a medida que este processo se repete por meses ou anos
a consequéncia final é a diminuicdo do rendimento até o

desencadeamento de lesdes mais graves e muitas vezes irrecuperdveis.
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Portanto o limiar entre um treinamento ideal e o "overtraining” é muito
tenue e a falta de parémetros para se estabelecer a capacidade maxima
em assimilar cargas de treinamento pode ocasionar um menor
rendimento devido ao excesso de cargas de esforco sem pausa para a
recuperacao ideal (Kuipers, 1998).

Por sua vez, a importancia de um treinamento adequado se dé pelo
fato da diferenca que separa o vencedor do segundo colocado ser
minima, quando pensamos em atletas de nivel olimpico. Snyder e Foster
(1994) mostraram que a diferenca que separava primeiros e segundo
colocados num campeonato mundial de “speedskating” era de apenas
0.3%. Dados similares a estes podem ser observados a cada quatro anos

durante os Jogos Olimpicos, em varias modalidades

TREINAMENTO FISICO E LESAQO MUSCULAR

O treinamento fisico, embora induza varias adaptacdes benéficas
também deixa as fibras musculares, pelo fato de sua maior utilizacio,
mais susceptiveis a lesdes. Ja esta bem documentado em virias espécies
animais, que atividades exercidas acima da intensidade habitual de
esforco induzem niveis de lesdo muscular elevados (Rose,1983;
Apple,1988; Janssem, 1989). Vérios autores ja relataram a ocorréncia de
tais lesdes diretamente através de alteracdes histoldgicas ao nivel de
sarcomero apos esforco intenso (Friden et al, 1983; Newham et al, 1983;
Friden et al, 1984) principalmente em atividades que recrutam

contracOes excéntricas aumentando inclusive a mobilizacdo de linfécitos
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e neutrdfilos, sinal da instalacio de um processo inflamatodrio (Nosaka &
Clarkson, 1995; Pizza et al, 1995).

O nivel de lesdo pode também ser quantificado indiretamente por
parametros como o nivel de percepcdo de dor muscular e perda
prolongada de forca (Clarkson et al, 1992; Newhan et al, 1986). No
entanto, a forma indireta mais utilizada ¢ a quantificacio no plasma de
proteinas musculares especificas, como a wmioglobina, lactato
desidrogenase e principalmente a creatina quinase (Apple et al, 1985;
Jacobs et al, 1987; Clarkson & Tremblay, 1988; Volfinger et al, 1994).

A proposta & que o estresse excessivo causado pelo exercicio
aumentaria a permeabilidade da membrana celular permitindo o
vazamento destas proteinas que se encontram especificamente dentro
dos musculos para o plasma (Clarkson & Tremblay, 1988). Embora os
fatores que desencadeiam o aumento na permeabilidade ndo estejam
completamente compreendidos e ainda haja controvérsia acerca desta
hipStese toda a discussao da literatura se baseia na mesma.

Em reviséo feita por Pyne (1994) o autor deixa claro a existéncia
de duas hipSteses para explicar este fendmeno: a primeira argumenta
que este extravazamento de protefnas musculares para o plasma se deve
principalmente ao estresse mecénico, provocado pelo processo de
contracdo muscular. Assim, o ciclo contracdo-relaxamento executado
pelas miofibrilas, ocasionando o continuo alongamento e encurtamento
do sarcomero, seria suficiente para alterar a estrutura da membrana
celular. A outra hipdlese propbe que esta perda de integridade se deve

principalmente a um estresse metabdlico, consequéncia do ataque de
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EROs ao sarcolema ocasionando um processo de lesdo oxidativa na

membrana (Frankiewicz-jozko et al., 1996 ).

ASPECTOS BIOQUIMICOS DOS MUSCULOS ESQUELETICOS E DO SANGUE

A) SANGUE

O sangue € um tecido de transporte, que possibilita a especializacao
da estrutura e funcdo celular dos demais tecidos. O sangue, que perfaz
5% do peso corporal total é uma suspensido de vdrios tipos de células, em
um meio aquoso complexo chamado plasma (Berne & Levi, 1990). O
plasma é a fase liquida do sangue, onde além das células se encontram
dissolvidos outros componentes fundamentais para o funcionamento do
organismo como as proteinas plasmadticas albumina, transferrina e
globulinas, eletrdlitos como Na®, K*, Ca™, Cl, além de glicose, de extrema
importancia principalmente para o metabolismo oxidativo do cérebro e
anaerdbio das hemadceas. A centrifugacdo de uma amostra de sangue
permite a separacao do plasma de seus constituintes celulares:
e leucocitos
¢ Plaguetas
e Hemaceas

Os leucocitos sdo dividos de forma geral em neutrdfilos, eosindfilos,
linfocitos, mondcitos e basofilos. Todos eles sao responsdveis pelas
complexas respostas imunoldgicas do organismo contra agentes

externos, tais como virus e bactérias (Berne & Levi, 1990).
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As plaquetas desempenham importante funcio no contréle do
sangramento e na génese da trombose, isto €, na formacio de codgulo
dentro dos vasos sanguineos (Berne & Levi, 1990).

As Hemaceas ou eritrécitos sdo as células mais numerosas do
sangue, ocupando cerca de 48% de seu volume total em homens adultos
(Berne & Levi, 1990). Embora seja uma célula anucleada e desprovida de
mitocondrias, seu citoplasma possue todo o aparato enzimético
necessario tanto para a producéo de energia necessaria para assegurar a
integridade de sua membrana como para manter as concentracdes
idnicas (internas e externas), converter CO, em ion bicarbonato, além de
previnir a transformacio oxidativa da hemoglobina em sua forma nio
funcional, a metamoglobina. (Berne & Levi, 1990).

O principal componente proteico das hemadceas ¢ a hemoglobina
(Hb). Sua fung¢do é importantissima pois o O, ligado a Hb nos alvéolos
pulmonares, através de uma ligacdo labil e reversivel, pode se dissociar
da molécula de Hb ao chegar aos tecidos, onde a pO, é mais baixa. A
curva de dissociacdo da hemoglobina de um sujeito normal apresenta
uma configuracido sigmdide caracteristica (Terzi, 1992) e vdrios sdo os
fatores que alteram a afinidade da Hb pelo O,. Assim, o fornecimento de
O, aos musculos esqueléticos pela sua dissociacido da molécula de Hb esta
relacionada a vdrios fatores, tais como a diferenca na pressdo parcial de
O,, abaixamento do pH (efeito Bohr) e a concentracio de 2,3
difosfoglicerato (2,3 DPG). O 2,3 DPG é de fundamental importancia,
tanto que é encontrado nas hemdceas nas mesmas concentragdes que a
propria Hb pois sua ligacdo a hemoglobina estabiliza a forma

desoxigenada, promovendo a liberacdo de O.,.
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B) MUSCULOS ESQUELETICOS

O tecido muscular esquelético em conjunto com ossos e
articulacbes, € responsdvel pelos movimentos executados pelo corpo e
apesar de ser constituido de células (fibras musculares) com
caracteristicas  gerais semelhantes, estas apresentam diferencas
morfoldgicas e funcionais entre si, o que garante uma alta plasticidade a
este tecido.

As principais caracteristicas diferenciais entre tipos de fibras
opostos sdo:

Fibras de contracio rapida ou Tipo IL

Fendtipo: Branco;

Funcionalidade: contracdes rapidas com capacidade de gerar altos niveis
de forca e alto indice de fadiga;

Fonte de energia: carboidratos;

Forma de producéo de energia: glicolitica, anaerdbica e aerdbica;
Fibras predominantes: IIa e IIb;

Defesa antioxidante: baixa;

Fibras de contracio lenta ou Tipo I

Fenstipo: Vermelho;

Funcionalidade: contracbes lentas e repetitivas, baixos niveis de forga;
Fontes de energia: carbohidratos e principalmente lipideos;

Forma de producdo de energia: oxidativa (aerdbia)

Fibra predominante: Tipo I;

Defesa antioxidante: alta;
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A maior parte dos misculos se encontram em estados adaptativos
intermedidrios, apresentando caracteristicas “hibridas”, podendo
produzir energia tanto de forma aerdbia quanto anaerdbia, havendo
contudo uma predominincia de uma via em relacdo a outra que pode
sofrer variacdes nos diversos musculos que compdem o organismo
(Maltin et al. 1989).

Tais caracteristicas se refletem também no recrutamento das
diferentes fibras musculares, tendo em vista que a intensidade do
esforco exerce influéncia decisiva no recrutamento de determinada fibra,
seguindo o principio do tamanho. As fibras lentas ou do tipo I, por
apresentarem menor drea de seccdo transversal sdo recrutadas em
intensidades de esfor¢o mais baixas, enquanto que fibras répidas que
apresentam maior drea de seccdo transversa sdo recrutadas somente em
esforcos de alta intensidade (Edstrom & Grimby, 1986). Portanto,
quando se executa um treinamento intermitente, se atinge
principalmente fibras de contracéo rapida, ao passo que durante um
treinamento de endurance as fibras trabalhadas sic as de contracio

lenta.

ADAPTACOES INDUZIDAS NA CAPACIDADE OXIDATIVA PELO
TREINAMENTO FISICO

As adaptacdes induzidas pelo treinamento fisico podem ocorrer de
forma sistémica, isto €, alteracbes que afetam o sistema respiratdrio e
circulatorio, incluindo o sistema de transporte de oxigénio, a composicac

corporal e alteracbes na pressido arterial ou em nivel tecidual, onde as
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alteracdes bioquimicas estdo relacionadas principalmente com o

funcicnamento do metabolismo energético.

Ao nivel sistémico, algumas das principais adaptacoes induzidas
sdo: alteracdo no volume cardiaco, menor frequéncia cardiaca de
repouso, maior volume de ejecdo e aumento no volume sanguineo e na

concentracdo de Hb.

Com a técnica denominada ecocardiografia, fol possivel tracar um
perfil adaptativo do aumento do volume cardiaco de forma mais sensivel,
Utilizando este método, constatou-se que a hipertrofia cardfaca em
atletas de modalidades de endurance ou resisténcia caracteriza-se como
uma grande cavidade ventricular com espessura normal da parede do
miocardio (Nutter et al, 1975; De Maria et al,1978; Ehsani et al, 1978),
aumentando assim o volume de ejecdo deste tipo de atleta (Ekblom &
Hermansen, 1968; Green et al, 1991). Por outro lado, a hipertrofia
cardiaca de atletas engajados em modalidades de velocidade ou que
envolvem aito nivel de forga, caracteriza-se como uma parede ventricular
mais espessa com cavidade normal (Morganroth et al, 1975; Snoeckx et

al, 1982).

Qutra alteracio sistémica interessante que o treinamento induz é a
bradicardia de repouso (reducdo da frequéncia cardiaca). Convém
salientar que a magnitude da bradicardia ¢ a mesma tanto em atletas de
endurance quanto em atletas de ndo endurance. Os estudos acerca deste
assunto demonstram que esta adaptacdo ocorre de forma lenta e
depende de um longo tempo de treinamento (Frick et al,1967). Os
mecanismos que levam a reducdo da frequéncia cardiaca em atletas

ainda ndo esta iotalmente esclarecido. No entanto estudos evidenciam
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que o principal fator desencadeante desta adaptacdo ocorre ao nivel de
sistema nervoso autdbnomo através de um maior tdnus vagal e de uma
diminuicdo na influéncia simpética (Frick et al, 1967; Sirgvardsson et al,
1977; Winder et al, 1978). Outra importante adaptacdo hd muito tempo
observada é ao nivel sanguineo, tanto em relacio ao aumento do volume
plasmatico quanto na quantidade total de Hb (Kjellberg et al, 1949;
Oscai et al, 1968).

Dentre as adaptacoes musculares podemos destacar troca no
substrato energético utilizado, aumento da quantidade e densidade
mitocondrial, da densidade capilar ¢ também na atividade de varias
enzimas do ciclo de Krebs, cadeia respiratéria e da B-oxidacdo de 4cidos
graxos, além de alteracao no perfil das proteinas contréteis (Holloszy,
1967; Henriksson et al, 1986; Lash & Bohlen, 1992; Pette & Vrbova,
1992).

As enzimas do sistema de defesa antioxidante também parecem
sofrer acdo regulatéria do treinamento fisico, haja visto que uma vez
aumentada a capacidade oxidativa, a capacidade em gerar EROs também
¢ potencializada,

Os estudos neste sentido sdo recentes e ainda pouco conclusivos.
Inicialmente os resultados acerca deste assunto se apresentavam de
forma contraditdria, principalmente pelo fato de diversos protocolos
serem empregados e pela falta de um controle mais rigoroso sobre a
intensidade do esforco. Atualmente ja hd um consenso maior que o
treinamento, principalmente o de resisténcia, até pelo fato de ser o
modelo mais empregado nos estudos da literatura, induz aumento na

atividade das enzimas antioxidantes, tanto no miisculo gquanto nas
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hemaceas, sendo que aparentemente nestas células as enzimas do
sistema da glutationa peroxidase/redutase sio as mais sensiveis ao
treinamento, exibindo, via de regra, suas atividades aumentadas, embora
ainda existam controvérsias (Para uma wmelhor revisio sobre este

assunto ver (Jenkins, 1988; Sen, 1995 e Parker, 1997).

TREINAMENTO FISICO E ESTRESSE OXIDATIVO

E interessante notar que a maioria dos trabalhos utilizando
protocolos de treinamento do tipo continuo (realizado a velocidades
submaximas e crescentes) mostra sempre um efeito adaptativo benéfico
no organismo. Aparentemente, esta situacdo adapta o organismo a
aumentos nao somente da capacidade oxidativa, como da defesa
antioxidante dos musculos (Alessio e Goldfarb, 1988: Venditti e
Meo0,1996) e, deste modo, as adaptacbes ndo sdo acompanhadas por
estresse oxidativo acentuado das fibras musculares.

Aumentos no ataque oxidativo sem o concomitante aumento na
capacidade de defesa antioxidante parece ser resultado de protocolos de
exercicio do tipo intermitente, realizado por breves periodos, a alta
intensidade (com predominio do metabolismo anaerdbico) intercalado
por pausas curtas (Alessio et al, 1988; Criswell et al, 1993). Convém
salientar o quanto este tipo de treinamento simula um processo de
"isquemia-reperfusdo”, conhecido gerador de espécies reativas de
oxigénio (Sjodin et al. 1990). Além disso, todos os resultados obtidos
com animais submetidos a um exercicio fisico até a exaustio mostram

um aumento nos danos celulares. Nesta situacdo, foram demonstrados
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sensibilidade aumentada a agentes oxidantes, diminuicio nos valores de
contrdle respiratorio e niveis aumentados de produtos da peroxidacio
lipidica (Davies et al, 1982; Gollnick et al,, 1990). Este tipo de exercicio
parece afetar também a atividade de vérias enzimas quando aplicado
tanto em animais sedentérios quanto em animais ja treinados ( Ji et al,

1988).
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Para que as fibras musculares possam realizar as adaptacdes
impostas por uma periodizacdo de treinamento é preciso que,
primeiramente possa suportar o estimulo. Dependendo da intensidade e
natureza do estimulo este pode configurarse num impacto
demasiadamente danoso a célula. Nosso grupo de pesquisa acredita que
ao buscar uma situacao de maior economia com o maximo de eficiéncia
possivel o processo adaptativo deve estar em sintonia com as exigéncias
funcionais a que o musculo esta sendo submetido. Num treinamento que
leve a adaptacéo do organismo é de se esperar que sejam fundamentais
ao nivel muscular as seguintes decisdes adaptativas:

a) Ajustar a capacidade oxidativa (através do aumento no

transporte e utilizacdo de oxigénio);

b) Combater a toxicidade do aumento da producido de radicais

livres de forma econdémica (através de um aumento na atividade

enzimatica do sistema antioxidante).

Nosso objetivo, no periodo que compreendeu desde a iniciacio

cientffica até esta dissertacao de mestrado, foram:

a) padronizar as técnicas de analise de biomarcadores dos
sistemas oxidativo e de defesa antioxidante no miisculo séleo
de ratos submetidos a um protocolo de treinamento de
resisténcia e compara-los com os mesmos biomarcadores nas

hemaceas.

b) Estudar as adaptacdes induzidas por dois protocolos de

treinamento diferentes, continuc ou intermitente, tanto no sangue
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quantc no miusculo sdleo, tendo em vista as diferentes vias
metabSlicas recrutadas durante a execugdo do esforco e também
correlaciona-los com os niveis de lesiao muscular provocada pelos

dois tipos de atividade.

BIOMARCADORES UTILIZADOS

A) Sangue:

1) Metabolismo oxidativo : [1 Hb
[l Lactato

12,3 DpPG

2) Sisterma de defesa antioxidante (hemaceas):
Atividade das enzimas glutationa redutase e catalase.
3) Lesdo muscular:

Atividade da enzima creatina quinase.

B) Musculos (Sdleo)

1) Metabolismo oxidativo:
Atividade das enzimas succinato desidrogenase e citrato sintase.
2) Sisterma de defesa antioxidante:

Atividade das enzimas glutationa redutase e catalase.
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Protocolos de Treinamento

Para os 2 tipos de treinamento, utilizamos ratos tipo Wistar,
machos, de aproximadamente 2 meses de idade obtidos do Centro de
Bioterismo da UNICAMP e mantidos em ciclo invertido de claro-escuro
por duas semanas antes do perfodo de adaptacdo. Todos os animais
foram submetidos a duas semanas de atividade didria, que consistia em
correr a uma velocidade de 10 m/min por 5 minutos. Esta semana inicial
teve dupla finalidade, a primeira foi separar os animais que corriam
voluntariamente, constituindo os grupos treinados, dos animais que se
recusavam a correr, que constituiram o grupo controle sedentario,
confinados apenas a movimentacdo dentro das gaiolas. O segundo
objetivo foi adaptar os animais que participaram do treinamento a
esteira rolante. Ao final do periodo de adaptacdo os animais foram
divididos nos seguintes grupos: grupo controle sedentdrio {CO), um
grupo de treinamento de endurance (ET) e ainda no grupo de

treinamento intermitente (IT), na segunda etapa de nosso trabalho.

Os diferentes protocolos tiveram a duracdo total de 8 semanas e
foram realizados em esteira rolante com inclinacio de -3°. Ambos foram

divididos em duas fases;

a) Fase I (primeiras 4 semanas): aumento progressivo na intensidade e

duracdo do esforgo

b) Fase II (diltimas 4 semanas): manutencéo da intensidade e duracéo do

esforco atingidas na 4° semana.

(ad
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Continuo Intermitente
Semanas | Velocidade | Tempo Velocidade | Tempo | Pausa | Numerc
(m/min)| (min) (m/min) | (min) | (min) |9¢
Repeti¢des
1° 15 20 20 5 2 4
28 20 30 30 2,5 1 4
3¢ 22,5 45 32,5 2,5 1 6
48 25 60 35 2,5 1 6
5% a 8° 25 60 35 2,5 1 6

Isolamento de Mitocondrias de Musculo Esquelético:

Para o isolamento de mitocdndrias de musculo esquelético foram
utilizados os muscuios Gastrocnémio e Séleo de ratos Wistar machos. As
mitocondrias foram isoladas por centrifugacao fracionada, segundo
Bhattacharya et al.(1991), com algumas modificacdes. Inicialmente o
animal foi anestesiado com 1mL de hidrato de cloral (1%), o miusculo
extraido foi colocado sobre um papel de filtro embebido em meio de KCI
46mM, sacarose 100mM, tamponado com MOPS 100mM, pH 7.4,
contendo EDTA 10mM, para a retirada de vestigios de gordura. Feito
isso o musculo foi emergido em solucdo gelada idéntica a anterior na
proporcdo de 10 vezes o peso do musculo, picado em pequenos pedacos

com uma tesoura e colocado sob agitacdo por 5 minutos na presenca de
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Nagarse 20mg% e BSA 0,5%. A Nagarse ¢ uma protease que t8m a funcéo
de digerir as miofibrilas que podem contaminar a preparacdo de

mitocdndrias isoladas.

Apos a lavagem os musculos foram homogeneizados 3 vezes em
homogeneizador Potter-Elvehjem (velocidade maxima do aparelho), na
mesma solucdo onde foi agitado. O homogeneizado assim obtido foi
filtrado em gaze (a fim de separar as miofibrilas, que estdo presentes em
maior concentracdo no homogeneizado) e centrifugado a 28000 rpm
por 10 minutos. O sobrenadante foi desprezado, pois continha Nagarse;
e o sedimento ressuspensc em 30ml de meio contendo sacarose 100mM,
KCl 46mM tamponado com MOPS 100mM (pH 7.4), na presenga de BSA
0,5%, na velocidade mais lenta do homogeinizador. O homogeneizado foi
centrifugado a 6000 rpm por 5 minutos, e o sobrenadante resultante
centrifugado a 28000 rpm por 10 minutos. Ressuspendeu-se o
sedimento em 1,5mL de meio (sem EGTA e sem BSA) manualmente.
Todo procedimento se deu entre O° C e 4° C . A dosagem de proteina foi
feita pelo método de Biureto (Gornall et al, 1949), utilizando albumina

de soro bovino (BSA) como padrio.

Preparacdo do homogeizado de Musculo Esquelético

Para o homogenato de musculo esquelético foi utilizado o musculo
séleo de ratos Wistar machos. Apds o animal ter sido anestesiado com
1ml de hidrato de cloral (10%), o musculo foi extraido e colocado sobre
um papel de filtro para a retirada de vestigios de gordura e tecido
conjuntivo. Feito isso, o musculo foi imerso em nitrogénio liquido,

congelado e conservado a -70°C, até os ensaios serem conduzidos. Para
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sua utilizacdo este material apds ser descongelado e cortado em
pequenos pedacos de 30 mg foi imerso em meio contendo sacarose 440
mM, MOPS 50 mM, PMSF 0,01 mM e EDTA 100 mM, pH 7.2. Os musculos
foram entdc homogeneizados em tubos eppendorf 8 vezes, em
homogeneizador tipo Polytron (na velocidade méxima do aparelho), por
30 segundos. O homogeneizado assim obtido foi centrifugado a 20.000
rpm por 20 minutos. Desprezou-se o sedimento e o sobrenadante obtido
desta centrifugacio foi utilizado para os ensaios enzimdticos. Todo
procedimento foi feito entre 0°C e 4°C. A dosagem de proteina foi feita
pelo método de Biureto (Gornall et al, 1949), utilizando albumina de

soro bovino (BSA) como padrio.

Preparacio da papa de Hemdceas

O sangue (cerca de 8 mL) foi coletado na veia hepatica do mesmo
animal em que se retiraram os musculos. Centrifugamos o sangue 3
vezes a 2.500 rpm por 5 minutos em Tampdo fosfato 0.1 M com NaCl
1% pH 7,4. Apds o isolamento das hemdceas, estas foram lisadas
adicionando-se  H,O (1:1 v/v) e centrifugadas a 5.000 rpm por 10
minutos por duas vezes, a fim de retirar as membranas remanescentes.
Desprezamos © sedimento e o sobrenadante é congelado a -70°C para
posterior analise, A dosagem de hemoglobina do hemolisado foi feita

pelo método de DRABKIN ( Beutler,1975).
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Determinacdo das Atividades Enzimadticas

a) Succinato Desidrogenase

A succinato desidrogenase (SDH) (EC 1.3.99.1) catalisa a oxidacdo
do succinato a fumarato com reducio do FAD a FADH, , que é reoxidado
pela ubiguinona da cadeia de transporte de elétrons.

Fenazina metasulfato (PMS) e seus andlogos sdc os unicos
aceptores conhecidos por interagir rapida e diretamente com a
desidrogenase. Assim, a atividade da succinato desidrogenase pode ser
medida pela reducdo do corante 2,6 diclorofenol indofenol (DCPIP)
através da reoxidacdo da fenazina metasulfato (PMS). Com a reducdoc o
DCPIP perde a cor e a reagdo pode ser seguida a 600nm, segundo Veeger
et al. (1969) da seguinte maneira:

Succinato +  PMS succnato » Fumarato + PMS™

desidrogenase

PMS + x@{: ?i? reacdo rapida, ndo enzimdtica > ?Msox + DC?IPWM

O meio bdsico de reacio consiste em sacarose 125 mM, KCI
65mM, Hepes 10 mM (pH7.6), rotenona 1luM, antimicina luM, PMS
(1%) e BSA (3%). Utilizamos um inibidor de 2° sitio (antimicina A) para
impedir a reoxidacdo de FADH, pela cadeia respiratdria. Inclui-se também
o BSA para sequestrar vestigios de acidos graxos.

Apds 2 minutos de adicdo da suspensio mitocondrial (Img/mi,
acrescentou-se o DCPIP 33mM, deixando estabelecer uma linha de base, e

entio o succinato a fim de iniciar a reacdo. A medida da atividade da
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succinato desidrogenase se deu através da velocidade com que o PMS
reduziu o DCPIP que ao perder sua cor provoca uma diminuicdo no

valor da absorviancia em 600nm.

Para o calculo da velocidade da reacdo enzimdtica usamos a
equacido de Beer-Lambert:

A = E.c.1: onde A é a absorvancia da amostra, E € o coeficiente de
extincdo molar e igual a 21,000 M'.cm? para o DCPI?, ¢ ¢ a
concentracdo de DCPIP e 1 é o caminho dptico da cubeta. A leitura das
absorvancias em um determinado intervalo de tempo nos permitiu
determinar a sua diferenca e nos forneceu a velocidade da reacado

enzimatica catalisada pela enzima succinato desidrogenase.

b) Citrato Sintase

A citrato sintase (CS) (FC #4.1.37) é uma enzima intramitocondrial
do ciclo de Krebs, que catalisa a condensagdo do oxaloacetato (DAA) com
acetil CoA, dando inicio ao mesmo. Medimos sua atividade pelo método
proposto por Srere (1969). O meio de reacdo continha 0.1 mL de DTNB
ImM, 0,03 mL de Acetil CoA 10mM e volume do homogeneizado
muscular correspondente a 50 mg/mL. A reacdo 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
reacdo foi seguida a 412 nm em espectrofotdmetro Beckman DU 640,

acompanhando a formacdo de TNB, segundo as seguintes reacdes:

Acetil CoA + Oxalacetato Citrato Sintase > Citrato + CoASH

COASH + {}‘Z"“Mg Reacao rapida, ndo enzimatica > COASTNB + Tﬁé%
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para o calculo da velocidade da reacdo enzimatica usamos 2

equagio de Beer-Lambert:

A = Ec.l: onde A é a absorvancia da amostra, E=13.600 Micm™ para o
TNB. A leitura das absorvancias em um determinado intervalo de tempo
nos permitiu determinar a sua diferenca e nos forneceu a velocidade da

reacdo enzimdtica catalisada pela enzima citrato sintase.

¢) Glutationa Redutase.

Os ensaios de ambas as amostras, muscular e sanguinea, 530
similares ¢ conduzidos de acordo com Smith et al (1988). Optamos por
utilizar este método por garantir uma maior variacdo nos valores de
absorvancia, diminuindo assim o© erro experimental e evitando
interferéncia, principalmente nos ensaios conduzidos nas hemdceas,

ocasionadas pela hemogiobina.

As amostras (sangue:l ul de hemolisado; musculo: volume de
homogeneizado correspondente a concentracio de 50 mg/mbL de
proteina) foram adicionadas a um meio de incubacdo contendo KH.PO,
0.2 M e EDTA 2 mM em pH 7.0. Foram adicionados ainda ao meio de
reacio 50ul de NADPH Z mM, Z50ul de DTNB 3mM e 50 uL de GSSG 20
mM, a fim de iniciar a reagdo. A formacdo de TNB foi acompanhada

como descrito no item anterior, segundo as seguintes reacdes:
GSSG + NADPH—5. 3 GSH + NADP

GSH + DTNR  ———————3 GSTNB + TNB

41



42

para o célculo da atividade da enzima no sangue foi utilizada a
seguinte equagdo. E = 100xA/IHb], onde £ é a atividade em unidades
internacionais (UI)/grama de hemoglobina, A é 0 nimero de unidades de
enzima da amostra e é calculada pela equacgio: AA{/13.600 x V,/ V., onde
AA & a diferenca da absorvincia a 412nm em 1 minuto, 13.600 M™. cm™
6 o valor do coeficiente de extincdo molar do TNB a 412nm, V4 é o
volume de hemolisado na cubeta, V. ¢ o volume total da cubeta e [Hb] &

a concentracdo de hemoglobina do hemolisado em g/mtL (Reutler, 1975).

Para calcular a atividade desta enzima em homogenato de musculo

utilizamos a mesma equacdo usada para o calculo da citrato sintase.

d) Catalase:

Os ensaios para dosagem da atividade da catalase foram conduzidos
adicionando-se as amostras, sangue ou musculo (idem a glutationa
redutase) a tampio fosfato 50 mM e perdxido de hidrogénio (H,0.) 10
mM, (Aebi, 1984). A queda nos valores de absorvancia do H,0, ¢é seguida

espectrofotometricamenta a 240 nm, segundo a reagdo:

O calculo da atividade da catalase sanguinea foi feito pela seguinte
equacao: (2,3/4%).(a/b). (log A,[AD, onde a é o volume de hemolisado na
cubeta e b & o volume total da cubeta, A, o valor da absorvancia em t=0

e A, é o valor da absorvancia no tempo final, que em nosso caso se da
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aos 15 segundos apos o inicio da reacdo (Aebi,1984). Para o calculo da
atividade desta enzima no musculo foi utilizada a mesma equacéo
descrita para a citrato sintase e glutationa redutase, utilizando o valor
de coeficiente de extincdo molar do H.O, a 240 nm de 43.600 .M*.cm™
(Andersen et al, 1997).

Dosagem de 2,3 DPG

Rose e Liebowitz (1970) descreveram um método de dosagem do
2,3 DPG, baseados no principio de que este ¢ hidrolisado a 3-
fosfoglicerato e fosfato inorganico (Pi) por uma enzima chamada 2,3
difosfoglicerato fosfatase, sendo o acido fosfoglicélico um cofator
necessario a reacao.

A dosagem do fosfato formado pode ser feita fotometricamente
segundo Fiske & Subbarow (1925), o qual quantifica a formacao do
composto fosfomolibdato de amonio (azul) a partir da reducdo do
complexo fosfoamonio em presenca de um redutor. Como a quantidade
de fosfato (Pi) formado é diretamente proporcional a concentracao de
2,3 DPG inicialmente existente, podemos assim determinar a sua
concentracdo sanguinea.

O preparo da amostra consistiu em adicionar o 4acido
tricloroacético 8% em H,SO, 0,07 N gelado ao sangue na proporgio de
1:3, para desproteinizacdo, apGs um repousc de cinco minutos em
banho de gelo centrifugou-se a amostra (250 x g por 2min). Os ensaios
foram conduzidos segundo o boletim SIGMA n° 665 (1974) com a
utilizacio de um Kit SIGMA especifico para a dosagem de 2,3 DPG.
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Dosagem da concentracdo de lactato sanguineo

As dosagens de lactato sanguineo foram feitas com auxilio do
lactimetro Accusport (Boehringer Mannhein) ( Fell et al, 1998). As
amostras foram coletadas cortando-se a ponta da cauda do animal, apds
a ultima sessdo de treino da semana e a dosagem foi feita em sangue

total.

Dosagem das concentracbes de Hemoglobina {(Hb) e atividade da

enzima Creatina Quinase (CK),

As dosagens destes parametros foram executadas com auxilio do
aparelho Reflotron (Boehringer Manheinn). As amostras foram coletadas
cortando-se a ponta da cauda do animal 48 horas apds a ultima sessédo
de treinamento da semana e as dosagens foram feitas utilizando-se
sangue total (32 pl). A dosagem da concentracio de hemoglobina total,
se baseia no principio da cianometahemoglobina, a atividade da CK ¢
determinada indiretamente, através de reacdes acopladas, seguindo a

decomposicdo do H.0, .

A andlise é feita com auxilio de tiras com uma regido reativa onde
se encontram os compostos reagentes que quando em contato com o

sangue da amostra formam o composto a ser medido por reflectometria.

Andlise estatistica: Utilizamos o teste t-student e a andlise de varidncia

ANOVA, adotando como nivel de significancia p < 0.05.
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PARTE I

Nesta primeira secdo mostraremos os resultados obtidos na
fase inicial de nosso trabalho, onde acompanhamos semanalmente a
variacdo nos biomarcadores durante um protocolo de treinamento de
endurance, no intuito de analisarmos o perfil adaptativo nos dois
sistemas, muscular e sanguineo. Naquele momento, o importante era
responder se o que estava acontecendo nos miusculos se refletia

temporalmente nas hemadceas.

Os graficos apresentados nas figuras 2, 3 e 4 nos mostram o perfil
adaptativo dos marcadores de metabolismo aerdbio, tanto ao nivel
sanguineo através das concentracdes de Hb e 2,3 DPG quanto ao nivel
mitocondrial através da determinaciao da atividade da enzima SDH.
Percebemos que enquanto a intensidade do esforco foi incrementada
(até a 4° semana) os niveis de tais marcadores também tenderam a
aumentar, atingindo seus respectivos picos exatamente no momento
onde a intensidade do treinamento foi mais alta. Notamos também que a
medida em que a intensidade do treinamento se estabilizou (5% até 82
semana) houve uma estabilizacdo nos niveis de todos os pariametros
estudados, apresentando uma pequena queda em relacdo ao pico
maximo obtido anteriormente, na 4* semana. No entanto esta
estabilizacdo ocorreu em niveis significativamente maiores quando

comparados aos valores obtidos no grupo de animais controle.
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Estes resultados indicam que a adaptacdo do sistema aerdbio estd
intimamente ligada a intensidade do esforco. Estes resultados tambem
nos evidenciam que as adapta¢des tanto em nivel muscular quanto
sanguineo, principalmente no sentido de disponibilizar um aporte de
oxigénio maior para o musculo (principal requisito para que haja o
processo de fosforilacdo oxidativa) ( Chance et al, 1985) ocorrem

paraielamente.

No que diz respeito a capacidade enzimitica de defesa
antioxidante, os dados estdc apresentados nas Figuras 5 e 6. Notamos
gue as atividades da enzima glutationa redutase tanto sanguinea quanto
mitocondrial apresentaram praticamente o mesmo perfil de aumento

mostrado para o metabolismo oxidativo, sendo que a GR sanguinea teve
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seu pico maximo, assim como os demais marcadores na 4% semana,
enquanto que a mitocondrial apresentou seu pico de forma mais tardia,
na 6 semana. Da mesma forma que os demais parimetros, a atividade
da GR, tanto muscular quanto mitocondrial, tendeu a se estabilizar nas
ultimas semanas do protocolo de treinamento, quando a intensidade
permaneceu inalterada, permanecendo também acima dos valores
obtidos no grupo controle, principalmente a atividade da GR

mitocondrial,
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FIGURAS : Atividade da ghuiationa redulase ssrguinea durarte o periodo de tresramento.
Ratos treinados {—=-— ) 2 rtos controle sedertério { —® ). Resultados sho média = DP
{r=3). " p<0.L05 em reaclo ao controle.
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sugerem que as adaptagdes do sistema de defesa

sanguineo e muscular também ocorrem

Nesta segunda parte de nossos resultados, apresentaremos os

dados obtidos a partir de 2 diferentes tipos de protocolos de

treinamento. Nesta etapa, dividimos os animais em trés grupos distintos:

O grupo sedentario controle (CO), outro grupo submetido a um

treinamento de endurance (ET), e o grupo de animais submetidos a um

treinamento intermitente (IT). Nosso objetivo neste momento era



comparar as adaptagbes induzidas pela utilizagdo de diferentes vias

metabdlicas de producéo de energia.

Os dados da concentracdo de lactato sanguineo (Figura 7)

mostram que nos dois protocolos (continuc 2 intermitente) a
intensidade maxima de esfor¢o foi atingida na quarta semana. Tais dados
mostram ainda que o treinamento intermitente, como esperado, foi
realizado numa intensidade superior quando comparado ao continuo,
onde predominou o metabolismo oxidativo, pois os niveis de lactato
sanguineo estao indicando um trabalho predominantemente anaerdbio

ao longo do treinamento intermitente.

7 - - t \\\‘
- A R
8 H B
= T F 1
= 5 P BN
z P!
g4 L K =]
= P Fe “‘ﬁsf"#-
& 34 - / - T :
i d ——F
Z ,«/ - 1 “i”\?;_m,wz
4 3 —_
(1 U SRS SR S

T
2

13
4

8

¥
8

Tempo (semanas)
Figura 7: Concentragao de lactato durante o periodo de treinamento.
& arypo IT, —=— grupo ET & —#— grupo CO .
Resultados s&o médias = DP [n=8). *p< 0.05 comparadc com CO |
#p< 0.05 comparade com ET.



A Figura 8 evidencia que o treinamento continuo se mostrou mais
eficiente em aumentar a concentracdo de hemoglobina, principalmente
nas primeiras 5 semanas de treinamento, quando a velocidade e duracédo
do esforco foram progressivamente aumentadas. O protocolo de
treinamento intermitente, embora tenha induzido um aumento pouco
menor nas primeiras 4 semanas, ao final do treinamento apresentou um
aumento significativo na concentracao de hemoglobina (Figura 8)
praticamente igual ao do treinamento continuo. A resposta adaptativa
dos niveis de 2,3 DPG como mostrada na Figura 9 se mostra semelthante
aos da Hemoglobina, isto é, na 4* semana o grupo ET apresentava niveis
significativamente superiores aos do grupo IT que ao final do
treinamento atingiram o mesmo patamar do outro grupo, que se

manteve praticamente inalterado,
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Figura 8: concentragio de hemoglobina, durnte o perfodo de treinamento.

—w— qrpo iT, —e—grupoc ET e —&— grupo CO .Resultados sae
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4
O3

35 T =
L. B - - - -
i co
1 MEET 5
- el
. 25 5
et s
% 2,0 s
3 e
g - S
S
o /;}f/ iesels ’0.30::‘
D 15
o F b atetetate%s
LT
~ e
™ 104 SRR
ne
65 - 2
, ] //7 ’ %
oo i

Cantrge s a
4" semana & semana

FESURA @ Concentragiio de 2.3 DPG nos grupos CO, ET e IT, na quarta e okava
semana de treinamento, Resultados sfio médias: DP (n=8).
*p<0.05 em relacio ao grupo confok.

Quando analisamos a capacidade oxidativa muscular, podemos
observar ao final das 8 semanas de treinamento um aumento
significativamente maior na atividade da enzima citrato sintase no grupo
IT quando comparada ao grupo ET, demonstrando uma eficiéncia maior
do treinamento intermitente ao nivel muscular localizado (Figura 10).
Estes dados corroboram as observagdes na pratica desportiva, de que o

treinamento intermitente é mais eficiente para aumentar a poténcia

aerobia.
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As figuras 11 e 12, mostram a capacidade do sistema enzimatico
de defesa antioxidante do musculo Séleo e as Figuras 13 e 14 nas
Hemadceas. Podemos observar que os dois treinamentos também
induziram um comportamento distinto em relacdo a adaptacdo neste
sistema, embora desta vez tenha ocorrido o inverso. Apesar de ambos
aumentarem a atividade das enzimas glutationa redutase e catalase, ao
seu final, o protocolo continuo teve efeito maior na adaptacao deste
sistema, principalmente em relacdo a enzima glutationa redutase
muscular. Ou seja, no musculo séleo a atividade das enzimas do sistema
antioxidante no grupo ET sempre permaneceu significativamente maior

quando comparadas ao grupo IT (Figuras 11 e 12).
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mesmao

comportamento (Figuras 13 e 14). A atividade destas enzimas, apesar de

na guarta semana estarem significativamente maior no grupo ET, ao
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da oitava semana atingiram praticamente o mesmo nivel,

independentemente do tipo de treinamento.
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Finalmente os dados dos niveis de lesao muscular induzidos pelos

dois treinamentos e medidos através da atividade da CK sérica (Figura

15) nos mostram que o grupo IT principalmente até a quinta semana de

treinamento, apresentou niveis superiores de lesdo em relacéo ao grupo
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ET, tendendo no entanto a diminuir com a manutengdo da velocidade e

duracio do esforco, a praticamente os mesmos niveis dos grupos CO . De

qualquer forma, esses resultados evidenciam um nivel de lesdo muscular

maior provocado pelo treinamento mais intenso, principalmente quando

este estava na fase de aumento progressivo da intensidade de trabalho.

Isto nos permite especular que se a carga continuasse a ser aumentada,

o exercicio provavelmente causaria um dano muito maior e talvez

irrecuperdvel.
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Os resultados obtidos na primeira fase de nosso trabalho, nos
mostram que ha uma correlacido entre os marcadores do metabolismo
oxidativo e sistema de defesa antioxidante no musculo e no sangue.

Vimos que todos os parametros do metabolismo oxidativo
alcancaram seus respectivos picos na 4° semana de treinamento, onde
também foi midximo o esfor¢co exigido dos animais no protocolo
utilizado.

No que diz respeito ao sistema de defesa antioxidante, a atividade
da enzima GR mitocondrial (Figura 6) atingiu seu pico maximo duas
semanas apOs a sanguinea. E interessante notar que o aumento na
atividade da GR mitocondrial se deu somente apés uma wmelhora
significativa na capacidade oxidativa mitocondrial, medida pela atividade
da enzima SDH (Figura 4). Estes dados sugerem uma relacdo causa-efeito
entre o aumento da capacidade oxidativa e 0o aumento do sistema de
defesa antioxidante. Laughlin e colaboradores (1990) demonstraram
também uma relacdo linear entre a atividade da SDH e da Glutationa
Peroxidase. Ji e colaboradores (1990) propuseram que o aumento na
producio de EROs, induzido pelo aumento na capacidade oxidativa seria
responsavel pela sinalizacdo do aumento da atividade do sistema
enzimatico antioxidante.

Nossos resultados também deixam evidente a eficiente protecao
antioxidante induzida por um treinamento de endurance nas
mitocondrias, haja visto o aumento de aproximadamente quatro vezes
na atividade da GR em relacdo aos animais do grupo controle.

Embora viérios autores tenham mostrado adaptacdes induzidas

pelo treinamento fisico ao nivel sanguineo e muscular (Ohno et al,
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1986; Alessio & Goldfarb,1988; Duthie et al.,, 1990; Ji et al,, 1992), em
nossa revisdo bibliografica, nao foi encontrado nenhum trabalho que
tivesse um objetivo similar ao por nos proposto nesta parte do trabaiho,
isto ¢, analisar semanalmente parametros oxidativos e de defesa
antioxidante nos dois sistemas a fim de tracar o perfil adaptativo dos
mesmos e comparar se as adaptacdes ocorridas ao nivel muscular era
também obserwvado nas hemiceas.

Uma vez que nossos resultados desta primeira fase indicaram um
grau de correlacédo grande entre os parametros estudados, analisamos as
adaptacdes induzidas pelo protocolo de treinamento intermitente e

comparamos com as induzidas pelo treinamento continuo.

Os resultados apresentados mostram que ao final de 8 semanas,
ambos protocolos foram eficientes em induzir adaptacdes positivas em
todos biomarcadores por nds estudados, tanto os oxidativos quanto os
do sistema de defesa antioxidante. Em relacdo aos biomarcadores do
metabolismo oxidativo, j4 ¢ consenso que o treinamento de endurance
induz aumento na concentracdo de hemoglobina (Eichner, 1986), 2,3
DPG (Di Bella, 1996) e na atividade das enzimas oxidativas do ciclo de
Krebs e cadeia respiratoria (Fitts et al, 1975). Por outro lado, apesar da
literatura contar com um numero reduzido de investigacdes acerca de
protocolos de treinamento intermitentes, Dudley {(1982) evidenciou uma
relacdo positiva entre a intensidade do esforco e capacidade oxidativa
mitocondrial analisando a atividade da Citocromo C Oxidase utilizando
ratos como modelo experimental. Jacobs et al. (1987) e Duncan et al.
(1998) demomnstraram também em humanos que o treinamento

intermitente € mais eficiente em aumentar a capacidade oxidativa do

60



|61

musculo, a despeito dos resultados obtidos por Hickson et al. (1976)
onde os autores ndao detectaram nenhuma alteracio em enzimas tanto
da via glicolitica quanto do ciclo de Krebs em protocolos de endurance e
intermitente, muito provavelmente devido 4 ineficiéncia do estimulo

empregado neste trabalho.

Embora a sinalizacdo intracelular que desencadeia tais adaptacdes
seja desconhecida e ainda alvo de estudos, acredita-se que a hipoxia
tecidual seja um dos fatores que contribuam para esta sinalizacdo
(Booth & Thomason, 1990 ). Os resultados apresentados na Figura 10,
referentes a atividade da enzima citrato sintase corroboram os dados
destes autores pois a atividade da CS, ao final dos treinamentos estava
significativamente maior no grupo IT quando comparado ac ET. Aiém
disso os dados da concentracdo de lactato (Figura 7) confirmam uma

situacdo de hipodxia mais intensa no grupo IT.

Por sua vez no que diz respeito a capacidade antioxidante
muscular, os dois protocolos induziram aumentos de forma diferenciada
na atividade das enzimas estudadas, apresentando uma tendéncia em
apresentar atividades maiores no grupo ET quando comparadas ao
grupo IT, especificamente a GR muscular no grupo ET apresentou
atividade estatisticamente maior quando comparada ao grupo IT
(Figuras 11 e 12). Em estudo similar ao nosso, Criswell et al. (1993)
utilizando um protocolo de treinamento intenso, obtiveram resultados
muito proximos aos por nds obtidos, embora mensurando a atividade
das enzimas superoxido dismutase e glutationa peroxidase. Os dados
obtidos com o grupo ET sdc consistentes com dados da literatura, que

mostram aumento na atividade das enzimas antioxidantes em resposta a
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estimulos cronicos de protocolos de treinamento fisico de endurance
tanto em ratos quanto em humanos (Sen et al.1995; Dekkers et al,,
1996). Somani & Husain (1996) demonstraram um aumento na
afinidade pelos substratos das enzimas antioxidantes superédxido
dismutase, glutationa peroxidase/redutase e catalase através da
diminuicio no valor da Km, bem como um aumento na Vmax destas
enzimas em varios tecidos, dentre eles o tecido muscular, evidenciando

aumento na expressdo destas enzimas apds treinamento de endurance.

Durante o exercicio de longa duracdo hd uma queda na razdo
glutationa reduzida (GSH)/glutationa oxidada (GSSG), que nao é restrita
somente as fibras musculares, mas também se da no figado e no sangue
sendo que em aproximadarente 96 horas apés o término do esforco a
concentracdo de GSH € maior em relacdo a concentracio pré existente, o
que sugere uma ativacdo da enzima glutationa redutase durante este

periodo (Gohill et al, 1988; Sen et al,, 1992 e Tessier et al,, 1995).

O fator que nos levou a acrescentar o protocolo de treinamento
intermitente, além daspequena atencdo dispensada a este tipo de
treinamento, foi a proposta de Ji et al. (1990), que uma formacao
aumentada de radicais livres seria um estimulo para o aumentc na
atividade das enzimas antioxidantes o que teoricamente sugere que
atividades mais intensas, executadas por um protocolo de exercicio
intermitente, induziriam aumentos maiores na atividade das enzimas
antioxidantes quando comparados a um treinamento de endurance.

Dados obtidos por Alessio et al. (1988) mostram um indice maior de

peroxidacao lipidica ap6s esforgos mais intensos.
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Tal hipStese entretanto nac foi confirmada por nossos resultados,
pois apesar das atividades das enzimas do sistema de defesa antioxidante
no grupo IT estarem significativamente maiores em relacéo ao grupo de
animais controle, quando comparadas ac grupo ET eram
significativamente menores, principalmente a atividade da enzima
glutationa redutase. Um estudo feito por Powers e colaboradores (1994)
apresentou resultados semelhantes aos por nds obtidos. Embora
estudando a atividade da enzima glutationa peroxidase, demonstraram
que o aumento da atividade desta enzima em muisculo
predominantemente oxidativo (caracteristica do musculo Sdleo, que foi
utilizado em nosso estudo), estava relacionado principalmente a duracéo
do exercicio e era relativamente independente da intensidade empregada.
O treinamento intermitente mimetiza uma situacdc de Andxia-
Reperfusdo nas células musculares, condicao conhecida em aumentar
muito a producdo de EROs (Sjodin et al, 1990). Nossos resultados
sugerem que O aumento na atividade das enzimas glutationa redutase e
catalase esta ligado ao tempo de duracio de esforco, isto é o tempo de
exposicdo da célula como um todo a uma concentracao aumentada de
radicais livres, como parece ser o caso do exercicio de endurance mas
também com a quantidade total de radicais livres formados durante o

esforco.

Ao nivel de sistema enzimatico de defesa sanguineo o efeito
diferenciado dos dois treinamentos ficou menos evidente. Entretanto
embora sem diferenca significativa os resultados do grupo IT tendem
sempre a ser menores que os do ET. Vérios trabathos vem mostrando

que a atividade de tais enzimas sofrem aumento apéds treinamento de
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endurance também nas hemaceas (Brady et al. 1977; 1979). Pelo fato de
se tratar de uma célula anucleada ndo existem dados conclusivos na
literatura que permitam especular qual a possivel sinalizacdo para este

aumento.

Pudemos também verificar através do gréfico de atividade da CK
sérica que durante a fase I do treinamento, o protocolo intermitente
induziu niveis de lesdo muscular muito maiores que os do treinamento
de endurance. Estes resultados estio em concordancia com dados
encontrados na literatura (Clarkson & Tremblay, 1988). Outros
trabalhos também mostram que atividades mais intensas induzem niveis
de lesio mais elevados, pricipalmente as que envolvem contracdes do
tipo excéntrica (Newhan et al, 1983 e 1986). Segundo Pyne (1994), os
provéveis desencadeadores de lesdo muscular sdo o estresse metabdlico e
o estresse mecanico. Assim o estresse oxidativo seria um dos fatores
desencadeadores de lesdes musculares, principalmente devido a
peroxidacdo dos lipideos da membrana celular. Nesse sentido, Alessio et
al (1988) reportaram uma proporcionalidade entre a concentracio de
malonaldeido muscular e a intensidade do esforco executado. Esta
interpretacdo é reforcada quando observamos que durante a fase II do
treinamento, com a manutencdo da carga e duracdo do esforco a
atividade da CK sérica voltou praticamente aos mesmos niveis para 0s
trés grupos, CO, ET e IT e a atividade das enzimas antioxidantes ja se
encontravam altas. Esta questdo de lesdo muscular é melhor entendida
quando analisamos também os resultados de peroxidagdo lipidica (Figura

16), obtidos por outros componentes de nosso grupo de pesquisa (Anexo

D
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Pode-se notar, comparando os nossos resultados da atividade da
CK (Figura 15) com os apresentados no anexo I, que durante a primeira
fase dos dois protocolos de treinamento empregados, onde houve um
aumento progressivo na velocidade e duracdo do exercicio, houve
também um aumento significativo na concentracdo de TBARs na urina
de ambos os grupos, principalmente para o grupo IT. Isto indica
claramente a instalacdo de um nivel de estresse oxidativo maior nesta
fase enquanto que na segunda fase do treinamento, com a estabilizacao
da intensidade, os niveis de TBARs retornaram proximos aos do grupo
controle. Outra correlacdo interessante que pudemos notar foi entre os
resultados de CK sérica (Figura 15) e os de [TBARs] (Anexo I} sendo os
perfis das curvas muito proximos, isto ¢, enquanto a intensidade de
esforco foi aumentada os niveis de ambos foram aumentando, ao passo
que uma vez a velocidade e duracao do esforco mantidos, a tendéncia foi
voltar aos niveis basais. Frankiewicz-Jozko et al. (1996) mostraram uma
correlacdo positiva entre a concentracao de TBARs no musculo Séleo e a
atividade da enzima CK sérica. No nosso caso estamos mostrando uma
correlacio também positiva entre a concentracio de TBARs na urina e a

atividade da CK sérica.

Desta forma, os dados aqui apresentados estdao em acordo com ©
que a literatura vem mostrando, isto ¢, uma relagdo entre a intensidade

do esforco e os niveis de EROs (Davies et al. 1982; Alessio,et al., 1988).
Por outro lado, nossos dados mostram claramente um maior nivel

de lesiao muscular no grupo de animais IT que possivelmente seria
resultado de um sistema de defesa contra as EROs menos eficiente

(Figuras 12,13). Ji et al. (1998) detectaram gqueda na atividade
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enzimatica de varias vias metabdlicas e também um aumento na
protedlise apos um exercicio exaustivo. Segundo os autores, esta queda
foi resultado da oxidacdo de grupos tidlicos importantes para a atividade
destas enzimas, provavelmente pelo aumento na concentracio de EROs
ocasionado pelo esforco excessivo. Da mesma forma, Zhang et al (1990)
relataram inativacdo das enzimas componentes da cadeia de tranporte
de elétrons, inclusive da ATP sintetase, quando expostas a altas
concentracdes de O, e OH. Utilizando um protocolo de exercicio de alta
intensidade, Gollnick et al, (1990} reportaram uma queda no controle
respiratério em mitocondrias isoladas e um aumento na concentracgio de
IMP, um produto intermediario da via de degradacdo do AMP, onde ha
formacao de EROs principalmente na reacdo catalisada pela enzima
xantina oxidase, que utiliza o oxigénio como aceptor de elétrons (Sjodin

et al., 1990).

Em estudo analisando o efeito do H,0,, Brotto & Nosek (1996)
mostraram que este composto prejudicava o processo de contracdo
muscular por impedir a liberacdo de cilcio do reticulo sarcoplasmatico,
provavelmente pela inativacdo de alguma proteina que age no processo
de excitagdo-contracdo, como, por exemplo, a calmodulina e ou a

calsequestrina.

Assim, embora exista proposta de alguns autores que os radicais
livres também desempenham uma funcio importante na sinalizacdo das
adaptacdes, aparentemente ¢ necessario que sejam mantidos em niveis
aceitaveis, para que possam exercer a funcdo de segundo mensageiro
celular (Ji et al, 1990). No caso de estimulos constantes acima dos limites

suportados pelo sistema de defesa antioxidante, sem uma recuperacao
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ideal, a alta concentracdo de radicais livres fatalmente levaria a célula a
um desbalanco metabdlico, inibindo a geracdo de ATP e iniciando um
processo de “overreaching”, podendo levar a instauracic do

“overtraining” (Kuipers, 1998).

Segundo Alessio e colaboradores (1988), o aumento na formacio
de EROs em relacdo a intensidade se da pelo fato de atividades mais
intensas recrutarem fibras mais glicoliticas que possuem capacidade

antioxidante mais baixa em relacio as fibras oxidativas.

Nossos dados, embora ndo neguem um componente mecanico no
aumento detectado na atividade da CK sérica sugerem que o estresse
metabdlico, induzido por niveis mais altos de estresse oxidativo seria o
principal responsavel pelos niveis de lesdo muscular aumentados

observados na fase I de ambos os treinamentos.

Concluindo, os dados apresentados nesta tese sao relevantes no
sentido de mostrarem que as adaptacdes induzidas no musculo Sdleo
pelo treinamento sdo praticamente os mesmos observados nas hemaceas,
o que permite a utilizacdo de biomarcadores sanguineos para diagnostico
do efeito do treinamento em atletas. Além disso, mostramos também
que o treinamento intermitente ¢é mais eficiente em aumentar a
capacidade oxidativa muscular que o treinamento de endurance e de
forma contrdria, o treinamento de endurance é mais eficiente em induzir
aumento na capacidade do sistema de defesa antioxidante, o que
também permite a melhor utilizacdo destes 2 métodos de treinamento

dentro de uma periodizacdo de treinamento em atletas.
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Neste anexo apresentaremos os dados de peroxidacdo lipidica,
obtido por outro componente de nosso grupo de pesquisa, para tracar
um espectro maior das adaptagdes e danos induzidos pelos dois

diferentes tipos de treinamento.

A figura 16 nos mostra os resultados de peroxidagdo lipidica
analisada na urina durante o periodo de treinamento nos grupos CO, ET
e IT, podemos notar que o perfil deste grafico é muito semelhante ao
por nos obtidos em relagdo a atividade da CK sérica, utilizada como

marcador de lesdo muscular. Notamos que o grupo IT de forma geral

apresentou indices de peroxidagdo lipidica maiores em relagio ao grupo
ET, atingindo seus picos maximos na 3* semana nos grupos ET e IT. Estes

resultados foram obtidos por Armindo Anténio Alves (Tese

deDoutorado).
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FIGURA 16: Concentracdo de TBARs em urina durante o perfode de treinamento.

Resultados sdao média + DP (n=8). * p< 0.05 em relacdo ao controle, ** p< 0.05 em

relacdo ao grupo continuo e *** p< 0.05 em relaco a 4 semana.
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