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RESUMO

INTRODUCAOQ: O treinamento fisico, através da quebra da homeostasia, busca causar uma
série de adapta¢Bes positivas no organismo que proporcionem o aumento do desempenho
esportivo. Entretanto, se ocorrer um desequilibrio constante entre a magnitude do estimulo e
tempo de recuperacio desses esforgos, pode-se levar o organismo a uma situaciio de fadiga
crénica, resultando em queda do desempenho, conhecida na literatura como overreaching-
overtraining. Dentre as hipdteses existentes para explicar esse fendmeno, uma mais atual
correlaciona a instalagfio do overtraining a uma progressio do estagio benigno dos micro-traumas
adaptativos induzidos na musculatura esquelética e articulagBes para um estagio de dano sub-
clinico. Segundo essa proposta, a inflamagdo aguda local que ocorre em resposta aos micro-
traumas adaptativos se tornaria cronica, coniribuindo dessa maneira para ¢ descontrole do
processo inflamatério, resultando em um processo inflamatério sistémico. Uma segunda hipdtese
sugere um uma ligac#io entre o aumento na producfio de Espécies Reativas de Oxigénio (EROS),
injtiria muscular e overtraining. OBJETIVO:; Dessa maneira, nosso objetivo no presente projeto
foi acompanhar o efeito agudo de um protocolo de exercicio exaustivo, ja utilizado pelo
Laboratério de Bioquimica de Exercicio (Labex), em ratos, bem como tragar a correlagiio entre
EROS e resposta inflamatdria, através do monitoramento de um marcador de dano muscular
(Creatina Quinase-CK), marcadores de estresse oxidativo (Albumina, Acido vrico e Catalase),
marcadores de processo inflamatério (Proteina C Reativa, Alfa-1-Gliproteina Acida) e pardmetros
hematolégicos por meio da contagem total de leucécitos (WBC). MATERIAIS E METODOS:
Ratos do tipo Wistar (n= 72), do sexo masculino, com aproximadamente trés meses de idade,
foram submetidos & deplecdo de seus estoques de glicogénio hepatico {através de jejum de 30
horas) e, logo em seguida, submetidos a um protocolo de natagdo com carga de 10% do seu peso
corporal. O ponto de exaustio foi definido como aquele em que o animal ndo conseguia
permanecer na superficie da dgua(dez segundos de submersio). RESULTADOS: No momento
6h pos-exercicio foi verificado um aumento expressivo nas concentracdes plasmaticas de CK,
WBC, Albumina ¢ atividade da enzima Catalase no hemolisado; ja os parimetros de processo
inflamatorio apresentaram um pico 24h pds-exercicio, estabelecendo um platé com tendéncia a
aumento até 72h pds-exercicio. CONCLUSOES: O protocolo foi capaz de refletir as alteracSes
provenientes do dano muscular, do estresse oxidativo e processo inflamatério, de modo que o
dano muscular ¢ a condigfio estresse oxidativo parecem anteceder o pico da resposta inflamatoria.

Palavras-Chave: Exercicio Exaustivo Agudo; Reposta Inflamatéria; Marcadores de Estresse
oxidativo; Marcadores de lesdo muscular e Marcadores Hematoldgicos
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ABSTRACT

_——— e

INTRODUCTION: Physical treinament through homeostasis break, can lead to several positive
adaptations in the body resulting in perfomance increment. Although if a constant imbalane
between load and recovery time occurs, it can lead to a chronic fatigue resulting in a decreased
performance, known as Overtraining Syndrome. Among the existent hypothesis to explain this
phenomenon, the most up to date correlates overtraining to a chronic inflammatory process.
According to this purpose, the local acute inflammatory response that occurs from microtrauma
adaptative answers would become chronic. In this way it contributes to the inflammatory response
imbalance, resulting in a sistemic inflammatory response. There is a second hypothesis that
suggest a link between an increseament in Reactive Oxygen Species (ROS), muscle injuries and
overtraining. OBJECTIVES: Our goal in this project was to follow the acute effect of an
exhaustive exercise protocol, used at Labex (Laboratério de Bioquimica do Exercicio), in rats, as
well as correlating ROS and inflammatory response, through the monitoring of injury muscle
marker (Creatine Kinase-CK), Oxidative Stress Markers (Albumine, Uric Acid an Catalase),
Inflammatory response Markers (Protein C reactive, Alpha-1-Glcoprotein Acid) and hematologyc
markers through total white blood cells count (WBC). METHODS AND MATERIALS: Male
Wistar rats (n=72) with about 3 months old, were firstly submited to a hepatic glycogen depletion
(throught 30 hours fasting) and after to a exhaustive swimming protocol (SPE) using 10% of their
body mass load. The exhaustion point was defined being the moment when the animal couldn’t
stay on the water over surface for 10 seconds, RESULTS:In the moment 6 hours after SPE, we
found an increase in Creatine Kinase(CK), White Blood Cells(WBC) and Albumina plasma
concentrations beyond the highest erithrocyte catalase activity, on the other hand the
inflammatory response showed a peak 24/48 hours after SPE, stablishing a platé with a tendecy
of increase until 72 hours after SEP.CONCLUSIONS: The protocol was able to reflect the
changes in muscle injury, oxidative stress and inflammatory response, showing that muscle injury
and oxidative stress conditions occur before the inflammatory response peak.
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1.Introducao

1.1.EXERCICIO FiSICO, ESTRESSE E HOMEOSTASIA

O exercicio fisico é conhecido por induzir diferentes altera¢ées na homeostasia
do organismo (PANG & SHEPARD,1998;COYLE,2000), sendo que diante ao estresse
fisico causado pela atividade fisica, os diferentes sistemas do crganismo trabalham
através de acBes integradas para o restabelecimento dos niveis homeostaticos,
permitindo assim uma otimiza¢gdo no funcionamentc dos sistemas bioldgicos, e
conseqlientemente refletindo no aumento da performance.

Dessa forma, a ciéncia do treinamento & fundamentada por esse mecanismo
evolutivo, pelo qual as células e outros tecidos se defendem contra mudancas abruptas
e adversas do meio ambiente, se adaptando a elas (WELCH, 1992). Sendo assim,
busca-se entdo, por meio de diferentes estratégias metodologicas, o desequilibrio da
homeostasia, suficiente para provocar um distirbio agudo nas células, orgdos e
estruturas envolvidas com o movimento e relacionado a fadiga (HULTMAN &
SJOHOLM, 1986; BOMPA, 2002), permitindo assim a reorganiza¢do do meio interno
(ZATSIORSKY, 1995).

Portanto, os diferentes métodos de ireinamento atraves do monitoramenio das
variaveis quantitativas e gualitativas buscam a adaptacdo positiva que, por sua vez,
refletem em melhoria da performance, permitindo o estabelecimento de grandes
marcas e recordes no confexto desportivo. Porém individuos diferentes podem
apresentar diferentes repostas a um mesmo método de treino (Principio da
Individualidade Biologica), tornando ténue o limiar entre a adaptag&o positiva e a
deterioracdo da performance observada em situagdes como a sindrome do

Overreaching/Overiraining (Smith,2000).

1.2. ADAPTAGAO POSITIVA AO TREINAMENTO: EQUILIBRIO ENTRE ESTIMULO
VS. PERIODO REGENERATIVO

O ftreinamento fisico consiste na modulagéo da intensidade, duragdo e
freqliéncia de esforgo fisico durante as sessfes de treino, com o objetivo sempre de

aumentar o rendimento,através das capacidades biomotoras especificas, que diferem
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em ordem de prioridade dependendo da modalidade esportiva em questdo
(ZATSIORSKY, 1995).

A resposta do organismo ao estresse ocorre através de agées integradas entre
cérebro, gléandulas, hormoénios, sistema imune, coragdo, musculatura esquelética,
sangue e pulmdes, permitindo a adequagéo no fornecimento de oxigénio e energia,
aumentos na forga e resisténcia muscular e resisténcia a dor, acuidade mental, além de
uma protegéo temporaria contra infecgdes.

A aplicacgo do principio da sobrecarga preconizado pelo treinamento fisico
também induz micro-traumas de graus variados no sistema muscular esquelético,
tecido conectivo e articulagfes, considerados como danos temporarios e reparaveis. A
literatura usa o termo micro-trauma adaptativo (AMT), porque resulta em uma resposta
inflamatéria aguda branda, que leva a regeneragdo desses tecidos, integrando,
portanto, a resposta adaptativa positiva associada ao treinamento (EVANS ET AL.,
1986; SMITH, 2000).

O microtrauma adaptativo pode ser induzido por alguns mecanismos tais como
isquemia/reperfusdo locais (SMITH & MILES, 2003), estresse mecanico, através das
agbes musculares excéntricas (TOURNI & BEST, 2003) e através da geracdo de
Espécies Reativas de Oxigénio (EROS) na musculatura esquelética, principalmente
apds o exercicio de alta intensidade, no sentido de reparar o tecido lesado
(VENKATRAMAN ET AL., 2000).

De qualguer maneira, € importante ressaltar que as respostas adaptativas
positivas que envolvem, enfre oufras, aumento na concentragdo de reservas
intramusculares de ATP, aumento na atividade de enzimas-chave do metabolismo,
sintese de novas proteinas, processo inflamatédrio, reparo e remogdo de restos
celulares, se iniciam quando cessa o exercicio. Qu seja, as respostas adaptativas
positivas propriamente ditas acontecem durante ¢ periodo de recuperacdo do esforco
realizado, chamado de periodo regenerativo.

Quando ¢ tempo dedicado ao periodo regenerativo € adequado em relagdo as
cargas de trabalho, os niveis de atividade enzimatica e de substratos metabélicos sdo
restabelecidos acima dagueles detectados antes do freinamento e as fibras musculares

se regeneram plenamente dos fraumas sofridos. Esse processo é conhecido na
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literatura como supercompensagdo e propicia melhor suprimento energético para
exercicios que venham a requerer maior mobilizagdo metabolica ou, ao contrario, uma
economia de energia em atividades fisicas que jA eram habituais na estrutura de
treinamento (FRY ET AL., 1982; BRUIN ET AL., 1994). Nesse momento, se uma
mesma carga de esforgo fisico for imposta os mecanismos homeostaticos ndo serdo
rompidos na mesma extensdo (FRY ET AL., 1992); dai advém & necessidade de
estarmos sempre modulando as cargas de esforgo num programa de treinamento, para
que ele sempre produza a quebra da homeostasia e, conseqlientemente, uma resposta
adaptativa positiva. Por outro lado, se n&o for aplicada uma nova carga de esfor¢o no
tempo correto havera involugdo dos beneficios adquiridos.

Em suma, as adaptagbes positivas que ocorrem nos diferentes sistemas do
organismo, refletindo em aumento de performance, resultam de uma alterndncia
corretamente programada entre inducéo de estresse (através da modulagéo das cargas
de exercicios) e tempo de periodo regenerativo. E importante ressaltar que cada
individuo tem seu préprio potencial de adaptagéo, determinado por heranga genética
ou mesmo pelo estimulo proporcionado. Conseqlientemente, os niveis de adaptagdes
alcangadas e manutengdo do processo adaptativo s8o realmente os pontos que

diferenciam os atletas de alto nivel de individuos fisicamente ativos.
1.3. PRODUGAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (EROS) NO EXERCICIO

O oxigénio (O,), aceptor final de elétrons na cadeia respiratéria mitocondrial e de
outras rea¢Bes de Oxido-redugdo, por ter a particularidade de ser uma molécula com
dois elétrons desemparelhados e de spins iguais, para ser totalmente reduzido
necessita receber quatro elétrons, um a um. Nas mitocdndrias, normalmente esta
reducdo é feita na citocromo oxidase (aaz), que catalisa a transferéncia univalente de
quatro elétrons, produzindo H>O como Unico produto final da reagao (NICHOLLS, 1982;
HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989). Este processo contribui com cerca de 95 a 98%
do O total consumido pelas células. Entretanto, uma pequena fragdo deste oxigénio &
reduzido em apenas um elétron, produzindo radical anion superoxide {(O.") que da
inicio a formagdo das outras EROs (JENKINS & GOLDFARB, 1993). Estas incluem
espécies radicalares, como 0 O, e radical hidroxila (OH) e nao-radicalares, como o

perdxido de hidrogénio (Ho05).
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Numa situagdo de exercicio fisico, tanto a demanda energética quanto o
consumo de O estdo aumentados, podendo aumentar em relagéo & situagio de
repouso cerca de 20 vezes no nivel sistémico e acima de 100 vezes na musculatura
(ASTRAND & RODAHL, 1986; MEYDAN! & EVANS, 1993). Desta forma, O, pode ser
formado nos musculos e também nas hemacias de varias maneiras:

1. Na cadeia de transporte de eilétrons mitocondrial, principaimente quando esta
se encontra reduzida (numa situagao de andxia muscular) e € "reperfundida”
pelo O, durante, por exemplo, a pausa ap6s um esforgo de alta intensidade
(convém ressaltar que isto ndo acontece nas hemacias, que ndo possuem
mitocdndria);

2. Por enzimas como xantina oxidase {ativada na mesma situagéo descrita
anteriormente, onde predomina uma baixa concentracdo de ATP e alta
concentragcdo de AMP).

3. Pela enzima NADPH oxidase de leucocitos ativados oriundos do processo
inflamatério;

A presenga de ferro {(na forma livre ou ligado ao grupo heme) pode converter o

H,0, (reacéo de Fenton) e 0 O, e H,0, (reagdo de Haber-Weiss) em 'OH, uma das
espécies mais reativas que se conhece (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999).

Os neutrtfilos e macrdfagos, paralelamente as células endoteliais regulam a
permeabilidade vascular através da agdo da enzima 6xido nitrico sintase aumentando
assim a produgdo de oxido nitrico (CONNER & GRISHAM, 1996; VALLET, 2002). O
dxido nitrico pode reagir com Oy, formando peroxinitrito (ONOQ’), um intermediario
estavel que pode se decompor em um poderoso oxidante, com reatividade similar ao
‘OH (BECKMAN ET AL., 1890).

Toda espécie radicalar apresenta em sua dltima camada de valéncia, dois ou
mais elétrons desemparelhados, devendo doar ou receber elétrons de outras espécies
para se estabilizar, se constituindo, portanto em oxidantes potentes. Os principais alvos
do ataque oxidativo das EROs sdo fosfolipidios de membranas celulares e sub-
celulares, proteinas e DNA. N&o esta claro qual o primeiro alvo das EROs, porém
HALLIWELL & GUTTERIDGE (1999) sugerem que um ataque ac DNA ocorra antes da

oxidagé@o de proteinas ou lipideos de membrana.
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1.4.SISTEMAS DE DEFESA DO ORGANISMO CONTRA A PRODUGAO DE EROS

Da mesma forma que durante a evolugéo a maioria dos organismos vivos
passou a utilizar o O, como elemento fundamental no processo de produgdo de
energia, foi também desenvolvido um complexo sistema de protegao contra suas agles
deletérias (HALLIWELL ET AL., 1999). Ou seja, a consegiliéncia biologica da formagéo
diaria de EROS pelo organismo inclui a sintese de enzimas, que compfe o principal
sistema de defesa antioxidante do organismo. As principais enzimas antioxidantes

sintetizadas pelos organismos s&o:

1.4.1. Superoéxido dismutase (SOD)

E uma metaloenzima presente no citosol (dependente de cobre/zinco) e nas
mitocondrias {dependente de cobre/zinco no espago intermembranas e de manganés
na matriz), que catalisa a formac¢do de H,O, e O, a partir da dismutagéo do O,
diminuindo seus niveis abaixo de 107" M (FRIDOVICH, 1995).

20, +2H" _gon, H:0:+0;

Pela reagdo acima, podemos observar que a produgdc de Q2" € sempre
acompanhada pela produgdo de peroxido de hidrogénio (Hz02). Como o H20; € uma
fonte importante de *OH, para o qual ndc existem mecanismos diretos de defesa,

existem duas vias distintas de detoxificagdo do HyO»:
1.4.2. Catalase (CAT)

E uma enzima altamente ativa, encontrada principalmente nos peroxissomos,

que decompde Hx0, a O, e H,0:

2 H>O» caT 2 H,O+ 0O
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1.4.3. Sistema Glutationa Peroxidase/Glutationa Redutase (GPX/GR)

Estas duas enzimas trabalham de forma integrada e sdo encontradas tanto nas
mitocondrias quanto no citosol, sendo a GPX, dependente de selénio. A GPX é menos
seletiva e catalisa a redugéo de hidroperdxidos orgénicos além do H.0, a H,0, em uma
reagdo que envolve o peptideo glutationa reduzida (GSH) como substrato (CHANCE
ET AL., 1979):

ROOH+2GSH epx  GSSG+ ROH+H0
H0,+2 GSH  Ghx__ TGSSG +2 H,0
—_>
A giutationa oxidada (GSSG) € reduzida novamente, através da a¢do da enzima
glutationa redutase, tendo como doador de elétrons o NADPH:
NADPH +H" + GSSG  GRr NADP" + 2 GSH
Como o Ky para o H;0, da cafalase (mM) e da glutationa peroxidase (UM} séo
diferentes, parece que os dois sistemas podem se complementar, dependendo da
concentracao de EROs produzida durante o treinamento (ZOPPI ET AL., 2003).
0O esquema 1 resume as principais fontes de EROs durante o exercicio e a

acao das enzimas do sistema de defesa antioxidante.

T Vazamento de elétrons na cadeia respiratéria NADP+
T Atividade xantina oXidase
NADPH oxidase Oz + Ha0
Citocromo P450 +
Leucocitos Ativados CAT GR
# NADPH
+
o, ——» O, — H,0; + GSH __—_’GPX G55G + H,O
Fe2+
NO Slﬂtase N \ L
k4
Arginina
g ONOO OH
Produtos excretaveis
Ata a nio toxicos
que
biomoléculas. .. /
...Ou Ataque a ABPM
astrategicameante
Dane celular posicionados
—

Esquema 1: Vias de formagdo de EROs (azul) e mecanismo enzimatico de defesa antioxidante
{vermelho). O™ (Radical anion superdxido); OH- {radical hidroxila); H.O, (perdxido de hidrogénio);
NQ- {éxido nitrico); ONOO {anion peroxinitrito).
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1.4.4. Sistema Antioxidante de Baixo Peso Molecular (ABPM)

O sistema de defesa antioxidante & também constituido pelos antioxidantes de
baixo peso molecular (ABPM), que reduzem diretamente as EROS. A glutationa
reduzida (GSH), cisteina, acido Urico, vitamina C, bilirrubina, B-caroteno e vitamina E
sao exemplos de ABPM. Eles estdo presentes em concentragdes muito maiores que os
antioxidantes enzimaticos. Os ABPM podem ser sintetizados endogenamente, ser
restos metabolicos, ou advir da alimentagdo. Como os ABPM sdo hidrofilicos ou
lipofilicos, estdo presentes nos locais especificos em que ocorrem os danos oxidativos,
exercendo dessa forma, um papel fundamental para a capacidade antioxidante total
dos sistemas biologicos (HALLIWELL & GUTERRIDGE, 1999; GANDRA ET AL., 2004).

1.4.5. Sistema Antioxidante no plasma - Proteinas Plasmdticas

Proteinas plasmaticas tais como ceruloplasmina, transferrina, melatonina,
albumina e metalotioneina podem sofrer oxida¢do pela a¢do de EROS, também se
constituindo numa forma de defesa do organismo, principalmente porque nos liquidos
extracelulares ¢ sistema de defesa antioxidante enzimatico n&o possui grande
participacdo na redugédo de espécies radicalares, uma vez que este sistema exerce

suas fungdes principalmente dentro dos compartimentos celulares .

1.5. RESPOSTA INFLAMATORIA

Evidéncias experimentais mostram que em resposta as lesfes teciduais
induzidas pelo exercicio (microtrauma adaptativo), instala-se o processo inflamatério
agudo, que, ao seu final, tem a fun¢do de promover a regeneragéo do tecido normal. O
processo inflamatério possui basicamente trés objetivos: 1) defender o organismo
contra substancias estranhas; 2) remover o tecido morto ou necrosado, de modo que a
cicatrizag@o possa acontecer; 3) promover a regeneragéo do tecido normal. Os sinais e
sintomas da inflamagéo so: dor, calor, rubor, inchaco, perda ou redugéo da fungéo,
sempre visando a cura (SMITH & MILES, 2003; CURI, 2002). No entanto, nem todas
as manifestagées clinicas sdo consistentemente detectadas. A severidade da resposta
inflamatéria aguda depende do tipo, duragao,intensidade e do componente de
exaustdo do exercicio fisico em questdo (MALM, 2001; KING ET AL., 2003), assim
como do estado nutricional (SMITH,2000).
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Alem dessas, 0 processo inflamatério desencadeia vasodilatagio arteriolar
periférica, aumento da permeabilidade vascular, infiltraggo celular no tecido lesado e
ativago das células do sistema imunitaric (CURI ET AL., 2002). O aumento da
permeabilidade vascular (que permite a migragdo de leucdcitos para o local da
inflamacgdo — diapedese) e a vasodilatagdo arteriolar levam a um maior actmulo de
plasma no espago intersticial dos tecidos, desencadeando o edema (CALICH & VAZ,
2001). Muitos destes eventos sao conhecidos como resposta da fase aguda (Acute
Phase Response — APR), que inclui a sintese das citoquinas pro e anti-inflamatérias e
de moléculas quimioatrativas (quimioquinas), sintese de moléculas de adesio celular e
aumento do transito dos leucdcitos.

Ao mesmo tempo em que essas repostas locais estdo acontecendo, duas
outras respostas associadas com a ativagdo sistémica do evento inflamatoério estao
acontecendo também: resposta febril e aumento na expressdo das proteinas hepaticas
de fase aguda (FLECK ET AL., 1983; BAUMANN & GAULDIE, 1994; KOJ & GUZDEK,
1995). Destaca-se que, o nimero de reagentes envolvidos na resposta de fase aguda e
a magnitude da mesma sdo proporcionais ao grau do trauma sofrido pelo respectivo
tecido (SMITH & MILES, 2003).

1.6.CITOQUINAS E SUA RELAGAO COM A RESPOSTA INFLAMATORIA

As citoquinas sdo fatores inflamatorios polipeptidicos sintetizados pelas células
de defesa (predominantemente por neutréfilos, mondcitos e macréfagos) com a fungéo
de efetuarem uma sinalizagéo de “emergéncia”, buscando integrar a inflamagéo local e
sistémica. As citoquinas atuam, na maioria dos casos, de forma paracrina e autdcrina
e, em alguns casos, de forma enddcrina, mostrando elevada afinidade pelos seus
receptores de membrana (GOLDSBY ET AL., 2003). Desse modo, as citoguinas, junto
das quimioquinas e moléculas de adeséo, consideradas os componentes moleculares
da inflamagdo, organizam o trafego e ativagdo dos glébulos brancos, considerados os
componentes celulares da inflamagéo, mediando as modifica¢des locais e sistémicas,
além do término da inflamag¢éo (SMITH & MILES, 2003). As citoquinas regulam ainda a
resposta febril e a sintese de proteinas de fase aguda (PFA) pelos hepatocitos (CURI
ET AL., 2002). Outra reacdo induzida pelas citoquinas é 0 aumento da produgéo de

Espécies Reativas de Oxigénio (EROS), através do burst respiratério dos leucécitos via
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atividade da enzima NADPH oxidase (CURI ET AL., 2002), podendo deflagrar uma
condi¢cdo de estresse oxidativo local.

As trés citoguinas mais importantes para o inicio da resposta inflamatéria aguda
no exercicio sdo, o TNF-a, a IL-1B e a IL-6, promovendo e organizando eventos pro-
inflamatérios locais e sistémicos (BAUMANN & GAULDIE, 1994: SMITH & MILES,
2003).

1.7. SINDROME DO OVERTRAINING: DESEQUILIBRIO ENTRE ESTIMULO VS.
PERIODO REGENERATIVO.

Se ocorrer um desequilibrio constante entre o tempo dedicado ao periodo
regenerativo e as cargas de treinamento em cada atividade programada, no sentido de
diminuigdo na recuperagdo, desencadeia-se um estado cronico de fadiga que,em
conjunto com outras alteragbes metabdlicas e fisiologicas, caracteriza a sindrome do
supertreinamento ou overtraining (KUIPERS & KEIZER, 1988; JOHNSON & THIESE,
1892; TIIDUS, 1998; KUIPERS, 1998; PETIBOIS ET AL., 2003).

Os sinais associados ao overfraining sio:. fadiga prematura, respostas
inflamatorias com aumento no nivel de leucocitos, citoquinas e proteinas de fase
inflamatéria aguda, estresse oxidativo, desequilibrio nutricional, distirbios hormonais e
indisposigio ao treinamento fisico (KUIPERS & KEIZER, 1988; JOHNSON & THIESE,
1992; TIIDUS, 1998; KUIPERS, 1998; PETIBOIS ET AL., 2003). KRAEMER & NINDL
(1997} propuseram que o termo significa uma mal-adapta¢éo aos estimulos dos
exercicios gue pode debilitar a performance fisiologica e psicologica, alterando o
processamento de informag&es bioguimicas e imunolégicas. O constante aparecimento
de lesdes, depressdo e falta de apetite s&o exemplos praticos da sindrome do
overtraining (PETIBOIS ET AL., 2003).

No entanfo, a Unica alteragdo apresentada por todos os atletas € perda da
capacidade de rendimento fisico, a despeito do aumento ou manutengdo nas cargas de
treino, embora nem fodas as capacidades biomotoras sejam diminuidas
simultaneamente ou sofram o mesmo grau de impacto (SMITH,2000). Isso dificulta a
predicdo desse estado e torna sua interpretagdo confusa. Quando o overfraining se
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instala, a recuperacéo é lenta, podendo levar muito tempo (meses) para ocorrer, sendo
essa sua principal caracteristica (PETIBOIS ET AL.,2003).

O inicio do overtraining & conhecido na literatura como overreaching. Embora
também resulte em queda no rendimento, o overreaching pode ser revertido com
poucos dias de descanso, ou seja, aumentando-se o periodo regenerativo (KUIPERS &
KEIZER, 1988; JOHNSON & THIESE, 1992; TIIDUS, 1998; KUIPERS, 1998; PETIBOIS
ET AL., 2003). A fadiga muscular excessiva, em qualquer tipo de atividade fisica se
caracteriza, em ultima insténcia, pela incapacidade das fibras em ressintetizar ATP,
diminuindo a capacidade de rendimento esportivo (NOAKES, 2000). Nessa situagéo
ocorre uma diminuicdo nos estoques de glicogénio e de fosfatos ricos em energia (ATP,
ADP) (KUIPERS & KEIZER, 1988). O desequilibrio entre treino/recuperagdo nio
possibilita o pronto restabelecimento, tanto do glicogénio (hepatico € muscular) quanto
do “pool’ de fosfatos ricos em energia (BRUIN ET AL., 1994). Por estes motivos,
relaciona-se 0 overreaching a um estresse metabolico (KUIPERS, 1998).

Um dos maiores problemas enfrentados por técnicos e preparadores fisicos é
que muitas vezes, na pratica, a queda no rendimento provocada pelo overreaching é
confundida com falta de estimulo e ndo excesso. Essa interpretagdo equivocada
normalmente leva a comissdo téchica a aumentar ainda mais a carga de esforgo, com
diminuigdo do periodo regenerativo. Isso pode exceder o limite individual de estresse
que o organismo pode suportar, contribuindo para ¢ aumento na susceptibilidade a
lesbes em decorréncia do overreaching (SMOLKA ET AL., 2000; ZOPPI ET AL., 2003).
N&do podemos esquecer que o atleta lesionado também tem que parar suas atividades,
e a recuperagao das lesdes, dependendo do seu grau, muitas vezes tambem pode ser
muito demorada.

Pelo exposto até o0 momento, parece evidente que um dos principais problemas
enfrentado atualmente por técnicos e preparadores fisicos € saber como modular a
quantidade o6fima de treinamento para as varias modalidades e o tempo 6timo de
periodo  regenerativo que leve 4  supercompensagdo e ndo ao
overreaching/overtraining.

Uma maneira interessante seria poder utilizar biomarcadores moleculares para

detectar sua instalagado, e desta forma, evitar as consequéncias mais deletérias, pois o
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limiar entre um treinamento ideal e o overreaching/overtraining é sempre muito ténue. A
complexidade em se estabelecer um determinado marcador, ou um grupo de
marcadores para diagnosticar overreaching, se da pelo fato de atletas nessa situagao
ndo necessariamente apresentarem as mesmas respostas fisioldgicas. A (nica
alteracdo apresentada por todos os atletas é realmente a perda da capacidade de
rendimento, quando a reversdo deste processo é extremamente complicada e muito
lenta (ROWBOTTOM ET AL., 1998).

1.8. CAUSAS DO OVERTRAINING

QUADRO 1 - Teorias responsaveis pelo desencademaneto da Sindrome do Overtraining

TEORIA AUTOR
Teoria da deplegdo de glicogénio Costill et al, 1988
Teoria do desbalango autondmico Lehmann et al, 1997
Teoria da Glutamina Newsholme et al, 1991
Teoria do Estresse Oxidativo Alessio, 1993
Teoria da inflamagdo sistémica (citoguinas) Smith,2000

Embora as conseqUéncias do overiraining estejam bem caracterizadas (FRY ET
AL, 1991), suas causas ainda estdo sendo investigadas.

Hé proposigbes que o alto grau de fadiga que caracteriza o overreaching pode
ser decorrente de uma proledlise acentuada, que aconteceria principalmente em
situagbes de reposi¢éo parcial das reservas de glicogénio muscular pés-exercicios ou
jogos (COSTILL ET AL., 1988). A queda nos estoques de glicogénio, por sua vez
levaria ao aumento da oxidagdo de acidos graxos, bem como de aminoacidos de
cadeia ramificada, induzindo aumento na captagdo de friptofanc pelo sistema nervoso
central, com conseqliente aumento de serotonina, contribuindo assim para uma fadiga
central (COSTILL ET AL., 1988).

DOHM E COLABORADORES (1982) mostraram correlagdo entre valores
plasmaticos de uréia aumentados e traumas na musculatura (gerados através dos
proprios estimulos de treino). Esses autores mostraram correlagdo positiva entre os
niveis de lesdo muscular refletido pelos valores plasmaticos da enzima creatina

guinase (CK) e a magnitude do estresse metabdlico, refletido pelo valor plasmatico de
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uréia. No entanto, existem estudos que ja reportaram atletas numa situagio de
overtraining com os depdsitos de glicogénio repletos (SNYDER, 1998).

Uma hipotese bem aceita, até por possuir uma quantidade maior de
investigagées e conseqlientemente mais evidéncias experimentais, aponta para o
desequilibrio no sistema nervoso autdonomo induzido pelo hipotalamo, através da
alteracdo dos eixos hipotalamo-hipéfise-adrenal e hipotalamo-hipéfise-gonadal
(LEHMANN ET ALI, 1997). Esta hipdtese explica, através da alteragéo nas secre¢bes
de catecolaminas, glicocorticdides e festosterona, grande parte, senfo todas as
alteracBes ja evidenciadas pela literatura em resposta ao overtraining.

A teoria da glutamina, proposta por NEWSHOLME (1991} é decorrente de uma
série de observagbes gue mostraram queda nas concentragbes plasmaticas deste
aminodcido em individuos super-treinados (KEAST, 1996). ROWBOTTOM E
COLABORADORES (1995) analisaram 10 atlefas super-treinados de varias
modalidades através de varios pardmetros bioquimicos, fisiologicos e imunolégicos e
mostraram que a glutamina foi o Unico parametro que diminuiu consistentemente em
todos os individuos. Essa teoria propde que o estresse excessivo ocasionado pelo
desequilibrio treino/recupera¢do seria responsavel pela queda deste aminoacide no
plasma, levando a supressdo do sistema imune, pois a glutamina é essencial para a
proliferagéo de linfocitos e a fungio de macrofagos (NEWSHOLME, 1991).

Uma hipdtese mais recente que tenta integrar todas aquelas apresentadas acima
propde que o iniciador do overtraining seria uma progresséo do estagio benigno dos
micro-traumas adaptativos na musculatura esquelética e articulagdes para um estagio
de dano sub-clinico no atleta submetido a treinos intensos e com pouco tempo de
recuperagio; ou, em decorréncia do reinicio do treinamento antes da recuperagéo total
de um dano agudo, o que poderia exacerbar o dano inicial (SMITH,2000). Segundo
essa proposta, a inflamagdo aguda local em resposta aos traumas se tornaria crénica
resultando em um processo inflamatério sistémico, desencadeando o overtraining.

QO tecido muscular apresenta uma peculiaridade em relagdo aos demais.
Enquanto a maioria dos tecidos altera pouco sua atividade metabdlica, o musculo
esquelético pode aumentar muitas vezes seu metabolismo em relagdo aos niveis
basais (ASTRAND & RODAHL, 1986). Isto faz com que suas células fiquem expostas a
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maiores concentragées de oxidantes. Em 1978, DILLARD E COLABORADORES foram
08 primeiros a mostrar que o exercicio fisico induzia aumento nos niveis de
peroxidagdo lipidica, medida pelo aumento dos niveis exalados de pentano, apos os
sujeitos pedalarem por 60 minutos, com intensidades relativas variando entre 25 e 75%
do VOomax. Desde entdo, um grande namero de estudos vem dando suporte 2 hipotese
que o exercicio fisico aumenta a produgdo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs),
consistentes com uma relagdo tipo causa-efeito entre estresse oxidative e fadiga
muscular (DAVIES ET AL., 1982; ALESSIO, 1993; JI, 2002; POWERS & HAMILTON,
1999).
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2.0bjetivos

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Essa monografia &€ derivada de projeto de iniciagdo cientifica que faz parte de
um projeto multidisciplinar, desenvolvida pelo grupo de pesquisadores do Laboratdrio
de Bioguimica do Exercicio (Labex) (Depto Bioguimica/iB), coordenado pela Profa. Dra.
Denise Vaz de Macedo, com a colaboragdo do Prof. Dr. Armindo Antdnio Alves, em
parceria com os Profs. Dr. Lauro Kubota, do Laboratéric de Eietroquimica,
Eletroanalitica e Desenvolvimento de Sensores (LEEDS/IQ/Unicamp) e Dr. José
Camillo Novello, do Laboratdric de Quimica de Proteinas (Depto Bioquimica/IB}, em
julgamento na Fapesp dentro do projeto Pronex (03/09923-2P), mas que ja se encontra
em andamento.

O projeto Pronex prevé o monitoramento simultaneo dos principais marcadores
fanto de adaptagdo quanto de overreaching/overtaining, ja descritos na literatura e
apresentados na introdugdo do presente projeto, em atletas de diferentes modalidades
e pessoas fisicamente ativas e também em ratos submetidos a protocolos de
treinamento de alta intensidade com variagdo na fregliéncia de recuperagdo ou
submetidos a exercicios exaustivos agudos. O objetivo do grupo & poder correlacionar
as respostas obtidas nas diversas situagdes, a fim de discriminar os melhores
marcadeores de adaptacio positiva e overreaching/overtraining, que comporéo a técnica
de Limiar de Estresse.

O desenvolvimento do projeto Pronex obviamente conta com a participagdo de
varios alunos de iniciagdo cientifica, mestrado e doutorado dos diferentes grupos de
pesquisa envolvidos, uma vez que a realizagdo simultdnea de todas as analises em
humanos e animais seria inviavel de ser feita somente por um nimero muito pequeno

de pessoas.
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2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Esse projeto de monografia faz parte de um projeto tematico Pronex (03/09923-

2P), de carater multidisciplinar, e teve como objetivo especifico:

v acompanhar o efeito agudo de um protocolo de exercicio exaustivo (PEE), ja
utilizado pelo Laboratério de Bioquimica de Exercicio (Labex), em ratos, afravés do
monitoramento de marcadores de dano muscular (Creatina Quinase-CK), marcadores
de estresse oxidativo (Albumina, Acido Urico e Catalase), marcadores de processo
inflamatério (Proteina C Reativa, Alfa-1-Gliproteina Acida) e parametros hematologicos
por meio da contagem total de leucdcitos {(WBC), no sangue de ratos em diferentes
momentos apés o0 PEE (3, 6, 12, 24 ,48 e 72h);

v’ correlacionar o aumento na produgéo de EROs e a resposta inflamatéria;

v determinar afravés da cinética desses biomarcadores, momentos agudos da
resposta de um protocoio de exercicio exaustivo, possibilitando, em outros estudos, a

determinagio e diferenciagéo do efeito cronico do exercicio fisico.
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3.MATERIAIS E METODOS

“EX VIVO”

3.1.ANIMAIS

Foram utilizados ratos do tipo Wistar (n=72), do sexo masculino, com
aproximadamente de 3 meses de idade, obtidos no Centro de Bioterismo da UNICAMP
e mantidos em local com temperatura controlada em torno de 22°C, em gaiolas
apropriadas € em ciclo invertido de luz claro~escuro. Este projeto foi estd aprovado
pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal do [B-UNICAMP - (CEEA-IB-
UNICAMP) (protocolo 019/2004).

TABELA I. Dados de média e desvio padréo dos pesos e tempo de exaustio

para os ratos.{n=72)

RATOS C.SJ C.J 3h 6h 12h 24 48h 72h

P(g) * 353 #£10.4 389.5 £19.9 383.5 26,2 3754 $£27.8 372 1206 393.3 +15.5 392.5 £12.9 381.6 +£6.1

T.E(Seg) ™™  -—- 97 18 124315 92126 10118 9112 978
* peso em gramas ** Tempo de exaustio
3.2.METODOLOGIA

3.2.1.PROTOCOLO - EXERCICIO EXAUSTIVO AGUDO

Devido ao fato dos ratos serem nadadores naturais, protocolos de exercicios
baseados na natacdo sdo largamente usados com a intensidade monitorada através de
pesos ligados a cauda ou ventre do animal, possibilitando uma sobrecarga maior do
que em protocolos de exercicios em esteira (MCARDLE & MONTOYE, 1966).

A cinética dos biomarcadores em resposta a um exercicio fisico agudo foi
realizada apds o protocolo de exercicio exaustivo em nata¢@o proposto por Nikolovski e
colaboradores (1996), no qual um “n” de 40 ratos entre 300—420g foram submetidos a
deple¢do de seus estoques de glicogénio hepético {através de jejum de 30 horas) e,
logo em seguida, submetidos a um protocolo de natagdo com carga de 10% do seu

peso corporal. Os ratos realizaram uma Unica sesséo de natagdo individualmente, em
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tanques com agua de dimensdes de (85cm x 60cm x 55cm) até a exaustdo, a
temperatura de 34°C. O ponto de exaustdo foi definido como aquele em que o animal
néo conseguiu permanecer na superficie da agua durante certo periodo de tempo (10
segundos submersos). Um lote de 8 animais foi sacrificado nos seguintes tempos pos-
exaustao: 3, 6, 12, 24, 48 e 72 h, com intuito de se analisar a cinética dos diferentes
marcadores pods-exercicio exaustivo. Doze animais foram divididos em dois grupos
compeondo respectivamente o grupo controle alimentado ou sem jejum (C.8.J} e o
grupos-controle onde os animais foram submetidos ao jejum (C.J), convém ressaltar
que os grupos controles ndo realizaram o processo de adaptagfo ao meio liquido e

nem o protocolo de exaustdo.

3.2.2.FASE DE ADAPTAGAO

Os ratos foram adaptados ao meio liquido em um tanque com agua (85cm x
60cm x 55cm) com uma tela de fundo de profundidade variavel. Inicialmente (antes do
comego dos experimentos) 0s ratos permaneceram em agua rasa numa temperatura
de 34 + 1°C {(HARRI, 1986), essa fase consistiu em coloca-los apenas em contato com
a agua durante 10 minutos, cinco (8) vezes por semana, para que 0S animais
pudessem se familiarizar com o meio aguatico e aoc manejo, evitando interferéncias
causadas pelo estresse (AZEVEDO, 1994).

A partir do inicio da segunda semana os animais foram submetidos a uma
adaptagdo acs exercicios, iniciando com sessées de 5 min de nado livre, com
incremento para 10 min apés 3 dias. Cumprida essa fase, os animais foram induzidos a
nadar durante 10 minutos, frés vezes por semana possibilitando dessa maneira a
familiariza¢do com o meio aquatico e ao manejo. Toda a adaptagédo foi realizada com a
utilizacdo da “mochilinha” usada para colocagdo de chumbo com o intuito dos animais

se habituarem com a mesma.

3.2.3.COLETA DE SANGUE E PREPARO DAS AMOSTRAS

Todos os cuidados de higiene e assepsia foram tomados para realizagéo do
procedimento cirdrgico. O animal foi anestesiado, via intraperitonial, com Ketamina
(Anestésico geral) e Cloridrato de Xilazina (relaxante muscular), respectivamente na

dose de 5 & 10 unidades a cada 100g. Em seguida, foi realizada uma secg¢éo na



33

cavidade toracica para a visualizag&o do coragéo. Todo o sangue possivel (cerca de 10
a 12 ml) foi coletado do ventriculo esquerdo. O sangue em seguida foi colocado em
tubos heparinizados para ser processado. O animal, apés a coleta de sangue, foi
sacrificado por deslocamento cervical.A coleta do sangue foi realizada no Laboratorio
de Bioguimica do Exercicio (LABEX). Apds a coleta o sangue foi centrifugado por
quinze minutos a 3000 x g para separagdo do plasma e células sanguineas. O plasma
foi armazenado a -70°C em eppendorfs, para posterior andlise dos biomarcadores

propostos.
3.2.4.DETERMINACAO DOS PARAMETROS HEMATOLOGICOS

O material utilizado nas dosagens hematolégicas foi sangue fotal, coletado em
tubos EDTA/K3. Os parametros analisados foram: WBC (contagem total de leucécitos),
RBC (contagem total de hemacias), HGB (hemogiobina), HCT (hematbcrito) Para a
realizagdo destas analises foi utilizado o contador hematolégico CC 530/550 da marca

Celm.
3.2.5.DOSAGENS BIOQUIMICAS NO PLASMA

As analises bioguimicas das concentragées plasmaticas de CK, albumina, acido
urico, Alfa-1-Glicoproteina Acida e Proteina-C Reativa foram realizadas no aparelho
automatizado para andlises clinicas Autolab 18 (Boehringer Mannheim), baseado na
técnica de espectrofotometria, a partir do plasma armazenado em eppendorfs a -70°C,

através de kits especificos. A metodologia segue descrita abaixo.
3.2.5.1.Marcador de Lesdao Muscular - Creatina Quinase(CK)

A creatina quinase muscular (CK/MM) foi dosada no aparelho automatizado Autolab 18
(Boehringer Mannheim} utilizando o kit CK-NAC UV da marca Wiener-Lab.

Principio do_método. A CK catalisa a reagdo entre a creatina fosfato e adenosina

difosfato (ADP), formando creatina e adenosina trifosfato (ATP). O ATP fosforila a
glicose sob a agdo da hexoquinase (HK), formando glicose-6-fosfato, que é oxidada a
B-fosfogluconato (6-PG) na presengca de NAD, pela agdo da glicose-6-fosfato
desidrogenase (G-6-PDH). A Atividade enzimatica da CK & determinada a 334 nm pela
quantificagéo de NADH reduzido.
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Procedimento: Adiciona-se a solugéo tampéo (frasco de 2,5 mL) um comprimido reativo

especifico, deixando-os em banho-maria a 37°C até a dissolugdo completa do
comprimido. Em seguida, adiciona-se a solugédo reativa 50 pL de plasma, deixando
novamente a mistura em banho-maria a 37°C por um minuto. Durante a mistura

ocoirem as seguintes reagbes:

CK

Creatina Fosfato + ADP Creatina + ATP

ATP + Glicose

ADP + Glicose-6-Fosfato

G-6-PH

-6-PHD
Glicose-6-Fosfato + NAD 6-PG + NADH

De forma imediata, realizam-se quatro leituras das absorbancias de uma mesma
amostra a 334 nm, com um minuto de intervalo entre uma leitura e outra, para que seja
obtido um valor A, A atividade da CK sera proporcional a quantidade de NAD reduzido
a NADH na amostra, aumentando proporcionalmente a leitura de absorbancia ao longo
da cinética. O célculo da atividade de CK (U/L) na amostra foi feito pela equagéo CK, =

8252 x Aabsorbéancia/minuto.
3.2.5.2.Marcadores de Estresse Oxidativo
3.2.5.2,1.Albumina(ALB)

As analises de Albumina foram realizadas no aparelho Autolab 18 (Boehringer

Mannheim) utilizando-se o Kit Ailbumina da marca Bio Técnica.

Principio do Método: A Albumina presente na amostra reage com 0 bromocresol em

meio acido, formando um complexo colorido que & quantificado por espectrofotometria.

Kit: Reagente-(Verde de bromocresol 0,17mmol; Tampé&o Succinato 0,88mmol pH4,2
;Azida sodica 9mmol). Padrao (Solugdo de albumina de concentragdo conhecida).

Procedimento: Mistura-se em tubos de ensaio, para o Branco (1000 pul de Reagente de

Trabalho}, para o Padréo (5 uL de Padrdo + 1000 pL de Reagente de Trabalho) e para
a amostra (5 uL de Amostra + 1000 uL de Reagente de Trabalho). Em seguida agitar

bem os tubos e deixar 10 minutos a temperatura ambiente. Logo apds, ler a
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absorbancia (A) do Padréo (A;) e da Amostra (A,) frente ac branco a 630nm. A leitura

de Absorbéncia & usada para os calculos de concentragéo a partir da seguinte férmula:
[Albumina] (g/dL) = Absorbéancia da Amostra x Concentragéo do Padréo
3.2.5.2.2. Acido Urico (AU)

As Andlises da concentragdo plasmatica de Acido Urico foram realizadas no
aparelho Autolab 18 (Boehringer Mannheim) utilizando-se o kit Uricostat enzimatico AA
da marca Wiener Lab.

uop

Acido arico + 2H,0 + O, alantoina + H,0, + CO,

POD

H,0; + 4-AF + 3,5-DHS

Kit: Padrdo {solugdo de acido arico 100 mg/L), Enzimas (frasco contendo uricase-

Coloragdo Vermelha

UOD, peroxidase-POD, 4-Aminofenazona e ferrocianeto de potassio); Tampdo
{solugéo de 3,5diclorohidroxibenzeno sulfénico — DHS em Tampao fosfatos pH 7,4).

Reagente de Trabalho: Dissolver 0 contelido de um frasco de Enzimas em um frasco

de Tampéo de Uso. Misturar até dissolugdo completa e em seguida homogeneizar o

reagente.

Procedimento: Inicialmente sédo preparados o Branco, 0 Padrio e as amostras de
valores desconhecidos. Brance (1 mL de Reagente de trabalho). Padrdo (1 mL de
Reagente de Trabalho + 20 pL de Padrao de &cido (rico). Amostras desconhecidas
(1mL de Reagente de trabalho + 20 pl. de amostra). Todas as preparagdes sdo
misturadas suavemente e permanecem em repouso por 20 minutos as temperaturas
ambientes (18 a 25°C). Logo em seguida realiza-se a leitura no espectrofotémetro a
505 nm. A leituras de absorbancia sdo utilizadas para calcular a concentracdo de acido
Urico a partir da seguinte formula:

[Acido Urico] (mg/l)= Absorbéncia x F onde f= 100(mg/)/S

3.2.5.2.3. Atividade da Enzima Antioxidante Catalase (CAT)
Os ensaios para dosagem da atividade da enzima catalase em eritrécito foi realizada
adicionando-se as amostras a tampéo fosfato 50 mM e HyO, 10 mM, (Aebi, 1984). A
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queda nos valores de absorbancia é seguida espectrofotometricamente a 240 nm,

segundo a reagao:
CAT

H;0; - HO + 12 O,

O calculo da atividade da catalase sanguinea sera feito pela seguinte equagio:
(2,3/At).(a/b). {log A4/Az), onde a é o volume de hemolisado na cubeta e b € o volume
total da cubeta, A o valor da absorbancia em t=0 e A, é o valor da absorbancia no

tempo final, que em nosso caso se da aos 15 segundos ap6s o inicio da reagéo (Aebi,
1984).

3.2.5.3.Marcador Resposta Inflamatoria
3.2.5.3.1.Proteina C Reativa (PCR)

A proteina C reativa foi determinada através de reagéo de aglutinagdo de latex em
lamina. As particulas de latex sdo sensibilizadas com anticorpos anti-PCR e
estabilizadas. A presenga de aglutinagdo é indicativa de reagdo positiva para Proteina

C-reativa.

Procedimento: misturar 25ul do plasma com 25ul do reativo; homogeneizar com

rotacao suave e fazer a leitura em 5 minutos.
3.2.5.3.2.Marcador Resposta Inflamatéria — Alfa-1-Glicoproteina Acida (AGP)

A alfa-1-glicoproteina acida foi determinada através de reagdo de imunoturbidimetria
com o reagente AGP Wiener Lab no Espectrofotémetro Beckman DU 640. Inicialmente
a amostra € diluida em solugdo fisiologica (1:10). Mistura-se entdo 80 ul de amostra
diluida com 800ul de tampao AGP, e realiza-se a primeira leitura de absorbancia em
Espectrofotémetro a 340 nm. (A1). Em seguida s#oc adicionados 120pl de anti-soro anti-
AGP. A amostra &€ misturada e ap0s incubac¢ao de 30 minutos a temperatura ambiente
realiza-se e segunda leitura de absorbancia também em 340 nm (A2). A diferenga entre
(A1) e (A2) é calculada e multiplicada pelo fator calculado. Para o calculo do fator, o
procedimento realizado € o mesmo do ensaio dos tesies, porém & utilizado um padréo

de valor conhecido.
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3.3. ANALISES ESTATISTICAS

Foi utilizado o programa GraphPad Instat® (San Diego,CA) para conduzir
as andlises estatisticas. Para os biomarcadores estudados, foi utilizado o teste Mann
Whitney para amostras ndo pareadas e ndo paramétricas.Valores de p < 0.05 foram
considerados significativos. Os resultados estdo apresentados na forma de gréafica de
boxplot, onde é possivel avaliar a variagdo da mediana e dos intervalos interquartis.
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4 Resultados e Discussio

4.1.EFEITO DO PROTOCOLO EXAUSTIVO AGUDO SOBRE 0S PARAMETROS DE
ALTERAGAQ DA PERMEABILIDADE DE MEMBRANA

As alteragbes induzidas na atividade piasmatica da enzima Creatina Quinase
(CK) em fungdo do protocolo de exercicio exaustivo agudo estdo apresentadas na
figura 2.

CREATINA QUINASE (CK}
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Figura 1: Atividade da Enzima Creatina Quinase no Plasma de ratos submetidos ao protocolo de
exaustio. Os resultados sdo apresentados na forma grafica de boxplot; grupo controle (n=12);
momentos pos-exaustdo (n=8).

Analisando a atividade da enzima CK n&o verificamos uma influéncia expressiva
do jejum nos valores de mediana dos parémetros de alteragéo de permeabilidade de
membrana no grupo controle jejum (C.J), comparados aos valores do grupo controle
alimentado(C.S.J).

Analisando inicialmente o efeito do exercicio, podemos verificar um aumento
expressivo nos valores de mediana (p= 0,045) no momento 6 horas apés a aplicagédo
do protocolo de exaustdo, comparados as atividades da CK nos grupos controles C.SJ
e C.J. Constatamos ainda o estabelecimento de um platé com tendéncia a aumento
quando analisamos os valores de mediana no intervalo de 6 a 48 horas pds-exaustao,

comparados aos valores dos grupos C.SJ e C.J.
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Apods 72 horas da realizagdo do protocolo, a atividade da CK retorna aos valores
de mediana quantificados nos grupos controles C.SJ e C.J.

Aftravés desses dados podemos constatar que o exercicio exaustivo promove
danos agudos as estruturas musculares refletindo deste modo, no extravasamento de
enzimas citosolicas como a CK (VAN DER MEULEN.,1991; VENKATRAMAN ET AL.,
2000). Alguns estudos sugerem ainda o extravasamento de outras enzimas como a
Lactato Desidrogenase (LDH) ou Glutamato-Oxaloacetato Transaminase(GOT) (VAN
DER MEULEN.1991; VINA ET AL.2000; SACHECK & BLUMBERG,2001). A
magnitude de resposta dessa enzima quantificada, em parte, reflete 0 aumento na
produgdo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROS) ou o estresse mecanico
representado pelos micro-traumas no tecido muscular esquelético causados pelo
exercicio fisico realizado. Porém, alguns estudos sugerem uma redugdo no estresse
mecanico induzido pelo exercicio de natagdo, uma vez que os ratos sdo nadadores
naturais, ocorrendo, dessa forma, também uma distribuigéo de fluxo sanguineo mais
eficiente nesse padrdo de exercicio. Nesse tipo de exercicio, verificamos ainda que o
output cardiaco e freqiiéncia cardiaca apresentam uma faixa estreita de variagéo de
modo que a magnitude de lesdo ocorrida via EROS é minimizada também, diminuindo
o extravasamento de enzimas citosolicas.(AYDIN ET AL,,2005;RAVI| KIRAN.,2004) .

No atual projeto nao foi possivel diferenciarmos as repostas advindas de ambos
0s mecanismos, porém, estudos sugerem que ¢ aparecimento das EROS dependem
da intensidade e do grau de exaustdo no qual o exercicio é realizado, sendo mais
pronunciada nos exercicios de intensidade maxima e naqueles com uma componente
de exaustio acentuada (QUINDRY ET AL.,2003; AYDIN ET AL.,2005 ).

VINA E COLABORADORES(2000), verificaram que a meia-vida dessas espécies
é reduzida e o dano muscular ocorre em uma escala de tempo proxime a produgéo de
ERQOS. Dessa forma, & estabelecida uma relacao de causa-efeito, uma vez que o
exercicio fisico € um potencial indutor na geracdo de EROS, e portanto,ambos os
fendmenos metabdlicos e mecanicos, confribuem para progressdo do dano muscular ¢
para 0 estabelecimento da condigao de estresse oxidativo pés-exercicio (SMITH 2003,
AYDIN ET AL.,2005).
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Portanto, o aumento significativo (p<0,05) nos valores de mediana na atividade
enzimatica da CK em relagdo aos grupos-controle refletem o estresse mecanico e o
aumento na producdo de EROS durante a aplicagdo do estimulo exaustivo. Ja o platd
estabelecido entre os momentos 6 e 48 horas pbs-exercicio na atividade enzimatica da
CK, pode ser reflexo do aumento da producéo de ERQS através da ativagdo da enzima
NADPH-Oxidase (burst respiratério} presente na estrutura dos leucdcitos recrutados ao
sitio da les&o, durante a da reposta inflamatoria estabelecida nas figuras 6,7 e 8.
Convém ressaltar que durante o processo inflamatdrio ocorre o aumento significativo no
consumo de oxigénio pelos neutrofilos (burst respiratorio), sendo que, grande parte do
oxigénio consumido através da atividade da enzima NADPH - oxidase é convertido a
&nion superdxido, (202 + NADPH 203 + NADP' + H"), acarretando no
aumento da producgéo de agentes oxidantes, como podemos verificar indiretamente nas
figuras 3 e 4.

A resposta dos marcadores de estresse oxidativo e resposta Inflamatéria
apresentados a seguir, mostram uma semelhanga comportamental em relagdo aos
dados da atividade plasmatica da enzima CK, contribuindo para o entendimento da

relagdo dano muscular, EROS e resposta inflamatoria aguda.

4.2.EFEITO DO PROTOCOLO EXAUSTIVO AGUDO SOBRE OS PARAMETROS DE
ESTRESSE OXIDATIVO

As alteragbes induzidas nos marcadores de estresse oxidativo em fungdo do
protocolo de exercicio exaustivo agudo, representado pelos marcadores albumina,
catalase e acido arico estao apresentadas nas figuras 3,4 e 5 respectivamente.
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Figura 2: Concentragdo de Albumina no Plasma de ratos submetidos a¢ protocolo de exaustdo. Os
resultados sdo apresentados na forma gréfica de boxplot; grupo controle (n=12); momentos pbs-
exaustdo (n=8).

Analisando a cinética da albumina (Figura 3), verificamos uma tendéncia a
diminuigdo nos valores de mediana 3 horas pés-exercicio (p=0,24). Podemos observar
que 6 horas pobs-exercicio caracteriza-se uma diminuigdo significativa (p=0,003 e
p=0,001) nos valores de mediana nas concentra¢gdes de albumina no plasma,
comparados aos valores observados nos grupos, C.S.J e C.J, respeclivamente. O
decréscimo observado na concentragio de albumina plasmatica persiste até 24 pos-
execugdo do protocolo de exaustdo. Nos momentos seguintes é verificada uma
tendéncia ao restabelecimento nos niveis plasmaticos desse marcador, sendo que 72
horas pbés-exercicio observa-se o retorno da mediana a valores proximos aos
quantificados nos grupos-controle. Convém ressaltar que o grupo C.J ndo apresentou
diferencga significativa em relagdo ao grupo C.8J, sendo que os valores observados ao
longo da cinética respondem aos efeitos do exercicio exaustivo.

Com relacdo 3 atividade da enzima catalase, nao verificamos um efeito do jejum
nos valores de mediana do C.J comparados acs valores de mediana encontrados no

grupo C.8.J, como podemaos observar na figura 4.
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Figura 3: Atividade da Enzima Catalase no Plasma de ratos submetidos ao protocoloe de exaustdo. Os
resultados s@o apresentados na forma grdfica de boxplot; grupo controle (n= 5); momentos pds-
exaustgo (n=>5).

Por outro lado, quando observamos os valores de mediana pos-exercicio,
comparados aos valores encontrados nos grupos C.S.J e C.J, verificamos um aumento
significativo na atividade da enzima catalase no momento 3 horas (p=0,007) poOs-
exaustdo, estabelecendo um pico (p=0,007) de afividade no momento 6 haras e
mantendo-se aumentado significativamente (p=0,007) até 12 horas pos-exercicio.
Porém, convém ressaltarmos que no momento 24 horas pos-exaustdo os valores de
mediana da atividade da enzima, embora naoc apresentem diferenga significativa
(p=0,15) comparada aos grupos C.S.J e C.J, ainda apresentam-se acima dos valores
de mediana dos grupos-controle. A atividade da enzima catalase retorna aos valores
encontrados nos grupos C.8.J e C.J 48 a 72 horas pés-execugdo do protocolo

exaustivo agudo.

Ao observamos a cinética de concentragdo de acido urico no plasma (Figura 5),
quando comparamos os valores de mediana do grupo C.J em relagéo ao grupo C.S.J,
podemos observar que o jejum reduziu significativamente (p=0,01) os niveis

plasmaticos de acido urico.
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Figura 4: Concentragio de Acido Urico no Plasma de ratos submetidos ao protocolo de exaustfio. Os
resultados sdc apresentados na forma gréfica de boxplat; grupo controle (n=12); momentos pds-
exaustdoc (n=8).

Com relagdo aos valores de mediana do acido Urico 3 horas poés-exaustéo
comparados aos valores do grupo C.J, observamos uma leve tendéncia a diminuic@o
(p=0,78), portanto, ndo foi possivel observar um decréscimo significativo na
concentragdo de acido Grico no plasma em decorréncia ao estimulo do exercicio, sendo
que o comportamento observado na cinética desse marcador pode se dever ao jejum
pré-exercicio. Porém, ainda assim, podemos observar um comportamento semelhante
entre a cinética de acido urico e albumina.

Correlacionando os dados de alteragdo de permeabilidade de membrana aos
dados de estresse oxidativo, podemos verificar que ocorreu um aumento na condi¢do
de estresse oxidativo, que se inicia 3 horas pds-exaustdo e atingiu um pico 6 horas
pos-exaustdo, retornando a niveis pré-exaustdo (C.S.J e C.J) 48 horas apos a
aplicacéo do PEE.

A condicéo de estresse oxidativo estabelecida pds-exaustdo, parece contribir
para a regeneragdo da fungdo e da morfologia do tecido muscular esquelético
lesionado (ALESSIO, 1993; SMOLKA ET AL., 2000; REID, 2001; REID &
DURHAM, 2002) entretanto, as EROS produzidas durante essa situagdo ndo
diferenciam o tecido integro do tecido danificado, podendo exacerbar o dano inicial.
Dessa forma, a atividade das EROS é controlada com o aumento das proteinas
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responsaveis (Proteinas de Fase Aguda - PFA) pelo controle desse ataque oxidativo as
estruturas danificadas.

Portanto, o retorno aos niveis basais dos parametros de estresse oxidativo
estabelecidas pré-exaustdo (C.S.J e C.J) no momento 48 horas pés-exaustio, pode se
dever ao aumento da expressdo das proteinas de fase aguda, caracteristica da

resposta inflamatoria, como podemos observar nas figuras seguir.

4.3.EFEITO DO PROTOCOLO EXAUSTIVO AGUDO SOBRE 0OS PARAMETROS DE
RESPOSTA INFLAMATORIA

As alteracbes induzidas na contagem de leuctcitos em fung&o do protocolo de
exercicio exaustivo agudo estio apresentadas na Figura 6.
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Figura 5: Contagem de Leucdcitos no Plasma de ratos submetidos ao protocofo de exaustdo. Os
resultados sdo apresentados na forma grafica de boxpfet; grupe controle (n=12); momentos pés-
exaustdo (n=8),

Analisando inicialmente a contagem de leucocitos verificamos uma diminui¢do
significativa (p=0,003) nos valores de mediana do grupo C.J, comparados aos valores
do grupo C.S.J. Podemos constatar, portanto, que ¢ jejum gera uma diminuigao na
contagem de leucécitos. Alguns estudos sugerem que uma diminuigdo dos
aminodcidos plasmaticos, principalmente a glutamina (NEWSHOLME ,1994), poderia ser
um fator responsave! por esse comportamento apresentado no gréfico acima, levando
a uma diminuigdo na contagem plasmaética de leucécitos (leucopenia) observada na

figura 6.
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Ja analisando 0 efeito do exercicio, podemos verificar uma tendéncia (p=0,04) a
um aumento nos valores de mediana 6 horas pos-exercicio, comparados aos valores
encontrados no grupo C.S.J Constatamos ainda gue nos momentos seguintes, 12 e 24
horas pods-exercicio, apesar da dispersdo dos dados aumentarem com relagdo a
mediana, observa-se um platd com tendéncia a aumento nos valores de mediana
(p=0,37e p=0,24,respectivamente) comparados aos valores do grupo C.SJ.

Enfim, 48 horas pos-exercicio observamos um aumento significativo (p=0,001)
nos valores de mediana na contagem de leucocitos comparados aos valores do grupo
C.8.J. Em sequida, 72 horas pos-exercicio, verificamos um retorno dos valores de
mediana aos valores encontrados no grupo C.8.J, que coincide com 0 pico das
proteinas de fase aguda, como podemos verificar nas figuras 7 e 8.

Na figura 7 estdo apresentadas as alteragdes induzidas na concentragédo
plasmatica da proteina Alfa-1-Gliproteina Acida em fungéo do protocolo de exercicio

exaustivo agudo.
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Figura 6: Concentragio da proteina Alfa-1-glicoproteina Acida no plasma de ratos submetidos ao
protocolo de exaust8o. Os resultados sdo apresentados na forma grafica de boxplot; grupo controle
(n=12); momentos pds-exaustdo (n=8).

Observando a figura 7, verificamos que o jejum ndo apresentou influéncia
significativa (p=0,58) nos valores de mediana deste grupo, comparado aos valores
encontrados no grupo C.S.J oservando-se apenas um aumento na dispersdo dos

valores em torno da mediana.
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Com relag&o, ao efeito do exercicio nas concentragdes plasmaticas de Alfa-1-
Glicoproteina Acida, observamos uma leve tendéncia a aumento (p=0,20) nos valores
de mediana 6 horas poés-execugdo do protocolo comparados aos valores do grupo
C.8.J.

Ainda analisando os valores de mediana 24 e 48 horas pés-exercicio, foi
verificado um aumento significativo (p=0,001 e p=0,08 respectivamente) na
concentragdo plasmatica de Alfa-1-Glicoproteina Acida em relagdo ao grupo C.S.J,
sendo que em 72 horas pos-exercicio foi encontrado um pico (p=0,13) na concentragdo
plasmatica de Alfa-1-Glicoproteina Acida, corroborando com os dados apresentados na
literatura (MOODIE & LABADARIOS,1997).

Um comportamento semelhante pdde ser notado nas alteragdes induzidas na

concentragéo plasmatica da Proteina-C-Reativa (PCR) apresentada na figura 8.
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Figura 7 : Concentracdo de Proteina-C-Reativa no Plasma de ratos submetidos ao protocolo de
exaustio. Os resultados s3o0 apresentados na forma grafica de boxplot;grupo controle (n=12};
momentos pos-exaustdo (n==8).
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Assim como observado na figura 7, verificamos que o jejum ndo apresentou
influéncia significativa (p=0,29) nos valores de mediana do grupo C.J comparados aos
valores encontrados no grupo C.S.J com relagdo a PCR (Figura 8).

Ja nos momentos apos realizagdo do protocolo, observamos uma leve tendéncia

a aumento (p=0,08) 3 horas pds-exercicio, sendo que, 6 horas apoés, verificamos um
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aumento significativo (p=0,001) nos valores de mediana, comparados aos valores de
mediana dos grupos C.S.Je C.J.

Analisando os momentos 6, 12, 24, 48 e 72 horas pés-exercicio, podemos
sugerir o estabelecimento de um platd, com diferenga significativa, nos valores de
mediana comparados aos valores dos grupos C.S.J e C.J. Ainda assim, podemos
observar uma tendéncia a formagéo de um pico na concentragéo plasmatica de PCR,
48 horas pos-exercicio, corroborando com dados encontrados na literatura
(VALTCHOUGANSKA ET AL.,2004; GIFFEN ET AL.,2003).

Dessa forma, podemos estabelecer uma relagdo entre o aumento da
concentragdo plasmatica das Proteinas de Fase Aguda 48-72 horas poés-exercicio
(Figura7e8)e:

v o retorno dos valores de leucécitos 72 horas pos-exercicio aos valores quantificados
no grupo controle alimentado;

v" a diminuigdo do extravasamento de contetdo citosélico (CK) 72 pds-exercicio;

v diminuigdo do ataque oxidativo e o retorno a niveis pré-exaustdo no sistema de

defesa antioxidante 48 horas pos-exercicio.
4.4.DISCUSSAO

No atual projeto, confronfamos os dados quantificados acs dados apresentados
na literatura, objetivando delinear a relagdo causa-conseqliéncia entre a triade dano
muscular , estresse oxidativo e processo inflamatério

Os estudos observados mostram que o processo inflamatdric pode ser
desencadeado por diversos mecanismos denifre os quais podemos citar o estresse
mecanico, isquemia local e geragdo de EROS na musculatura esquelética,
principalmente apds o exercicio de alta intensidade, no sentido de reparar o tecido
lesado (VENKATRAMAN ET AL., 2000}).

A resposta a inflamagédo € um mecanismo muito bem elaborado € sincronizado,
com grande capacidade de amplificagdo em cada passo, visando o movimento de
fluidos, proteinas de fase aguda e de leucdcitos da circulagéo para o local lesionado
(HELLSTEN ET AL., 1997; CHILD ET AL, 19899; MALM, 2001)

Primeiramente, os macrofagos localizados no tecido lesado sdo ativados por

alguns fatores locais relacionados a leséo e liberam as “citoquinas alarme” (BAUMANN
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ET AL., 1994), que induzem a produg&o adicional de IL-1 e TNF-c, além de interleucina
6 (IL-6) pelas celulas endoteliais locais, células epiteliais, fibroblastos, mondcitos
circutantes e macréfagos.

Simultaneamente a liberagdo das citoquinas de alarme, as EROS contribuem
para a ativagido de fatores de transcrigdo génica localizados no nicleo das células,
sinalizando o aumento da produgdo de citoquinas, favorecendo dessa forma a
amplificacio da resposta inflamatéria.

As EROS apresentam um ampilo repertério de fungGes, dentre os quais podemos
citar a propagacgado do dano muscular, remog¢éo de restos celulares, cura e regeneracéo
de tecidos, além de serem potentes estimuladores da expresséc génica de alguns
fatores de ativagdo que contribuem para a consclidagdo da resposta inflamatdria
(CLOSA & FOLCH-PUY,2004).

Este poof de citoquinas liberado na corrente sanguinea comanda, coordena e
integra o trafego de varios tipos de celulas de defesa (RHIND ET AL., 1985),
juntamente com as moléculas de adesé&o celular e com as quimioquinas, mediando as
modifica¢Ges locais e sistémicas, bem como o término da inflamagdo (SMITH & MILES,
2003). O aumento das citoquinas contribuem,dessa forma, para o recrutamento de
leucdcitos ao tecido lesionado.

Os leucocitos, como parte integrante do sistema imune, sdo 0s primeiros a
responder a lesao tecidual. Os leucdcitos que atuam no sitio da inflamag@o sé@o de dois
tipos: neutréfilos polimorfonucleares (eosindfilos, baséfilos, segmentados e bastonetes)
e células mononucleares (monécitos e linfocitos) (SMITH, 2000; RANG & DALE, 1999).
Os neutrdfilos sdo a primeira sub-populacdo de leucdcitos a aparecer no local
lesionado (PIZZA ET AL.,2002). Eles séo produzidos na medula Ossea, € representam
cerca de 50 a 60% do total de leucécitos circulantes no sangue (TIDBALL,1995). Muitos
estudos tém reportado um aumento imediato nos neutréfilos circulantes durante e apos
O exercicio, que se correlaciona com o aumento nos niveis plasmaticos dos horménios
epinefrina e cortisol (QUINDRY ET AL.,2003;PYNE,1994),

Os leucdcitos recrutados através da acdo das moléculas de adesdo celular

aderem-se fortemente & parede do endotélio vascular no local inflamado e,
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posteriormente, na presenga das quimioquinas, ocorre a migracdo (diapedese) dos
leucdcitos da corrente sanguinea para o sitio da inflamag&o (CALICH & VAZ, 2001).

A fungéo predominante dos neutrofilos é a remogio dos elementos indesejaveis
relacionados a les&o tecidual por fagocitose (SMITH, 2000). Os neutréfilos ativados
também liberam proteases lisossomais, que degradam as proteinas locais, além de
formar EROS pés-exercicio, como resultado do burst respiratoric (QUINDRY ET
AL.,2003;PYNE,1984) As EROS incluem um amplo espectro de espécies radicalares,
como o radical anion superoxido (O;°) e radical hidroxila (OH) e n&do-radicalares, como
o peroxido de hidrogénio (HxO:), que exibem em maior ou menor grau, atividade
oxidante. Dessa forma, as EROS produzem uns ambientes hostis, causando morte ou
destruigéo tecidual, sendo que parte desta destruicdo permite regeneragdo do tecido
lesionado.

Porem, a destruicdo pode se estender também ao tecido sadio, visto que os
neutrofilos podem conter mais de 40 enzimas hidroliticas e moléculas téxicas em seus
granuios, além de poder gerar varios oxidantes (PYNE,1994; SMITH, 2000; TOURNI &
BEST.2003). Nesse sentido, os neutrdfilos estariam contribuinde para um dano
secundario no misculo através da liberacdo de EROS pds-exercicio durante a
fagocitose, podendo levar a um quadro de inflamagdo crénica (TOURNI & BEST,
2003), que também obriga o atleta a parar suas atividades {PYNE, 1994).

Os mondcitos formam a segunda sub-populacdo de leucécitos a aparecer no
local lesionado. Quando essas células se movem da circulag@o para os tecidos sdo
transformados em macrofagos (TIDBALL,1995). Os dados encontrados por PIZZA
parecem indicar que os macréfagos aumentam no musculo somente quando os
principais sinais de lesdo sdo evidentes (PIZZA ET AL.,2002). Quando estdo ativados,
ou como monécitos circulantes ou como macréfagos teciduais, sd0 capazes de
secretar cerca de 100 compostos quimicos diferentes, constituindo-se num passo
central do processo inflamatério local e sistémico (AZEVEDO ET AL., 2001; HUGHES,
1998).

Sistemicamente, a TNF-o. e a IL-1 s8o capazes de atuar no sistema nervoso
central, com receptores no hipotalamo, promovendo febre. A ligagado das citoquinas no
hipotalamo também resuita em ativacdo do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal e nucleo
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simpatico, resultando em concentragdes elevadas de cortisol e catecolaminas,
respectivamente, os tradicionais hormdnios do estresse (SMITH,2000). O cortisol e
citoquinas antiinflamatérias agem concomitantemente e induzem uma série de eventos
responsaveis pelo término do processo inflamatorio, bem como a cura (WEICKER &
WERLE,1991).

Alem de sua atuagdo no sistema nervoso central, as citoquinas promovem
também a sintese hepdtica de proteinas de fase aguda (alfa-1-glicoproteina acida,
PCR e amiléide sérico A) (BAUMANN,1994; FALLON ET AL,2001;RIDKER ET
AL,2001). A sintese dessas proteinas representa um aspecto crucial da resposta
imune/inflamatoria, pois sédo elas que ajudam a conter a amplificagéo potencialmente
letal da inflamagdo, servindo como agentes protetores junto ao dano excessivo que
pode ser resultado do evento inflamatério, ocasionado pelas enzimas catabdlicas e
EROS liberadas pelas células fagocitarias (FLECK ET AL., 1983; MACINTYRE, 1988;
BAUMANN & GAULDIE, 1994; KOJ & GUZDEK, 1995), que podem levar ao aumento

nos niveis de dano muscular, conforme mostrado na Figura 9.



“woZAaLN +

B kos

Esquema 2. Mecanismo proposto para a relagdo entre a resposta inflamatoria e danos musculares
adicionais mediados pela agao de EROS.

51



52

9.Consideragdes Finais e Conclusbes

Analisando os dados da atividade plasmatica da enzima CK, apresentados no
presente projeto foi possivel verificar que durante e apds a realizagdo do protocolo de
exercicio exaustivo agudo parece ocorrer um aumento na producgédo de EROS, bem
como o estresse mecanico na estrutura masculo-tendinea em decorréncia da
sobrecarga proporcionada pelo do exercicio de natacgao,

Tanto o estresse mecénico como a produgdo de EROS durante o estimulo
desempenham papéis de mediadores da resposta inflamatoéria, refletindo dessa forma
no aumento de leucécitos na corrente sanguinea e no sitio da lesdo muscular. Os
leucocitos, através do aumento do consumo de oxigénio (burst respiratdrio),
proporcionam ¢ aumento adicional na produg¢do de EROS na musculatura esquelética,
promovendo paradoxalmente a regeneragéo tecidual e ac mesmo tempo contribuindo
para desencadear uma cascata de eventos, dentre eles 0 aumento das proteinas de
fase aguda verificados nas Figuras 7 e 8, que contribuem para o término da resposta
inflamatéria e conseqlientemente a cura e o restabelecimento da homeostasia.

Assim, o protocolo fol capaz de refietir as altera¢des provenientes do dano
muscular, do estresse oxidativo e da resposta inflamatoria, de modo que o dano
muscular e a condigdo estresse oxidativo parecem anteceder e mediar o pico da
resposta inflamatéria 48 a 72 horas pés-exercicio. Enquanto isso o pico da condigdo de
estresse oxidativo iniciou-se no momento 8 horas retornando as condi¢Ges basais nos
momentos 24 a 48 horas poés-exaustio .

Os dados apresentados nessa monografia corroboram para © progresso no
entendimento e delineamento da relagéo entre a formagdo de EROS e a instalagéo da
resposta inflamatéria. Porém,o entendimento dessa relagéo tem sido dificultado pela
falta de modelos apropriados de processo inflamatéric em humanos e ratos.

Portanto dentro das conclusdes retiradas do projeto, observou-se a necessidade
de aprimorar nosso modelo de exercicio agudo a partir desses dados, de forma a
visualizar com clareza a instalagédo do processo inflamatério independente da condig&o

de jejum, posteriormente objetivamos analisar uma situagdo crdnica de desequilibrio
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entre estimulo e recuperacao (overreaching /overtraining), buscando utilizar os mesmos
biomarcadores para diagnosticar a magnitude desse desequilibrio e validar seu uso na

detecgdo do (overreaching /overtraining).
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APENDICE 1 - VALORES REFERENTES A CINETICA DA CONCENTRACAO PLASMATICA DA
ENZIMA CREATINA QUINASE (CK)

RATOS C.8J C.J 3h €h 12h 24h 48h 72h
1 125 211 164 3%6 294 524 249 187
2 98 239 467 284 228 386 390 322
3 94 226 625 208 499 525 355 192
4 216 323 246 322 486 610 620 148
5 265 207 221 614 482 260 641 155
6 150 335 103 508 141 662 700 141
7 240 230 155 658 145 567 657 154
8 200 210 263 631 161 406 515 172

9 184 244

10 121 189

11 423 293

12 580 290
MEDIA 225 250 281 441 305 493 516 184
DESVIO PADRAO 144 48 177 164 161 133 166 59
MEDIANA 192 235 234 452 261 525 568 164
VALOR MINIMO 94 189 103 208 141 260 249 141
VALOR MAXIMO 280 335 625 668 499 662 700 322

* UNIDADE : (U/L)



APENDICE 2 - VALORES REFERENTES A CINETICA DA CONTAGEM TOTAL DE LEUCOCITOS

(WBC)

RATOS C.SJ c.J 3h 6h 12h 24h 48h 72h
1 6000 2800 3100 5700 3667 3433 7400 4150
2 3500 1266 3300 6100 4267 7500 8400 3400
3 5400 1000 3150 7900 6800 7400 7500 1100
4 5400 2500 2200 5000 2700 4500 7050 3900
5 5500 4000 1400 4500 9600 9500 7805 4600
6 4800 1300 2800 6200 2700 3600 7200 5200
7 4300 1400 2000 7800 9400 3400 7250 5000
8 1950 3500 3900 2900 6400 2000 7300 4100

9 2700 2800

10 5000 3000

11 3400 3800

12 3900 2200
MEDIA 4321 2464 2731 5763 5692 6092 7488 3931
DESVIO PADRAO 1250 1039 810 1665 27508 2665 432 1286
MEDIANA 4550 2650 2950 5900 5334 5950 7350 4125
VALOR MIiNIMO 1950 1000 1400 2900 2700 3400 7050 1100
VALOR MAXIMO 6000 4000 3900 7900 9500 9900 8400 5200

* UNIDADE : Contagem/mm’



APENDICE 3 - VALORES REFERENTES A CINETICA DA CONCENTRACAO PLASMATICA DA
PROTEINA-C-REATIVA (PCR)

RATOS C.8J c.J 3h 6h 12h 24h 48h 72h
1 0,1 2,8 0,7 1.4 1,3 1,0 4,5 2,1
2 g1 3,8 0,8 2,8 4,4 4,4 4,6 5,6
3 3,5 2,5 3,2 4,8 4,2 4,3 1,8 4,1
4 0,1 1,9 1,7 2,9 4,0 3,1 2.4 4,1
5 0,1 0,1 0,8 4,0 3,5 5,6 5,2 4,6
6 0,1 1,0 3,5 7,9 0,5 1,2 5,2 4,8
7 1,2 0,1 2,5 6,7 1,8 3,5 4,0 0,1
8 0,6 0,2 2,9 7.6 0,1 4,1 4,6 0,1

g 0,3 2,7

10 3,5 0,6

11 2,2 3,1

12 1,7 0,5
MEDIA 1,1 1,6 2,0 4,8 2,5 3,4 4,0 3,2
DESVIO PADRAO 1,3 1,3 1,2 2,4 1,7 1,6 1,3 2,1
MEDIANA 0,5 1,5 241 4,4 2,7 38 4,6 4,1
VALOR MiNIMO 0,1 0,1 0,7 1,4 0,1 1,0 1,8 9,1
VALOR MAXIMO 3,5 3,8 3,5 7,9 4.4 5,6 5,2 5.6

* UNIDADE : (mg/L)



APENCIDE 4 - VALORES REFERENTES A CINETICA DA CONCENTRACAO PLASMATICA DE ALFA-1-
GLICOPROTEINA ACIDA (AGP)

RATOS C.8J c.J 3h 6h 12h 24h 48h 72h
1 14,0 17,4 7,1 14,9 21,1 14,6 17,5 24,4
2 10,7 16,8 14,4 14,8 16,2 18,2 21,4 26,1
3 11,2 16,6 10,1 15,8 14,8 14,6 7.9 32,1
4 8,7 19,0 12,2 8,9 14,4 16,4 24,5 20,8
5 7,9 19,2 8,4 14,8 9,6 18,5 228 18,5
6 6,9 3,4 6,4 9,7 7,0 18,9 12,3 7,8
7 4,7 3,8 10,1 5,8 8,6 14,0 8,2 8,0
8 8,3 4,5 8,4 9,1 7,9 11,7 8,4 51
g 11,2 5,7
10 15,1 3,3
11 9,4 4,2
12 6,2 5,0
MEDIA 9,5 9,9 9,6 11,7 12,5 15,9 15,4 17,9
DESVIO PADRAO 3,1 7,0 2,7 3,8 5,0 2,6 7,0 9,9
MEDIANA 9,1 5,4 9,3 12,3 12,0 15,5 14,9 18,7
VALOR MiNIMO a,7 3,3 6,4 5,8 7,0 11,7 7,9 5.1
VALOR MAXIMO 15,1 19,2 14,4 15,8 21,1 18,9 24,5 32,1

“UNIDADE : (mg/dL)



APENDICE 5 - VALORES REFERENTES A CINETICA DA CONCENTRACAO PLASMATICA DE
ALBUMINA (ALB)

RATOS C.8J c.J 3h 6h 12h 24h 48h 72h
1 5.2 4,6 4,7 4,1 4,4 4,4 4,5 4,7
2 5,1 4,6 4,9 4,3 4,4 4,4 4,8 4,8
3 5,0 4,9 4,8 4,3 4,4 4,3 4,7 4,6
4 5.1 4,8 4,7 3,8 4,3 4,5 4,6 4,7
5 5,0 4,7 4,9 4,3 4,8 4,7 5,2 5,1
6 4,9 5,2 5,0 4.6 4,9 4,4 4,8 5,1
7 4,8 4,9 4,7 4,8 4,6 46 5,0 5,1
8 5,0 5,0 4,7 4,7 4,7 4,5 4,9 4,8

9 4,9 5,0

10 4,9 51

1 4,9 4,9

12 4,9 5,1
MEDIA 5,0 4,9 4,8 4,4 4,6 4.5 4,8 4,9
DESVIO PADRAO 0,1 0,2 0,1 0,3 0,2 0,1 0,2 0,2
MEDIANA 5,0 4,9 4,8 4,3 4,5 4,5 4,8 4,8
VALOR MiNIMO 4,8 4,6 4,7 3,8 4,3 4,3 4,5 4,6
VALOR MAXIMO 5,2 5,2 5,0 48 4,9 4,7 5.2 51

* UNIDADE : {g/dL)



APENDICE 6 - VALORES REFERENTES A CINETICA DA CONCENTRACAO PLASMATICA DE

ACIDO URICO (AU)

RATQS C.5J C.J 3h 6h 12h 24h 48h 72h
1 3,4 1,7 1,2 1,8 2,9 1,8 26 2.5
2 4,1 1,7 1,6 i,1 1,9 2,4 3,0 3,1
3 3,2 2,5 2.1 1,3 2,6 2,3 2,7 3,0
4 3,0 1,9 1,5 2,3 1,9 1,9 2,4 2,3
5 3,2 2,0 1,3 2,4 1,3 1,7 1,3 1,1
6 2,4 1,7 2,5 1,8 1,9 1,8 1,3 3,3
7 1,5 11 0,8 1,0 1,2 1,4 1,2 1,2
8 1,7 1,1 1,4 0,9 11 1,6 1,7 1,0

8 3,4 1,3

10 1,5 11

11 1,6 1,6

12 2,3 1.4
MEDIA 2.6 1,6 1,6 1,6 1,9 1,9 2,0 2,2
DESVIO PADRAO 0,9 0,4 0,5 0,6 0,7 0,3 0,7 1,0
MEDIANA 2,7 1,7 1,5 1,6 1,9 1,8 2.1 2,4
VALOR MiNIMO 1,5 1,1 0,8 0,9 1,1 1,4 1,2 1,0
VALOR MAXIMO 4.1 2,5 2.5 2.4 2,9 2.4 3,0 3,3

*UNIDADE : (mg/aL)}
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