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FERRARESSO, Rodrigo. Padroniza¢ao de um modelo de inducio ao overreaching em ratos
diagnosticado através da queda de desempenho e da razio glutamina/glutamato
plasmatica. 2007. 34f. Trabalho de Conclusao de Curso (Graduagao) - Faculdade de Educagao
Fisica. Universidade Estadual de Campinas, Campinas, 2007.

RESUMO

Atletas overtreinados apresentam reducao de sua capacidade fisiologica funcional, entretanto os
mecanismos biologicos responsaveis por tal acometimento ainda precisam ser melhor
elucidados. Experimentos em modelo animal justificam-se quando a utilizacdo de seres
humanos ¢ dificultada tendo em vista os impactos fisioldgicos causados por um protocolo de
inducdo ao overtraining. A avaliagdo da queda de desempenho ¢ tida como o padrdo ouro no
diagnodstico do overtraining e recentemente foi sugerido que atletas bem adaptados a um
protocolo de treinamento apresentariam uma razdo Glutamina/Glutamato (Gm/Ga) plasmatica
de 3.58 a 5.88, enquanto atletas overtreinados apresentariam valores abaixo de 3.58.
OBIJETIVOS: Desenvolvimento de um modelo animal de inducdo ao overtraining em esteira
avaliado através da queda de desempenho e da razdo plasmatica. METODOS: 33 ratos machos
da raca Wistar foram submetidos a 11 semanas de treinamento na esteira. Durante 8 semanas, os
exercicios tiveram cargas crescentes de treinamento sendo realizados diariamente (Fase 1 —
Treinamento Adaptativo — TA1 e TA2). Nas 3 semanas posteriores a carga de treinamento
alcancada ao final da 8 semana foi mantida, sendo a freqiiéncia de exercicios aumentada (2,3,4
vezes/dia) com uma reducdo no tempo de recuperagdo entre as sessoes (4,3,2 horas),
respectivamente. Oito testes de desempenho até a exaustao foram realizados: Antes do inicio do
protocolo de treinamento (teste 0), apos a 4* semana de treinamento (teste 1), 8 (teste 2), 9*
(teste 3), 10" (teste 4) e 117 (teste 5). Dois testes adicionais foram realizados apos uma e duas
semanas de repouso completo (testes 6 € 7). Dois grupos de animais foram determinados através
da analise da variagdo angular da reta obtida pelos resultados dos testes de desempenho (3, 4 e
5). Grupo Alto Desempenho (AD — a > 0) (N=13) e Grupo Baixo Desempenho (BD — a < 0)
(N=12). Dezesseis ratos controle sedentarios (CO) e oito ratos treinados (T) representando a
fase 1 também foram analisados. RESULTADOS: O grupo BD apresentou uma queda
persistente de desempenho apds duas semanas de repouso quando comparado o teste 7 (148.9 +
51.7 Kg.m) ao teste 3 (304.4 = 119.7 Kg.m), possuindo ainda valores de desempenho similares
aos do grupo controle (CO) no teste 7 (150.6 + 97.8 Kg.m). O grupo AD manteve os valores
encontrados de desempenho apos o teste 3 (337 £ 144.6 Kg.m) até o teste 7 (297.5 + 118.7
Kg.m). O grupo T apresentou niveis maiores de desempenho (478.9 + 62.8 Kg.m) quando
comparados ao grupo controle (CO) (175.6 £+ 78.5 Kgm). A razio Gm/Ga foi
significativamente maior nos grupos T ¢ AD (4.5 £ 1.7 e 4.5 £ 0.9) quando comparados aos
grupos CO e BD (2.8 £ 0.5 ¢ 3.1 £0.2). CONCLUSOES: Esse modelo controlado e reprodutivel
de indugdo ao overtraining em modelo animal pode ser util a fim de se explicar as hipdteses
especificas dos mecanismos causadores da queda de desempenho induzidos por um desbalango
entre exercicio e recuperagao.

Palavras-Chaves: overreaching; desempenho; glutamina; glutamato; peso corporal; ratos
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ABSTRACT

Overtrained athletes show reduction of functional physiological capacity and its biological
mechanisms still need to be elucidated. Experimental animal models are justified when it would
not be appropriate to use human subjects for studies of exercise’s impact. The evaluation of the
performance decrement represents the gold standard for diagnosis of overtraining (OT) and
recently it was suggested that athletes with acceptable performances would present a plasma
Glutamine/Glutamate (Gm/Ga) ratio of 3.58 to 5.88, while overtrained athletes would present
values below 3.58. PURPOSE: Development of an animal model of OT characterized by
performance decrement and plasma Gm/Ga ratio. METHODS: 33 male Wistar rats were
submitted to 11 weeks of running exercise. During 8 weeks, the exercises had increasing loads
and were performed daily (Phase 1 - Adaptive Training). In the next 3 weeks, the load achieved
at the 8" week was maintained and the daily frequency was increased (2, 3, 4 times) with a
reduction in the recovery time between the sessions (4, 3, 2 hours). Eight performance tests
until exhaustion were performed: before the beginning (1), after the 4 (2), gh 3), 9t (4), 0™
(%), 1" (6) weeks of training and after one and two weeks of complete resting (7 and 8). Two
groups were detected by least square fit using tests 4, 5 and 6: Not Overtrained (NOTr - 0>0)
(N=13) and Overtrained (OTr - a<0) (N=12). A sedentary control group (CO; N=16) and a
trained group (T; N=8), representing Phasel were also analyzed. RESULTS: OTr showed
persisted performance decrement after 2 weeks of rest in test 8 (148.9 = 51.7 Kg.m) compared
with test 4 (304.4 £ 119.7 Kg.m) (p<0,05) and closer to CO performance in test 8 (150.6 + 97.8
Kg.m). NOTr maintained the performance after test 4 (337 + 144.6 Kg.m) until test 8 (297.5 +
118.7 Kg.m). T group showed higher performance level (478.9 + 62.8 Kg.m) than CO (175.6 =
78.5 Kg.m) (p<0,01) in test 4. Plasma Gm/Ga was significantly higher in T and NOTr (4.5 +
1.7 and 4.5 = 0.9) than in the CO and OTr groups (2.8 = 0.5 and 3.1 £ 0.2) (p<0,01).
CONCLUSION: This controlled and reproducible animal model of OT could be useful to test
specific hypotheses to explain the causative mechanisms of performance decrement induced by
an imbalance between the exercise and recovery time.

Keywords: overreaching; performance; glutamine; glutamate; body weight; rats
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1 Introducao

O principio da sobrecarga ¢ um dos principios do treinamento necessarios para a
adaptacao dos tecidos. Ou seja, a modulacdo da intensidade, duracdo e freqiiéncia de esforgo
fisico durante as sessdes de treino, tem o objetivo de aumentar o rendimento em capacidades
motoras diversas, que diferem em ordem de prioridade, dependendo da especificidade do trabalho
muscular realizado (BOMPA, 2001). Sobrecarga no treinamento fisico significa que o exercicio
realizado deve constituir-se num estimulo estressor suficiente para provocar disturbios agudos,
relacionados a fadiga nas células, 6rgdos e estruturas envolvidas com o movimento.

A resposta do organismo ao estresse do exercicio ocorre através de agdes integradas entre
cérebro, glandulas, hormonios, sistema imune, coragdo, musculatura esquelética, sangue e
pulmdes, permitindo a adequacao no fornecimento de combustivel, oxigénio e energia; aumentos
na forca e resisténcia muscular, resisténcia a dor, acuidade mental, além de uma protecao
tempordaria contra infec¢des. Ou seja, causar doenca ou algum tipo de dano ndo ¢ a funcao da
resposta ao estresse. De uma maneira geral representa um mecanismo evolutivo conservado, pelo
qual as células se defendem contra mudangas abruptas e adversas do meio ambiente, adaptando-
se positivamente a elas (WELCH, 1993).

Uma periodizacdo de treinamento associada ao principio da sobrecarga normalmente
resulta em graus variados de microtraumas na musculatura esquelética, tecido conectivo e/ou
esqueleto e articulagdes, conhecido como microtrauma adaptativo (MTA), porque induz uma
resposta inflamatoria branda, com a funcdo de reparo e regeneragdo dos tecidos lesionados
(SMITH, 2000).

E importante ressaltar, no entanto, que as respostas adaptativas positivas que esperamos
que acontecam nas estruturas celulares alteradas pelo exercicio, e que envolvem além do
processo inflamatdrio, aumentos nas concentracdes de reservas intramusculares de ATP,
aumentos nas atividades de enzimas-chave do metabolismo e sintese de novas proteinas se

iniciam quando cessa o exercicio, no chamado periodo regenerativo.
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Quando o tempo dedicado ao descanso ¢ adequado em relacdo as cargas de esforco
aplicadas, os niveis de atividade enzimatica ¢ de substratos metabolicos sao restabelecidos acima
daqueles detectados antes do treinamento, e as fibras musculares se regeneram plenamente dos
traumas sofridos. Esse processo € conhecido na literatura como supercompensagdo e propicia
melhor suprimento energético para exercicios que venham a requerer maior mobiliza¢do
metabolica ou, ao contrario, uma economia de energia em atividades fisicas que ja eram habituais
na estrutura do treinamento (FRY et al., 1992; BRUIN et al., 1994).

Resumindo, a aplicagdo do principio da sobrecarga induz uma fadiga normal (fadiga
aguda de treinamento), que ¢é reversivel, e a supercompensa¢do ocorre com alguns dias de um
periodo de carga de treinamento reduzida ou de descanso (micro-ciclo regenerativo). Trabalhos
iniciais de Adolph (1964) ja enfatizavam que o exercicio fisico induz uma alteracao funcional nos
sistemas por ele afetados, os quais respondem prontamente, na tentativa de restabelecer seus
parametros de normalidade. Tal atividade biologica pode ser entendida como um ajuste

regulatorio, cujo objetivo € solucionar uma condigdo momentanea de perturbacgao.

1.1 OVERTRAINING

Overtraining ¢ um termo geral, que indica um desequilibrio entre cargas de esforgo fisico
e periodo regenerativo, no sentido de aumentos no primeiro, resultando num estado de fadiga
severa e prolongada (KUIPERS, KEIZER, 1988; STONE et al., 1991). Esse aumento no nivel de
estresse impossibilita a manutengdo do desempenho num nivel 6timo, mesmo ap6s um periodo de
recuperacao apropriado (PLATEN, 2002a). A literatura denomina o overtraining de curta-
duragdo de overreaching. Os sintomas do overreaching podem ser revertidos por um periodo
regenerativo mais longo que o normal (FRY et al.,1991; KUIPERS,1998; PETIBOIS,2003).

O principal problema ¢ que a transi¢ao entre fadiga aguda de treinamento, overtraining de
curta-duracgdo e overtraining de longa-duragdo ¢ bastante ténue e qualquer descuido pode levar a
instalacdao da sindrome do overtraining, um estado de fadiga severa e desempenho cronicamente
diminuido. Este quadro geralmente ¢ associado com um estado catabolico acentuado, alteragdes
fisioldgicas, alteragdes no processamento de informacgdes psicologicas, alteragdes imunoldgicas,

bioquimicas ¢ aumento na susceptibilidade a lesdes (FRY et al.,, 1991; TIDUS, 1998;
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LEHMANN et al., 1998). Ou seja, os sintomas do overtraining podem ser muito variados, mas
uma vez a sindrome instalada, a unica forma de tratamento € o repouso, e a recuperagao ¢ lenta
(PETIBOIS, 2003).

Em esportes de alto nivel, principalmente, essa queda no rendimento resultante do
overreaching/overtraining pode ser confundida com falta de estimulos, e ndo com excesso. Essa
conclusdo equivocada muitas vezes leva a comissdo técnica a aumentar a carga de exercicios dos
atletas, diminuindo ainda mais o tempo destinado ao periodo de recupera¢ao. Com isso, muitos
atletas podem ultrapassar o limite de esfor¢os que seu organismo pode suportar, tornando-se mais
susceptiveis a lesdes decorrentes do processo de overreaching/overtraining (SMOLKA et al.,

2000; ZOPPI et al., 2003).

1.2 CAUSAS DO OVERTRAINING

Ainda ndo existe um consenso sobre a causa do overtraining, embora existam algumas
hipdteses apresentadas na literatura. Elas incluem um papel do hipotdlamo e ativagdo do sistema
nervoso autonomo (LEHMANN et al., 1998; PLATEN, 2002b), assim como o envolvimento do
eixo hipotalamo-hip6fise-adrenal e hipotalamo-hipofise-gonadas, resultando na alteracdo nos
niveis plasmaticos de catecolaminas, glicocorticoides e testosterona (FRY, KRAMER, 1997).
Outra proposi¢cdo sugere que o alto grau de fadiga que caracteriza o overreaching pode ser
decorrente de uma protedlise acentuada, que aconteceria principalmente em situagdes de
reposi¢do parcial das reservas de glicogénio muscular pés-exercicios ou jogos (COSTILL et al.,
1988).

Ha também a proposi¢do de que uma redug@o nos niveis circulantes do triptofano estaria
refletindo uma maior captagdo desse aminoacido pelo cérebro (NEWSHOLME et al., 1991).
Como o triptofano ¢ o precursor do neurotransmissor serotonina, isso explicaria as alteragdes no
comportamento ¢ humor, como aumento no sono e diminuigao do apetite.

Uma hipotese de carater integrador (SMITH, 2000) propde que o iniciador do
overreaching/overtraining no atleta submetido a treinos intensos € com pouco tempo de
recuperacao seria uma progressao do estagio benigno dos micro-traumas adaptativos induzidos na

musculatura esquelética e articulagdes para um estagio de dano sub-clinico (PERRY, 1992;
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ALMEIDA et al., 1999). Ou ainda, em uma circunstancia de reinicio de treinamento antes da
recuperagdo total de um dano agudo, o que poderia exacerbar o dano inicial (STONE et al., 1991;
SHEPHERD, SHEK, 1998; SMITH, 2000). Segundo essa proposta, a inflamacao local aguda que
ocorre em resposta aos traumas se tornaria cronica, e as citoquinas liberadas durante esse
processo ativariam mondcitos circulantes a produzir mais citoquinas pro-inflamatorias,
resultando num processo inflamatorio sistémico, que seria o desencadeador do overtraining.

A elevagao na produgao de espécies reativas de O, (EROs), que acompanha o aumento da
atividade contratil muscular (DAVIES et al., 1982; ALESSIO, 1993) parece ser importante tanto
para a adaptacdo positiva quanto para o inicio do dano muscular induzido pelo exercicio e o
inicio e propagacdo da resposta inflamatoéria subseqliente (REID, 2001). Vassilakopoulos e
colaboradores (2003) sugeriram que o estresse oxidativo € o principal estimulo para a indugao da
producdo de citoquinas no exercicio fisico, uma vez que as EROs podem atuar como mediadores
de vias de transdu¢do de sinais, capazes de induzir a sintese de citoquinas em diversos tipos
celulares.

Trabalhos publicados na literatura, utilizando os mais diversos protocolos de treinamento
em animais ou humanos mostraram tanto aumento quanto diminui¢do na atividade das enzimas
da defesa antioxidante em fun¢do do protocolo de exercicio utilizado (JI, 1993; POWERS et al.,
1994; ESSIG, NOSEK, 1997), refor¢ando a proposta de modulagdo da atividade dessas enzimas
pela concentragao de EROs (REID, 2001; JI, 2002). Nesse sentido, resultados prévios do nosso
laboratorio mostraram que o tipo de atividade fisica (continua ou intermitente) parece ser
importante na quantidade de EROs produzida durante os esforcos e sua conseqiiente acao sobre a
atividade das enzimas CAT (catalase) e GR (glutationa redutase) (SMOLKA et al.,2000). Os
autores observaram que ambos os treinamentos levaram a um aumento significativo na atividade
das enzimas antioxidantes, mas que o treinamento continuo produzia o dobro de resposta que o
intermitente, que por sua vez foi mais lesivo e mais eficiente para aumentar a capacidade
oxidativa do musculo s6leo (SMOLKA et al.,2000).

Recentemente foi sugerido que alteragdes na razdo glutamina/glutamato, no sentido de
diminui¢cdo da primeira e aumento da segunda, poderiam ser utilizadas para se classificar um
possivel estado de overtraining (HALSON et al., 2003; SMITH, NORRIS, 2000). A teoria da
glutamina propde que, como esse aminoacido € o principal substrato energético dos linfocitos, a

diminuicdo na concentracdo sanguinea de glutamina seria a responsavel pela diminui¢do na
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resposta imune, associada com o aumento na freqiiéncia de infec¢des observadas no overtraining
(NEWSHOLME et al., 1991). Ja a teoria do glutamato indica que, devido ao fato desse
aminodcido ser carreado por transportadores dependentes do gradiente eletroquimico de Na" a
instalagdo de um dano, no caso muscular, poderia aumentar o influxo de Na" para o interior da
célula muscular, impossibilitando a entrada do aminodcido na mesma, gerando assim um
aumento na concentracdo de glutamato no meio extracelular (MCGIVAV, PASTOR
ANGLADA, 1994; TURISKY, GONNERMAN, 1982).

Pelo exposto acima, fica evidente que um dos grandes desafios dos profissionais da area
do esporte é compreender melhor as relagdes entre quantidade 6tima de treinamento e os fatores
que influenciam a recuperacao. Isto auxiliaria os preparadores fisicos na modulagdo correta tanto
das cargas de treino quanto do periodo de recuperagdo, com o objetivo de alcangar a
supercompensagao e evitar a instalacao de overreaching/overtraining.

Uma maneira interessante seria o acompanhamento de biomarcadores sanguineos durante
o processo de treinamento, que possibilitasse a diferenciacao entre fadiga aguda do treinamento/
overreaching/overtraining. Contudo, ainda ndo existe descrita uma forma objetiva de se
determinar esse continuum sem equivocos. A concordancia entre os autores ¢ que a queda de
desempenho ¢ necessaria para o diagndstico do overtraining. Em humanos nem sempre todas as
capacidades motoras sdao afetadas simultaneamente ou sdo impactadas no mesmo grau, tornando
sua interpretacdo confusa (SMITH, 2000). Um outro complicador ¢ que ndo existe ainda descrito
na literatura um protocolo de exercicios utilizando ratos como modelo experimental com o
objetivo de induzir esse comtinuum  entre fadiga aguda de treinamento
(supercompensagdo)/overreaching/overtraining.

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi aplicar um protocolo controlado de treinamento
em ratos contendo um periodo de desequilibrio entre o estimulo do exercicio e a recuperagao que
gerasse queda de desempenho aferida num teste até a exaustdo. Analisamos a relacdo
glutamina/glutamato (Gm/Ga) no sangue a fim de validar o modelo como uma ferramenta na

investigagdo dos mecanismos causadores da queda de desempenho.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 ANIMAIS

Utilizamos inicialmente 60 ratos da raga Wistar com 60 dias de vida, pesando entre 200 —
250g, alimentados com racdo e agua ad libitum. Durante todo o periodo de experimento os
animais foram mantidos em ambiente com a temperatura controlada entre 18 e 22°C e
fotoperiodo de 12 horas com ciclo de luz claro-escuro invertido. Todos os ratos foram adaptados
a esteira rolante durante duas semanas antes do inicio dos experimentos. A fase de adaptagdo
consistiu em coloca-los na esteira 5 dias/semana durante 10 minutos com velocidade de 12m/min.
Essas semanas iniciais tiveram como finalidade separar os animais que corriam voluntariamente
daqueles que se recusavam a correr, para que apenas realizassem os testes os animais que
corressem voluntariamente. O protocolo experimental aplicado nos animais foi previamente

aprovado pela Comissio de Etica em Experimentagdo Animal (638-1).

2.2 GRUPOS DE ANIMAIS

Dos 60 ratos inicialmente utilizados, 49 foram selecionados para serem submetidos aos
experimentos. Desses, 33 ratos foram alocados para o grupo que realizou o protocolo de
treinamento em esteira, sendo os 16 restantes utilizados como grupo controle. Por fim, dos
dezesseis ratos que compuseram o grupo controle (CO), 8 deles foram submetidos somente aos
testes de desempenho até o final do protocolo de treinamento, com o objetivo de verificarmos se
o processo de crescimento influenciaria na quantificagcio do Trabalho (W) realizado pelos
animais. Os demais oito ratos CO foram sacrificados ao término do periodo de experimentos para

a retirada do sangue e andlise da razdo glutamina/glutamato. Cabe ressaltar que os testes de
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desempenho realizados nos ratos do grupo CO foram feitos nas semanas correspondentes aos
testes realizados durante o periodo de treinamento, ¢ no mesmo tempo de vida dos ratos

submetidos ao protocolo de treinamento.

2.3 PROTOCOLO DE TREINAMENTO

Os animais do grupo CO, que realizaram unicamente os testes de desempenho (N=8),
foram submetidos a 10 minutos de esteira com velocidade de 12 m/min duas vezes na semana
durante todo o periodo de anélise, excetuando as semanas destinadas ao teste de desempenho. Ja
os 33 ratos, alocados para o treinamento, foram submetidos a um protocolo de treino (Tabela I)
que buscou estabelecer um continuum entre adaptagdo/overreaching/overtraining. As quatro
primeiras semanas foram dimensionadas para ser um treinamento adaptativo (TA1l), onde
velocidade e tempo de corrida foram aumentados progressivamente a cada semana. Nas quatro
semanas posteriores (TA2) manteve-se a velocidade e o tempo de corrida atingidos ao final de
TAIl. J& nas 3 semanas seguintes procurou-se estabelecer um desequilibrio entre estimulo e
recuperagdo nos animais treinados, aplicando a mesma carga de TA2 mas aumentando-se o
numero de sessOes diarias de treino para duas (T2x), trés (T3x) e quatro (T4x) vezes, com
diminui¢ao no tempo de recuperagdo entre as sessoes (4, 3 e 2 h, respectivamente). Os testes de
desempenho foram realizados ao final de cada etapa do treinamento, sendo assim dispostos
(Tabela 1): Teste (0), realizado apos o periodo de adaptacdo dos animais; Teste (1), realizado
apos TA1; Teste (2), realizado apos TA2; Teste (3), realizado apds o treinamento de duas sessoes
diarias (T2x); Teste (4), realizado apds o treinamento de trés sessdes didrias (T3x) e Teste (5),
realizado apos o treinamento de quatro sessoes diarias (T4x). Dois testes adicionais (PT1 e PT2)
foram realizados nas duas semanas apos o término do protocolo de treinamento, a fim de
acompanhar a evolugdo do desempenho na auséncia do treinamento. A massa corporal também

foi aferida nos momentos em que foram realizados os testes.
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Tabela I. Protocolo de treinamento de 11 semanas.

Semanas  Fases do Niimero dos Velocidade do Duragéo do Nimero de Recuperagio
Experimentais Treino Testes Treino (m/min}  Treino (min) Sessées didrias entre as sessées (h)

Adaptagéo ] - - - -
12 TA1 semana sem testes 15 20 1 -
2 TA1 gemana sem testes 20 30 1 -
F TAl semana sem testes 22h8 45 1 -

42 TA1 1 25 G0 1

5 g7? TAZ semana sem testes 25 [=i1] 1
g TAZ 2 25 G0 1 -
o T2x 3 25 G0 2 4
102 T3x 4 25 =] 3 3
117 Tdx 5 25 G0 4 2
122 FT1 5 sern treinos serm treinos - -
137 P12 7 sem treinos sem treinos - -

2.4 TESTES DE DESEMPENHO

Todos os testes iniciaram-se com 0s animais correndo em esteira, sem inclinacdo, na
velocidade inicial de 12 m/min. A cada 2 min incrementou-se a velocidade em 1 m/min até que
fosse atingido 20 m/min. A partir dessa velocidade o incremento da esteira passou a ser de 2
m/min a cada 3 minutos até que o animal atingisse a exaustdo. A exaustdo foi definida no

momento que os animais tocaram a grade eletrificada da esteira cinco vezes em um minuto (Liu

et al. 2000).

2.5 CALCULO DO DESEMPENHO

Para avaliar longitudinalmente o efeito do treinamento nos ratos ¢ necessario que o teste
quantifique o desempenho do animal de maneira independente da variacdo de massa. Segundo
Alexander (2005) toda forga ¢ proporcional ao peso do corpo durante o movimento. Portanto, a
poténcia mecanica € o produto entre massa e velocidade, e o trabalho mecanico realizado ¢ o
produto entre poténcia e tempo. Como nosso teste de desempenho € um teste incremental sendo
realizado na forma de multi-estagios, a distancia total “D” percorrida pelos ratos nesses multi-
estagios do teste de desempenho (i= 1,2,3,4...) pode ser calculada através do produto da

velocidade “V;“ realizada em cada estagio, pelo tempo “T; de duracio de cada estagio. Dessa
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forma temos que: D = £ D;= X V; * T;, podemos calcular assim uma grandeza relacionada ao

trabalho mecanico realizado durante o teste multi-estagio (equagao 1)

W=XW=m*D equacdo 1

onde: (W) representa o trabalho mecanico total realizado pelo rato; (m) = massa; (D) = distancia
total percorrida pelo rato ao longo do teste. W ndo ¢ o trabalho mecanico definido pela fisica, mas
uma quantificagdo proporcional ao trabalho. Ao envolver a massa do animal esta variavel W
permite comparar as performances dos ratos longitudinalmente. Neste trabalho W sera expresso

em kg*m.

2.6 SELECAO DOS ANIMAIS

Ao término do treinamento, os 33 ratos do grupo treinado foram divididos em trés sub-
grupos: Treinados (T), Baixo Desempenho (BD) e Alto Desempenho (AD), selecionados

conforme descrito a seguir:

Os animais que compuseram o grupo T (N=8) foram selecionados, através de sorteio,
entre os 33 ratos que terminaram a nona semana de treinamento com nivel de desempenho acima
da mediana no teste 3 (T2x) (Tabela 1), teste esse onde foram encontrados os maiores valores de
desempenho de todo o protocolo. Os grupos BD e AD foram selecionados apds o teste 5 (T4x). O
valor do trabalho realizado por cada rato nos varios testes de desempenho representaram um
ponto no plano cartesiano, sendo tracada uma reta a partir do ponto referente ao teste 3 (T2x) de
cada animal (periodo onde os ratos estdo adaptados ao treinamento diario), terminando no ponto
referente ao teste 5 (T4x) (final do treinamento, com 4 sessdes diarias intercaladas por 2 h de
descanso entre elas). Este procedimento identificou no final do protocolo dois grupos de ratos:
aqueles que apresentaram baixo desempenho (BD) (N=12), oriundo dos animais cuja variagdo
angular da reta foi MENOR que zero (a<0) e aqueles que apresentaram aumento do desempenho

(AD) (N=13), composto pelos animais cuja variagdo angular da reta, no mesmo periodo de
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analise foi MAIOR que zero («>0) (Figura 1 A e B). Desse total de 12 e 13 ratos dos grupos BD
e AD, respectivamente, oito ratos de cada grupo foram sacrificados para a retirada do sangue. Os
quatro ratos restantes do grupo BD e os cinco ratos restantes do grupo AD foram avaliados em

dois testes de desempenho (PT1 e PT2) realizados apos 1 e 2 semanas de repouso.
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Figura 1 - Exemplificac@o dos critérios adotados para sele¢do dos ratos BD (figura A) e AD (figura B).

2.7 ANALISES SANGUINEAS

O sangue foi extraido através de punc¢do cardiaca apds 60 horas da realizagdo do teste de
desempenho. Foram analisados quatro grupos: (1) Treinados (T) (N = 8) sacrificados ap0s o teste
3 (T2x); (2) Controle (CO) sacrificados apds o teste 4 (T3x) (N = 8); (3) BD (N = 8); (4) AD (N
= 8), sacrificados apds o teste 5 (T4x). Os ratos foram anestesiados com hidrato de cloral 20%
(0,3 ml por 100g de massa) e o sangue extraido foi imediatamente desproteinado com acido
perclorico 10% e centrifugado a 3000g por 5 minutos (4°C). O sobrenadante foi neutralizado com

KOH e recentrifugado nas mesmas condi¢des. As amostras foram armazenadas 4 -80° C.
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2.8 GLUTAMINA E GLUTAMATO

A analise do glutamato foi realizada na presenga da enzima glutamato desidrogenase (EC
1.4.1.3) e NAD+, medindo-se em espectrofotometro Beckmam DU-640 a formagdo de NADH
(339 nm). As amostras para a andlise de glutamina ficaram incubadas a 37°C em solugdo

contendo glutaminase (EC 3.5.1.2). O método de andlise foi feito segundo Lund (1985).

2.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados de desempenho estao mostrados em boxplot para andlise descritiva. As analises
dos resultados e as estatisticas foram feitas através do programa MatLab® 7.0. Utilizamos o teste
ANOVA para amostras pareadas e nao pareadas com pds-teste de Tukey. Também utilizamos o

teste t para comparagao entre dois grupos. Valores de p<0,05 foram considerados significativos.



22

3 RESULTADOS

3.1 EFEITO DA MATURACAO NO DESEMPENHO DOS RATOS

A Figura 2 mostra os resultados dos testes de desempenho realizados nos ratos do grupo
controle (N==8). Observa-se um decréscimo significativo do desempenho do teste 0 para os

demais testes (1-7) (»<0.001). A partir do teste 1 ndo encontramos mais diferenca significativa no

desempenho.
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Figura 2 - Quantificagdo do desempenho dos ratos sedentarios (CO) (N=8) do teste 0 ao teste 7. Diferenca
significativa (p <0.001) do teste 0 para os demais testes.

3.2 EFEITO DO PROTOCOLO EXPERIMENTAL

A Figura 3 mostra os resultados do teste de desempenho em todos os periodos do

treinamento. Os boxplot branco contém o desempenho de todos os grupos de ratos (TO =T + BD
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+ AD) exceto a partir do teste 4 (T3x) onde encontram-se representados apenas os ratos do grupo
AD e BD, visto os ratos do grupo treinado (T) j& terem sido sacrificados nesse momento do
experimento. Os dados analisados dessa forma mostram nao haver diferengas no desempenho
quando comparado o teste 1 (TAl) aos demais testes. Os boxplot preto (BD) e cinza (AD)
mostram o desempenho dos grupos previamente selecionados. Podemos observar nos boxplots
preto que o desempenho do grupo BD (N=12) foi significativamente menor apds o teste 4 (T3x)
(p <0.05) e 5 (T4x) (p <0.01) quando comparados ao teste 3 (T2x). Nao houve diferenca
significativa no grupo AD apds os testes 4 (T3x) ou 5 (T4x) quando comparados ao teste 3 (T2x).

TO TO T To  BD A0 AD+BD BD  AD AD+BD BD  AD

BOO - - _
T | T |

| |

| | |
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|
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1
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200 | | | -
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1 2 3 3 3 4 4 4 5I
Mamero dos testes
Figura 3 - Desempenho dos ratos submetidos ao protocolo de treinamento nos testes 0-5. Segundo o critério de
selecdo os ratos foram subdivididos nos seguintes grupos: Caixa branca, representa todos os ratos
(TO=T+BD+AD) (N=33) exceto nos testes 4 ¢ 5 (AD+BD) (N=25); Caixa preta, representa o grupo
baixo desempenho (BD) (N=12); e a caixa cinza representa o grupo alto desempenho (AD) (N=13).
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3.3 RELACAO GLUTAMINA/GLUTAMATO E DESEMPENHO

A Figura 4 ilustra a evolugdo do desempenho ao longo do protocolo de treinamento dos
ratos sacrificados para andlise dos aminodcidos no sangue em trés momentos: 1- antes do
treinamento (teste 0); 2- apos teste 3 (T2x); 3- apds teste 5 (T4x). O boxplot branco representa o

desempenho dos ratos do grupo CO. Os boxplot tracejados representam o grupo T sacrificados



24

apos o teste 3; os boxplot preto o grupo BD, e os cinzas o grupo AD, ambos sacrificados apos o
teste 5. Observa-se que no momento do sacrificio do grupo T os grupos BD e AD apresentavam
valores similares no desempenho. O grupo BD, no momento da coleta de sangue (apds o teste 5),
demonstrou uma queda significativa no desempenho em relacao ao teste 3 (T2x) (»<0.001), mas
ainda superior ao seu proprio teste inicial (teste 0) e ao controle na mesma semana (p<0.05). Ja o
grupo AD se encontrava com o desempenho aumentado significativamente apos o teste 5 (T4x)

quando comparada ao teste 0 (»<0.001) e em relagdo ao grupo BD no mesmo momento (teste 5)
(p <0.001).
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Figura 4: Grafico comparativo do desempenho dos ratos com sangue coletado. Controle (CO) (N=8), T (N=8),
Baixo Desempenho (BD) (N=8) e Alto Desempenho (AD) (N=8).

A Tabela 2 mostra a relagdo glutamina/glutamato no plasma dos trés grupos de ratos. A
relacdo glutamina/glutamato foi significativamente maior nos grupos T ¢ AD em relagdo ao CO e
BD (p<0,01).

Tabela 2: Média + DP da razdo glutamina/glutamato.

Aminoacidos Plasmaticos CcO T AD BD

Glutamina/Glutamato 28405 45+£17" 45+09" 3.1+02
N 8 8 8 8

* diferenga significativa para CO e BD (p<0,01)
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3.4 EVOLUCAO DA MASSA E DO DESEMPENHO DOS GRUPOS BD E AD APOS O
TERMINO DO PROTOCOLO DE TREINAMENTO

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

evolugdo das massas dos animais estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3: Evolugdo da massa corporal (g) dos grupos CO (N=8), AD (N=5) ¢ BD (N=4)
nas trés ultimas semanas de treino e em PT1 e PT2.

Fases do treino Massa Corporal (g}
co AD BD
T2X 422242317 3864+17.2 370+158
T3X 425343017 36921096 3605+216
T4x 4329+269" 3518481 3ge+god
PT1 4437 £05P8 392+ 1907 335 +70°
PT2 4452 +31.49% 4054250 3745453

Os dados estdo apresentados como média + DP. * diferenga significativa para AD e BD
(p<0.01). " diferenca significativa para AD e BD (p<0.001). ¢, ¢ diferenga significativa

para teste 3 (T2x) em comparagdo pareada intra-grupos (p<0.05, <0.01, 0.001,
respectivamente). ' diferenca significativa para BD (p<0.05). & diferenca significativa para
BD (p<0.01).

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

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

grupo AD, com uma tendéncia de diminui¢do no desempenho em PT1 e PT2. Houve diminui¢ao
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significativa do desempenho no grupo BD apos T4x (teste 5), PT1(teste 6) e PT2 (teste 7) em
relagdo a T2x (teste 3) (p <0,05).

Tabela 4. Desempenho (Kg*m) dos grupos AD (N=5) e BD (N=4) nas trés
ultimas semanas de treino e em PT1 e PT2.

Fases do treino Desempenho (kg m)
AD BD
Tlx 3724 £601 3315774
T3x 33741446 3044 £1197
Tdx AR 6 £B79 150962 7a
FT1 3649432 153.0X 58 5a
PT2 297541187 14859 +£517a

Os dados estdo apresentados como media = DP. * diferenga significativa
em relagdo a T2x (p<0,05).
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4 DISCUSSAO

A avaliagdo do decréscimo de desempenho ainda representa o “padrido ouro” de
diagnostico da sindrome do overtraining (URHAUSEN, KINDERMANN 2002). Enquanto o
overtraining ndo estiver bem compreendido, treinadores e atletas continuardo a verificar a
existéncia do overtraining em testes especificos que devem prosseguir até a exaustdo
(ARMSTRONG, VANHEEST 2002), uma vez que os testes até a exaustdo parecem demonstrar
maiores alteracdes no desempenho em situagdo de overreaching ou overtraining (HALSON,
JENKERDRUP 2004). Partimos desta premissa para avaliar os efeitos do protocolo de
treinamento aplicado em ratos Wistar, uma vez que somente o aumento da carga de treinamento
pelo aumento da freqiiéncia diaria ndo poderia ser justificativa suficiente para atestar o modelo
como instrumento de investigacdo do overreaching/overtraining. Os resultados apresentados na
Figura 2 mostraram que o crescimento dos ratos ndo influenciou no resultado do teste realizado
pelos ratos sedentarios, cujo desempenho nao sofreu alteragdes significativas a partir do teste 1,
que corresponde a trés meses de vida dos animais.

A confianca no teste de desempenho ¢ fundamental para o diagnodstico do
overreaching/overtraining, pois conforme Halson et al., (2004), caso o desempenho for medido e
permanecer sem alteragdes apos o aumento das cargas de treinamento, por defini¢dao o individuo
nao pode ser considerado como em estado de overtraining.

Os dados apresentados na Figura 3 mostram claramente isso. Quando ndo hé a selecao dos
ratos (boxplot branco) através do teste de desempenho, conclui-se que todos os ratos
responderam de forma similar ao aumento de cargas determinado pelo aumento da freqiiéncia
diaria de treinamento. Contudo, quando separamos os ratos pelo desempenho em BD e AD,
observamos respostas diferenciadas dos dois grupos ao aumento de cargas.

Muitos trabalhos apontam a perda de massa como um dos sintomas de overtraining
(MCKENZIE, 1923; CARLIE, 1963; KARPOVICH, SINNING 1971; LEHMAN, 1993;
FROEHLICH, 1995; SMITH, 2000; ARMATRONG, VANHEEST 2002). A aferi¢do da massa

corporal ao longo das semanas de treinamento (Tabela 3) nos grupos CO, BD e AD confirmam
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que a aplicagdo de um teste de desempenho ¢ fundamental para a investigacdo dos sintomas e
mecanismos de causa do overtraining. Nossos dados mostraram que apenas a afericdo da massa
ndo ¢ suficiente para se diagnosticar overreaching ou overtraining, visto que tanto BD quanto AD
perderam massa durante o treinamento intenso, porém isso ndo se refletiu igualmente no
desempenho (Tabela 4). O grupo AD manteve o desempenho enquanto o grupo BD diminuiu em
50% o desempenho no teste de exaustdo. Interessante notar que apesar do mesmo comportamento
das massas nos grupos BD e AD durante o treinamento, a recuperacdo da mesma apos a
suspensdo do treinamento foi mais rapida no grupo AD, que apresentou um valor igual a T2x
apos PT1 enquanto o grupo BD atingiu esta meta com uma semana a mais de repouso completo
(PT2). Ainda assim, o grupo BD apresentou um valor médio da massa significativamente menor
do que o grupo CO. Esses dados sugerem que os mecanismos que levam a perda de massa
corporal intensa estiveram igualmente atuantes nos dois grupos (BD e AD) enquanto houve o
aumento de cargas. A diferenca entre eles pode residir nos mecanismos de recuperagdo apos
esfor¢o, que pode estar mais eficiente nos ratos do grupo AD.

Muitos estudos medem o desempenho simplesmente antes e apdés um periodo de
treinamento intenso e a falta de testes durante o periodo de treinamento faz com que as
informagdes sobre as alteracdes em marcadores bioldgicos relacionados com o desempenho
fiquem incompletas (HALSON, JENKENDRUP 2004). Os resultados apresentados na Figura 4
mostram como se encontrava o desempenho dos grupos de ratos utilizados nas analises
sanguineas da razdo glutamina/glutamato no momento da coleta do sangue. Observa-se que os
ratos que foram sacrificados apos o teste 3 (T2X), apresentaram um nivel de desempenho similar
aos grupos AD e BD avaliados no mesmo periodo (teste 3). Isto demonstra que durante o
processo de treinamento com uma sessdo diaria de exercicios todos os ratos estavam se
adaptando ao estimulo de forma parecida. Dessa forma, como nao ¢ possivel realizar uma analise
pareada dos marcadores sanguineos ao longo do treinamento utilizando o desempenho como
parametro, podemos assumir que os grupos AD e BD estdo representados nas analises sanguineas
em trés momentos: inicio do treinamento (CO), alto desempenho ( apds T2X) e BD ou AD (apos
T4X).

Muitos indicadores sanguineos tém sido apresentados na busca de possiveis alteragdes em

estudos do overreaching, overtraining ou overtraining (PETIBOIS, 2002).
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Nesse sentido, Halson et al. (2003) reportaram uma diminuicdo na razao Gm/Ga
(glutamina/glutamato) apds um protocolo de treinamento intenso em humanos sugerindo uma
classificacdo do overreaching baseada nessa razao. Smith and Norris (2000) também sugeriram
que a relacdo Glutamina/Glutamato (Gm/Ga) pode ser utilizada como um marcador geral de
tolerancia ao treinamento. Segundo esses autores, atletas com desempenho dentro do esperado
apresentariam uma razdo Gm/Ga entre 3.58 - 5.88 e atletas em overreaching valores abaixo de
3.58.

No presente estudo, os ratos dos grupos T e AD apresentaram uma razdo Gm/Ga maior
(45 £ 1.7 e 45« 0.9) do que os grupos CO e BD (2.8 £ 0.5 e 3.1 = 0.2), apresentando um
comportamento similar ao efeito do treinamento intenso em seres humanos. Esses resultados
reforgam os resultados de desempenho observados.

Nao podemos afirmar que um estado complexo como overtraining pode ser induzido em
animais, visto que ndo se sabe ao certo se a atividade fisica ¢ condi¢do necessaria ou suficiente
para a apresentacdo ndo apenas da queda de desempenho, mas também para a manifestagdo de
disturbios psicologicos e comportamentais. No entanto, acreditamos que estudos mais
controlados em modelo animal podem auxiliar na definicdo mais objetiva dos mecanismos
causadores da queda de desempenho ocasionados exclusivamente pelo desequilibrio entre o

exercicio e o tempo de recuperagao.

PERSPECTIVAS

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

possibilidades de investigacao.
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