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Resumo

O treinamento concorrente combina, simultaneamente, estimulos que
promovem adaptacdes aerdbicas e neuromusculares, sendo uma opgao para a
area esportiva de alto desempenho, bem como para a obten¢cdo de uma melhor
qualidade de vida. Considerando que nao ha trabalhos na literatura que tenham
estudado o periodo de recuperacdo muscular apdés uma sessao de treino
concorrente, o objetivo deste estudo foi avaliar paré&metros de estresse
oxidativo e dano muscular no periodo de recuperagao, apdés uma sessio de
exercicio agudo de treinamento de forga (12 rep. 2’ intervalo), em esteira (30’
70% VOzmax) e concorrente (6 rep. 2’ int. e 15’ 70% VOzmax). Ratos Wistar
machos adultos foram divididos nos grupos controle (n=6), for¢ca (n=6), esteira
(n=6) e concorrente (n=6). O musculo gastrocnémio e o sangue foram
coletados 6, 24 e 48h apds a sessao de exercicio. Foram avaliadas as
atividades das enzimas superdxido-dismutase, catalase e glutationa-
peroxidase, a produgao de espécies reativas e o conteudo de grupos tidis livres
em tecido muscular, além das substancias reativas ao acido tiobarbiturico. A
atividade da lactato-desidrogenase sérica e a echo intensity muscular por
imagem de ultrassom foram determinadas como um indice de dano muscular.
Nossos resultados mostraram uma manutencdo nos niveis da superoxido-
dismutase na maioria dos tempos analisados, com excegado do grupo forgca 24
h, o qual teve uma diminuicdo. Também houve um aumento da atividade da
catalase no grupo forga 6h, e uma diminuigdo na atividade da glutationa-
peroxidase em 24 h para os grupos esteira e forca. A producao de espécies
reativas aumentou no grupo forca 6 e 24 h. O conteudo de grupos tidis

apresentou-se aumentado em 24h no grupo concorrente e em 48h no grupo



esteira em relagdo ao grupo forga. Os niveis das substancias reativas ao acido
tiobarbiturico se mostraram diminuidos no grupo for¢a em todos os momentos
comparados com o grupo esteira e controle. A lactato desidrogenase mostrou
aumento da atividade em 24 h para o grupo concorrente e em 48 h para o
grupo esteira em soro de ratos. Foi verificado um aumento na echo intensity
nos grupos esteira e concorrente em 6, 24 e 48 h, enquanto que no grupo forga
s6 houve aumento no tempo de 24 h. Os ratos que realizaram exercicio de
forca apresentaram indices de estresse oxidativo muscular, evidenciado pelo
aumento de espécies reativas e das atividades das enzimas antioxidantes,
entretanto foi identificado aumento da lactato desidrogenase seérica apenas
apods 48 h. O treinamento concorrente e a esteira mostraram efeitos similares
no periodo recuperativo, evidenciados pelo aumento da lactato desidrogenase
sérica e da echo intensity. O aumento dos grupos tidis livres musculares no
grupo esteira 48 h ainda esta sob investigagdo pelo nosso grupo. Podemos
observar com nossos resultados, que a pouca especificidade da técnica de
quantificacdo das substancias reativas ao acido tiobarbiturico pode ter
influenciado nos resultados apresentados de dano a lipideos. Os resultados
sugerem que, para todos os grupos analisados, dentro de um programa de
exercicio feito cronicamente, o intervalo de uma sess&o para a seguinte deve
ser superior a 48 h para que haja uma recuperagdo adequada da musculatura

esquelética.
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1. Introducao

O treinamento concorrente vem sendo amplamente estudado e utilizado
por se tratar de uma forma de treino que combina, simultaneamente, estimulos
que promovem adaptagdes aerdbicas e neuromusculares. A sua utilizagéo é
uma opgao para a area esportiva de alto desempenho (MILLET et al., 2002) e

também para a busca por uma melhor qualidade de vida (DAVIS et al., 2009).

Diversos beneficios sdo observados com o treinamento concorrente.
Entre eles: ganhos de forca maxima e poténcia (IZQUIERDO-GABARREN,
2010), melhora no consumo maximo de oxigénio (VOzmax), diminuigdo do
percentual de gordura e massa gorda total (SILLANPAA et al., 2009), bem

como melhora na composigao corporal total e flexibilidade (DAVIS et al., 2009).

Mesmo com os olhares da ciéncia voltados para esse tipo de
treinamento, o conhecimento do comportamento do dano muscular envolvido
em uma unica sessao ainda é limitado. Para nosso conhecimento, ndo ha
trabalhos na literatura que tenham avaliado o dano muscular, bem como a
recuperacao desse dano, em uma unica sessao de treino concorrente, tanto

em humanos quanto em ratos.

O dano muscular, extensamente revisado por PROSKE e MORGAN
(2001), esta relacionado, principalmente, a fase excéntrica do movimento (fase
em que o musculo é forcadamente alongado), que é responsavel pela ruptura
de sarcomeros nas miofibrilas e dano ao sistema de acoplamento excitagao-
contragdo. Além disso, também ocorrem danos as linhas Z, desorganizagao de
miofilamentos e alteragcdes nos tubulos T musculares. A dor muscular,

intrinseca ao dano muscular, pode prejudicar as sessdes seguintes por uma



diminuicdo da capacidade de trabalho em alta intensidade. Sendo assim,
estratégias de atenuagédo da dor e conhecimentos sobre o comportamento do
dano muscular sdo de grande valor cientifico e pratico (HOWATSON e

SOMEREN, 2008).

O estresse oxidativo esta ligado ao dano muscular, pois ha um aumento
da formacgao de radicais livres durante o exercicio e também durante o
processo recuperativo. Células inflamatérias infiltradas no tecido muscular
durante a recuperacdo muscular tem a capacidade de produzir radicais livres
(MILIAS et al. 2005). No entanto, poucos estudos, como o de BAILEY et al.
(2010), avaliaram o dano muscular em resposta ao exercicio e a sua correlagéo
com o estresse oxidativo. No entanto, esse tipo de analise nunca foi feita em

humanos ou em ratos submetidos ao treinamento concorrente.

Acreditando na importancia da discussdo realizada acima, e
considerando a nossa impossibilidade de realizar experimentos com humanos,
foi planejado um protocolo de treinamento concorrente para ratos Wistar
adultos. A plataforma de treinamento de forca foi baseada no trabalho de ILHA
et al., (2008). O protocolo de esteira € baseado nos trabalhos de CECHETTI et

al. (2007).

O estudo e a compreensdao da magnitude do dano muscular e dos
mecanismos do mesmo em uma sessdo aguda de exercicio fisico sdo
importantes para fins de se obter uma melhor periodizacdo e um tempo de
recuperacdo muscular. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi tragar uma
curva de tempo de recuperacdo de fatores ligados ao dano muscular,

relacionados com a homeostase metabdlica, estresse oxidativo, e processo
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inflamatorio no musculo de ratos submetidos a uma sessdo aguda de

treinamento concorrente.

2. Revisao de literatura

2.1 Treinamento concorrente

O treinamento concorrente é caracterizado por incluir, em uma mesma
sessdo ou programa de treino, estimulos para o condicionamento aerébico e de
forca (DAVIS et al., 2009). Ao longo das ultimas décadas, e especialmente
apos o inicio do século XXI, o treinamento concorrente vem sendo amplamente
estudado e avaliado por diferentes areas da pesquisa em exercicio. A pratica
de exercicios objetivando um ganho de forga concomitante ao treinamento para
amplificar a resposta aeroébica ja foi estudada no dominio da saude (DAVIS et
al., 2009; GOLZARI et al., 2010; JORGE et al., 2011), da qualidade de vida
(HENDRICKSON et al.,, 2010; JORGE et al., 2011) e, principalmente, do
desempenho desportivo (AAGAARD e ANDERSEN, 2010; TAIPALE et al.,

2010).

DAVIS et al. (2008), realizaram um estudo envolvendo adolescentes do
sexo feminino com sobrepeso, em que buscou-se verificar a influéncia do
treinamento concorrente sobre parametros metabodlicos e de adiposidade.
Nesse trabalho, 41 adolescentes foram submetidas a 16 semanas de restricdo
dietética, treinamento de forga ou treinamento concorrente. Os resultados
encontrados demonstraram que o treinamento concorrente foi mais efetivo na
diminuicdo de todos os valores de adiposidade do que uma dieta nutricional

rigida e treinamento de for¢a juntamente com a restrigdo dietética. Além disso,
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foram verificadas diminuigdes na glicose sanguinea de jejum a niveis abaixo

dos demais grupos.

HENDRICKSON et al. (2010) buscaram verificar o efeito do treinamento
concorrente no desempenho de mulheres ativas em de tarefas ocupacionais.
Com esse objetivo, 56 mulheres jovens ativas foram dividas entre os grupos de
treinamento aerobio, treinamento de forga, treinamento concorrente e grupo
controle para um acompanhamento de oito semanas. Estavam entre as
variaveis analisadas: teste de uma repeticdo maxima (1RM) para os exercicios
supino e agachamento, consumo de oxigénio maximo (VOzmax), carregamento
e levantamento de caixas e pesos. O resultado obtido foi que os grupos de
treinamento aerdbico e treinamento de for¢ca obtiveram resultados especificos
ao seu tipo de treinamento, enquanto que, o treinamento concorrente resultou
em um equilibrio para os ganhos dos diferentes testes, obtendo melhoras em

todas as performances analisadas.

Em um estudo voltado para o alto desempenho, MILLET et al. (2002)
buscaram avaliar os beneficios trazidos pelo TC na economia de movimento e
na curva de VO,max. Para isso, 15 triatletas foram divididos em dois grupos:
TA e TC. O treinamento contou com 14 semanas de duracio e ao final desse
periodo foram avaliados o VO,max, o desempenho no teste de 3000 metros, a
poténcia muscular e a forca maxima de membros inferiores. Apesar de o TC
nao ter demostrado efeito sobre a curva de VO,, 0 mesmo gerou melhoras na
forca maxima e na economia de movimentos dos triatletas, melhorando seu

desempenho no teste de 3000 metros.
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Um trabalho de CRISTEA et al. (2008), também realizado com atletas,
procurou avaliar o efeito do TC em corredores de velocidade de meia idade. O
TC foi realizado ao longo de 20 semanas e contou com altas intensidades de
treinamento de forga e exercicios de poténcia. Os resultados foram totalmente
favoraveis, havendo uma melhora na forca maxima, na forca explosiva e no
desempenho geral dos esportistas. Foi concluido que essas melhoras foram
obtidas especialmente por adaptacgdes hipertroficas musculares, que nao foram

diminuidas pelo treino aerdbico.

Sendo assim, séo claras as respostas positivas encontradas na literatura
quanto ao treinamento concorrente: melhora na poténcia e na forga maxima
(HENDRICKSON et al., 2010), hipertrofia, economia de movimento,
desempenho aerdbio (MILLET et al., 2002), diminuicdo da adiposidade e
melhora de paréametros metabdlicos como a glicose sanguinea (DAVIS et al.,
2009). No entanto, um fendbmeno ainda é muito discutido na literatura e seu
papel ainda nao esta bem estabelecido, tendo recebido o nome de fenbmeno
da interferéncia. No ano de 1980, foi publicado o primeiro trabalho que visou
avaliar a influéncia do treinamento concorrente sobre ganhos de forga (BAAR,
2006). Neste artigo, foram encontrados dados que indicavam que os ganhos de
forca trazidos pelo treinamento especifico eram prejudicados pela adigdo de
treinamento de resisténcia aerdbia (ou seja, um modelo de treinamento
concorrente). Desde entdo, diversos trabalhos na literatura nas areas de
biologia molecular, neuromuscular, entre outras, tentam validar e explicar o
fendmeno da interferéncia(DOCHERTY e SPORER, 2000; DUDLEY e DJAMIL,

1985; HAWLEY, 2009).
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Mesmo com essa ampla gama de estudos encontrados na literatura,
algumas questdes ainda ndo estdo claras no que diz respeito ao tempo de
recuperacao apdés uma sessao de treinamento, visto que esse tempo, de

insuficiente, pode prejudicar as adaptagdes ao exercicio.

2.2 Dano muscular

O dano muscular induzido pelo exercicio fisico ocorre principalmente
pelo trabalho excéntrico (fase do movimento em que o musculo € forgado a
alongar enquanto produz tensao) a que esse musculo € submetido e ao qual
nao esta adaptado (HUGHES et al., 2010). Esse processo de dano esta
associado a diminui¢do na capacidade de producao de forga (ALLEN, 2001) e
poténcia (CHEUNG et al., 2003), diminuicdo do angulo de movimento de
determinada articulagcdo (CHEN et al., 2009), modificagdo dos padroes
eletromiograficos e de recrutamento das fibras musculares (CHEUNG et al.,

2003).

Embora o dano ao musculo esquelético induzido pelo exercicio possa
ser intendido como um processo prejudicial, sabe-se que o mesmo é
importante no processo de adaptagado, principalmente no periodo inicial de
treino. Mesmo as contragdes excéntricas, em comparagao com as concéntricas
e isométricas, sendo as maiores responsaveis pelo dano muscular (GIBALA et
al., 1995), percebe-se um maior indice de ganhos, tanto hipertréficos como de
forga, quando exercicios excéntricos maximos sao realizados em comparagao

com concéntricos da mesma natureza (NOSAKA et al., 2003).

Apos exercicios excéntricos podemos perceber sinais claros de danos

estruturais no musculo esquelético quando o mesmo € utilizado para analise
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histolégica. Em uma revisdo de PROSKE e MORGAN (2001) séao citadas as
principais formas de dano estrutural: desconexdao de um sarcémero com outro,
rompimento de linhas Z, desorganizagdo de miofilamentos e dano aos tubulos

T.

O DM, como estudado por CHEN et al., (2011), parece estar
correlacionado com o grau de uso diario dos musculos submetidos ao processo
danoso por exercicio. A musculatura mais requisitada em atividades funcionais

corriqueiras tera uma menor suscetibilidade ao processo de dano muscular.

Os principais fatores responsaveis pelo dano muscular sdo o estresse
mecanico gerado pelas contragdes, disturbios na homeostase intracelular de
calcio e a resposta inflamatéria desencadeada pelos processos anteriores
(CLARKSON e SAYERS, 1999). Fatores mecéanicos, como a tensédo exercida
sobre as unidades motoras e o alongamento de sarcémeros, iniciam o dano
muscular, enquanto as mudangas na homeostase do calcio (dano ao
sarcOmero gera aumento de calcio intracelular o que ativa algumas vias
responsaveis pela degradagdo protéica) e uma resposta exagerada do
processo inflamatdério (aumento da migragdo de células imunolégicas ao sitio
de lesdo) causam o efeito danoso no periodo pés-exercicio (CLARKSON e
SAYERS, 1999). Ja na recuperagao do exercicio, outros fatores inflamatérios e
a sintese de proteinas ligadas ao estresse parecem exercer um papel

importante no reparo ao dano (CLARKSON e SAYERS, 1999).

O dano muscular também esta associado ao extravasamento de material
intramuscular. O parametro mais comumente usado para a verificacdo do dano

muscular € a medida da atividade da creatina-cinase, uma enzima muscular
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que é extravasada no sangue. (BYRNE et al., 2001; CHEN, et al., 2009;
FOLLAND et al., 2000). Outras proteinas do musculo esquelético que passam
pelo mesmo processo s&o a lactato-desidrogenase (LDH) e a mioglobina (Mb)

(FERRI et al., 2006).

A avaliagdo de dano muscular por imagens de ultrassom também pode
ser realizada (NOSAKA e CLARKSON, 1996). Esse tipo de analise leva em
consideragao o aumento na echo-intensity, calculada a partir de diferentes tons
de cinza na imagem, em uma regido de interesse, obtidas por ultrassonografia.
Sendo assim, em imagens em que é encontrado um maior dano muscular
também é encontrado um aumento na echo-intensity. Ainda é desconhecido o
motivo pelo qual hd um aumento da echo-intensity com o dano muscular, no
entanto seu uso para tal medida ja esta disseminado como método de pesquisa
(NOSAKA e SAKAMOTO, 2001; NOSAKA, NEWTON e SACCO, 2002; CHEN

et al., 2010; FUJIKAKE et al., 2009).

Embora haja muitos trabalhos na literatura mostrando o comportamento
do dano muscular, ndo € do nosso conhecimento a existéncia de um estudo

que tenha verificado o mesmo induzido pelo treinamento concorrente.

2.3 Dano muscular e o processo inflamatoério

Apo6s o0 dano muscular provocado pelo estresse mecanico e pela ruptura
de proteinas em consequéncia do desequilibrio na homeostase do calcio, é
desencadeado um processo inflamatorio, que pode ser exacerbado e causar
um dano ainda maior aquela musculatura (CLARKSON e SAYERS, 1999).
Apos uma sessao de treinamento, em que ha a presenca do componente

excéntrico, ocorre o dano muscular e consequentemente um aumento da
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migragdo de células imunolégicas para o sitio da lesdo. O aumento mais
significativo € o da migragdo de macréfagos, que chegam a ftriplicar o seu

numero no tecido lesionado (STUPKA et al., 2001).

Embora essa reacdo inflamatéria e a migragdo de células imunoldgicas
para o tecido lesado sejam importantes na remogéo das células lesadas e na
remodelagao do tecido muscular, é indispensavel compreender que isso pode
gerar um efeito deletério, especialmente quando a resposta € exacerbada

(CHEN, et al., 2009).

KOCTURK et al. (2008) mostraram a presenga de um efeito agudo pro-
inflamatério do exercicio fisico, especialmente do exercicio extenuante.
Citocinas pro-inflamatérias, como o fator de necrose turmoral-a (TNF-a) e
interleucina-6 (IL-6) sdo encontradas no tecido muscular esquelético
imediatamente apds o exercicio, atingindo seu pico em 3 h, se mantém com
niveis acima do basal até 12 h, voltando aos seus valores pré exercicio apos
esse periodo (KOCTURK et al., 2008). Esse aumento também esta ligado a
apoptose (morte celular programada) de células lesadas no tecido muscular
durante o exercicio, ja que serdo os leucocitos teciduais que removerdao as

mesmas.

PAULSEN et al. (2008) buscaram avaliar o efeito de um protocolo de
dano muscular sobre o acumulo de leucdcitos no musculo lesado. Foi obervado
uma acgao inflamatdria celular local em resposta ao dano muscular. Além disso,
pela primeira vez foi encontrada uma correlagdo positiva entre o acumulo de

leucocitos e mudangas na fungdo muscular em até trés dias apos a indugéo do
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dano. O acumulo de macrofagos € gradual, tendo seu pico em 96 h pds-

exercicio.

Em um trabalho visando avaliar relagdo entre a migragdo de células
inflamatdérias para o musculo lesado e o aumento da eco-intensidade das
imagens de ultrassom, FUJIKAKE et al. (2009) induziram o dano muscular com
uma injegdo de cloridrato de bupivacaina (BPVC) em ratos adultos. Os
resultados analisados mostram que nao ha relagao entre o aumento do sinal de
ultrassom e a infiltragao de células inflamatérias no sitio da lesdo. No entanto, a
formacéo de edema, apos o dano muscular, pode ter relagdo com o mesmo. O
pico da eco-intensidade das imagens de ultrassom foi atingido 24 h apés a
injecdo de BPVC, enquanto a infiltracdo de células inflamatorias atingiu seu
pico em até 48 h. E valido ressaltar que a indugdo de dano muscular de forma
quimica jamais resultara em uma mimetizagédo perfeita do ambiente muscular
apos o exercicio por si s6. Assim, a avaliagcao desse processo em um modelo
experimental fiel a indugéo fisioldgica do dano muscular seria certamente

importante.

Portanto, ndo se sabe ao certo o motivo pelo qual o dano muscular leva
a um aumento na eco-intensidade, mas essa ferramenta passou a ser usada
para tal medida de forma significativa no meio cientifico (FUJIKAKE et al.

2009).

Ndo foram encontrados trabalhos na literatura que explicassem o
comportamento do processo inflamatorio apés uma sessdo de treinamento
concorrente. A grande maioria dos trabalhos que falam em citocinas e

interleucinas € de ordem apenas aerobica (SHOJAEI et al., 2011; OSTROWSKI
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et al. 1998; BRUUNSGAARD et al. 1997) ou do treino de forca (OCHI et al.,

2011; IZQUIERDO-GABARREN, 2010; SERRANO et al., 2007).

2.4 Estresse oxidativo, dano muscular e processo adaptativo

Radicais livres (RL) sdo moléculas ou atomos altamente reativos que
apresentam um elétron desemparelhado na ultima camada de valéncia.
Espécies reativas compreendem tanto RL quanto outras moléculas que nao
possuem elétrons desemparelhados, entretanto podem dar origem a RL
(HALLIWELL e WHITEMAN, 2004). Os RL sao produzidos em diversas
situagdes do nosso metabolismo, e s&o altamente reativos, podendo
proporcionar dano ao acido desoxirribonucléico (DNA), proteinas e lipideos de

membranas plasmaticas (ALADAG et al. 2009; HALLIWELL, 2006).

Como revisado extensamente por DROGE (2002), durante o processo de
producao de trifosfato de adenosita (ATP) pela fosforilagdo oxidativa, ocorrido
na membrana mitocondrial interna, o oxigénio tem a fungéo de receber elétrons
da cadeia respiratoria para formar agua. No entanto, durante esse processo,
ocorre a formacéo de espécies reativas de oxigénio (ERO), que pode chegar
até 5% do O, consumido. Entre eles, o primeiro a ser formado € o Radical
Superoxido (O27). O radical Oy",é convertido a perdxido de hidrogénio (H203),
uma espeécie reativa que pode ser convertida ao RL hidroxil (OH), o mais

reativo das ERO, via reacéo de Fenton.

O estresse oxidativo também esta ligado ao dano muscular secundario
causado pelas células fagociticas, os neutrdfilos e macréfagos, que em

resposta a mediadores inflamatérios se infiltram no tecido lesado pelo exercicio
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(AOI et al., 2004; MILIAS et al., 2005;). Dessa forma, apos a geragado de dano
muscular, os niveis de estresse oxidativo muscular sdo correlacionados com o
pico de migracdo de células inflamatdrias, entre 48 e 72 h pds exercicio

(KOCTURK et al., 2008; FUJIKAKE et al., 2009).

As células possuem meétodos para se defender e conter os maleficios
gerados pelas ERO. Entre elas destacamos as defesas antioxidantes
enzimaticas da superoxido-dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa-
peroxidase (GPx), e as defesas nado-enzimaticas das vitaminas A, C, E,
flavondides, acido urico, glutationa (GSH), entre outros. Um organismo
encontra-se em uma situacdo de estresse oxidativo quando ha um
desequilibrio entre os sistemas antioxidantes e pro-oxidantes, sendo que os

ultimos sao encontrados de forma mais elevada (LIU et al. 2008)

A enzima SOD converte imediatamente o O, a H,O,, que é detoxificado
a agua tanto pela CAT quanto pela GPx. Outra enzima importante para a
manutengao do estado redox € a glutationa-redutase (GR) que regenera a GSH
que foi oxidada pela atividade da GPx durante a eliminagdo do H,O-
(JOHANSEN et al., 2005). Abaixo estdo ilustradas cada uma das reagdes

enzimaticas.

20, +2H" ﬂ) H>0,:0,

AT
2 H,0, C—> 2 H,0+0,

GPx
2H,0,+2GSH —> GSSG+2H)0

Figura 1. ReagOes enzimaticas catalisadas pela superoxido-dismutase (SOD), catalase
(CAT) e glutationa-peroxidase (GPx). O, Radical superoxido; H™ hidrogénio; H,0,
peroxido de hidrogénio; O, oxigénio; H,0 agua; GSH glutationa reduzida; GSSG
glutationa oxidada.
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O estresse oxidativo e o dano muscular estdo profundamente inter-
relacionados, ja que o dano muscular secundario, produzido pelas células
fagociticas infiltradas no tecido muscular, € gerado a partir da produgéo de
espécies reativas (NIKOLAIDIS et al., 2007). Ha portanto, uma relagéo
intrinseca entre o estresse oxidativo e a migragcdo fagocitaria e, segundo
UCHIYAMA et al. (2006), o estresse oxidativo € um possivel mecanismo de
indugdo de dano muscular além do estresse mecanico. Ha indicios de que ele
seja especifico segundo as caracteristicas individuais de cada musculo

(KOCTURK et al., 2008).

Se pautarmos juntamente os trabalhos de NIKOLAIDIS et al. (2006) e
FUJIKAKE et al. (2009) podemos perceber uma relagcdo entre o pico de
migragcdo de células fagociticas (entre 48 e 72 h) e os valores elevados de
estresse oxidativo (atingindo o pico em 72 h), o que demonstra a intrinseca

relagado temporal entre ambos.

Em um trabalho com treinamento de forga para ratos adultos,
UCHIYAMA et al. (2006) buscaram avaliar o efeito de uma sessédo de
treinamento de forca com uma intensidade equivalente a 70-75% da forga
maxima sobre parametros de estresse oxidativo. As atividades das enzimas
SOD, CAT e GPx foram avaliadas nos tempos 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 48,
72, 96 e 168 h apds o exercicio. Os resultados mostram que ha um pico nas
primeiras horas apds o exercicio (entre 3 a 6 h) o que se repete em intensidade
semelhante apds 48-72 h pds-exercicio. Segundo o autor, o estresse oxidativo

€ um possivel mecanismo de indugao de DM além do estresse mecanico.
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O que pode ser observado na literatura € um vasto conhecimento sobre
o comportamento do dano muscular e sua relagdo com o estresse oxidativo
(NIKOLAIDIS et al., 2007; SILVA et al., 2011; UCHIYAMA et al., 2006). No
entanto, nenhum trabalho que relaciona o dano muscular e o estresse oxidativo

em uma sessio de treinamento concorrente foi encontrado na literatura.

3. Objetivo

3.1 Objetivo geral:

Avaliar o efeito de uma sessao de exercicio concorrente sobre variaveis de
estresse oxidativo e dano muscular em ratos Wistar machos adultos e
compara-los com os resultados obtidos com o exercicio de forga e aerdbico,

realizados separadamente.

3.2 Objetivos especificos:

1- Avaliar os efeitos de uma sessao de exercicio concorrente, bem como
dos exercicios aerobicos e de forca feitos separadamente, em ratos
Wistar machos adultos sobre marcadores de dano muscular e tragar
uma curva de recuperacao dessas variaveis em diferentes tempos: 6, 24
e 48 h pés-exercicio.

2- Verificar a eco-intensidade do ultrassom no musculo esquelético
(gastrocnémios) em diferentes momentos da fase de recuperacéo, assim
como relacionar a intensidade do sinal com os dados de estresse
oxidativo obtidos.

3- Verificar o efeito de uma sessdo de exercicio concorrente sobre

marcadores de estresse oxidativo, atividades da SOD, CAT, GPx, ,
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oxidagdo do DCF, conteudo de grupos tidis e lipoperoxidagdo no
musculo esquelético, bem como avaliar a curva de recuperacdo desses

marcadores.

4. Materiais e métodos

4.1 Problemas da pesquisa

Como podemos verificar pela analise de literatura, o exercicio
concorrente ainda é pouco estudado em modelos animais. Dessa forma,
buscamos com esse trabalho responder a seguinte questao: qual sera o tempo
necessario para uma recuperacao completa do musculo esquelético em termos
de marcadores de dano muscular e de estresse oxidativo e qual é a inter-

relagado dessas variaveis?

Hipoteses:

H1: Ha dano muscular significativamente maior no grupo de exercicio

concorrente em relagdo aos animais que treinaram esteira e forga apenas.

H2: O dano muscular, avaliado pela echo-intensity do ultrassom e pela
atividade sérica da LDH, ndo acompanha a curva dos marcadores de estresse

oxidativo.

H3: Em 48 h apds a sessdo de exercicio, sera possivel observar a
normalizacdo nos valores de dano muscular dos grupos forga, esteira e

exercicio concorrente quando comparado ao grupo controle.

5. Delineamento da pesquisa
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5.1 Procedimento experimental

Foram utilizados para esse trabalho 52 ratos Wistar machos adultos
(entre 60 e 90 dias de vida) provenientes do Biotério Setorial do Departamento
de Bioquimica da UFRGS. Os animais foram mantidos sob um ciclo de
claro/escuro 12h/12h e temperatura ambiente a 23°C, recebendo. ad libitum,
dieta comercial padréao para ratos de laboratério, e a agua fornecida aos
animais foi trocada com frequéncia impedindo o desenvolvimento de
microorganismos. Os animais ficaram em caixas (no maximo 4 por caixa) de
propileno (41x34x16 cm), as mesmas foram armazenadas em uma sala
destinada ao tratamento e manipulacdo de animais, no biotério do

Departamento de Bioquimica.

5.2 Tamanho amostral

De acordo com a proposicdo de Callegari-Jacques (2003) e
considerando alfa=0,05 e beta=0,20 foram utilizados seis animais em todos
0s parametros bioquimicos avaliados e quatro animais para as medidas de
ultrassom. Esses numeros estdo de acordo com a literatura cientifica, como
pode ser observado nos artigos publicados com protocolos idénticos ou
semelhantes ao que foi utilizado e que encontraram diferengas significativas
para as variaveis analisadas (KARAGOUNIS et al., 2010; LEAL JUNIOR et al.,

2010; MARKERT et al., 2005; SILVA et al., 2010).

5.3 Divisao dos grupos

Os animais foram divididos em quatro grupos para os experimentos:

Controle, Exercicio Aerdbio, Exercicio de Forca e Exercicio Concorrente.
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Utilizamos 18 animais por tratamento, tendo um n=6 por grupo. Esse modelo
foi repetido 3 vezes para que tivéssemos amostras para os diferentes tempos
de sacrificio dos animais. Os animais foram sacrificados por decapitagdo sem
anestesia em trés diferentes tempos apds a sesséo de exercicio (6, 24, 48 h).
O grupo controle foi composto por animais que ndo exerceram nenhum dos
protocolos de exercicio, mas foi exposto a uma troca de caixas no mesmo
momento que os animais do grupo exercicio para que sofresse o estresse da

manipulacdo e da mudanca de ambiente.

5.4 Protocolo de exercicio aerobico

O grupo que realizou exercicio aerdbio passou por um processo de 3
dias de adaptacdo em uma esteira motorizada adaptada para animais , na qual
a velocidade e o tempo de duragdo foram aumentados gradualmente. No
quarto dia foi realizada a sessdo aguda de exercicio de 20 min. a 60% do
VOomax (CECHETTI et al., 2007) tendo como base a média de VO, de animais
de experimentos anteriores. Os animais que se recusaram a correr foram
gentilmente incentivados, com um bastdo de vidro ou suaves toques em suas

costas, para que o fizessem.

5.5 Protocolo de exercicio de forca

O grupo que foi submetido ao exercicio de forga realizou um protocolo
semelhante, porém adaptado, ao descrito por ILHA (2008). Os animais foram
estimulados a subir uma rampa de madeira forrada com borracha com 1 m. de
comprimento. A inclinacdo da rampa era de 30° e no topo existia um ambiente
escuro onde o animal poderia repousar por um intervalo de cerca de 2 min. No

primeiro dia de adaptagao os animais reconheciam a rampa sem nenhum tipo
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de peso atrelado a suas costas. No segundo dia (24 h apds o primeiro dia), a
sobrecarga foi colocada no dorso do animal e foi fixada em um cabo que foi
atrelado a uma abragadeira presa ao peito do animal. O mesmo € composto
por uma abragadeira que liga um cabo de ago, mas ndo foram colocados
pesos. No terceiro dia (24 h apds o segundo dia) de adaptagao foi colocada no
animal uma sobrecarga equivalente a 15% da massa corporal do mesmo. Os
pesos eram colocados sobre uma esteira que era presa ao cabo de aco. Ja na
sessdo aguda de exercicio foi posto junto ao cabo de ago uma sobrecarga
equivalente a 85-95% do peso corporal e o animal tera que realizar 10-12

subidas.

5.6 Protocolo de treinamento concorrente

O grupo que realizou o treinamento concorrente fez 15 min. de esteira a
60% do VO, max e cinco subidas com a sobrecarga equivalente a 85-95% da
massa corporal. O fato de ndo somarmos simplesmente o protocolo aerébio ao
de forga, como realizado por ILHA et al., (2008), foi feito com o intuito de evitar

resultados especificos por um volume maior de treinamento.

5.7 Tratamento animal apds a sessao aguda de exercicio fisico

Apos a sessao de treinamento pertinente, os animais tiveram imagens
de ultrassom dos musculos séleo e gastrocnémio obtidas no aparelho de
ultrassonografia, para analise futura. Posteriormente, estes animais foram
decaptados e tiveram seu sangue coletado em tubos falcons para posterior
centrifugacao e verificagdo da LDH sérica. Imediatamente, apds a coleta de
sangue, 0 musculo gastrocnémios foi dissecado e pesado para analise das

atividades de SOD, CAT e GPx, DCF, TBARS e SH.
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Os ratos Wistar foram eutanasiados por decapitagdo em guilhotina. N&o
foi utilizada anestesia prévia dos animais, pois 0os anestésicos comumente
utilizados podem promover alteracbes nas amostras e podem interferir
bioquimicamente nas técnicas utilizadas para a avaliacdo de estresse oxidativo
(ISTAPHANOUS e LOEPKE, 2009; TODOROVIC et al., 2003). As amostras de
musculo foram rapidamente retiradas e dissecadas em placa de Petri sobre

gelo.

De acordo com o guia de severidade de procedimentos, os animais
foram submetidos a procedimentos de grau leve, caracterizados desse modo
por ser provavel que os animais experienciem dor, sofrimento ou desconforto
leves que durem pouco tempo. Sao procedimentos que nao acarretaram
prejuizos no bem-estar ou nas condigbes gerais dos animais (PROPESQ-

Comissbes-CEUA).

6. Técnicas laboratoriais

6.1 Determinagao da Atividade da Lactato Desidrogenase

A quantificacdo do extravasamento de LDH foi realizada por meio da
utilizacdo de Kit comercial (Labtest ref. 37) e a leitura dos produtos da reacéo

foi feita em um leitor de placas a 500 nm.

6.2 Ultrassom

Para a obtencdo das imagens foi utilizado um aparelho de ultra-
sonografia (Philips, VMI, Industria e Comércio Ltda. Lagoa Santa, MG, Brasil).

Um transdutor com frequéncia de amostragem de 7,5MHz foi posicionado de
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forma perpendicular sobre o musculo avaliado (gastrocnémio). Para a
aquisicdo da imagem foi utilizado um gel a base de agua, que promove um
contato acustico sem a necessidade de causar pressdo com o transdutor sobre
o0 musculo. Apds a identificagado do tecido adiposo subcuténeo e o tecido 6sseo
na imagem do ultrasom, essa foi salva para analises subsequentes. Em cada
imagem foi determinada uma regido de interesse de 1 cm?, e nessa regido foi
determinada a echo-intensity baseada no histograma da escala de cinza (0:
preto; 256: branco). A echo-intensity foi quantificada utilizando o programa

image-j((version1.37, National Institute of Health, USA)

De acordo com o guia de severidade de procedimentos, o exame de
ultrassom é um procedimentos de grau leve, caracterizados desse modo por
ser provavel que os animais experienciem dor, sofrimento ou desconforto leves
que durem pouco tempo. S&o procedimentos que ndo acarretardo em prejuizos
no bem-estar ou nas condigdes gerais dos animais (PROPESQ-Comissodes-

CEUA).

6.3 Substancias reativas ao acido tiobarbitirico

Com o objetivo de verificar a lipoperoxidagao, detectamos a formagéao
das substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) através de uma
reacao dos produtos de peroxidagao lipidica com o acido tiobarbiturico em meio
acido a 100°C. As amostras foram misturadas com 0,6 mL de TCA 10% e
0,5mL de acido tiobarbiturico 0,67% e foram aquecidas a 100°C em uma
incubadora para placas por 40 min. Os niveis de TBARS foram verificados em
cada amostra pela absorbancia a 532 nm. As amostras foram comparadas com

uma curva padrao (usando 1,1,3,3-tetramethoxypropano) e os resultados foram

28



calculados como nmol de TBA/mg de proteina e estdo expressados em % do

controle (DRAPER e HADLEY, 1992).

6.4 Determinagao da atividade da superéxido-dismutase

A atividade da SOD foi verificada pela quantificacdo da inibicdo da
autooxidagcao superdxido dependente da adrenalina pela captagcdao da
absorbancia das amostras em 480 nm (MISRA e FRIDOVICH,1972). A

atividade da SOD esta expressa como U/mg de proteina.

6.5 Determinagao de atividade da catalase

A atividade da enzima CAT é medida espectofotometricamente pela
degradagao do perdxido de hidrogénio medida a 240 nm a 25°C. Para calcular
a atividade utiliza-se o numero de micromoles de H,O, consumidos por minuto

por mg de proteina (AEBI, 1984).

6.6 Determinacgao da atividade da glutationa-peroxidase

A atividade da GPx foi determinada pelo método de WENDEL (1981)
espectofotometricamente pelo sistema GSH/NADPH/GR , pela decomposicao
do H,0O, a 340 nm. A atividade enzimatica foi medida indiretamente pela média
do decaimento do NADPH. Os resultados estdo expressos em U/mg de

proteina.

6.7 Oxidacgao da diclorofluoresceina

A produgcdo de ERO e espécies reativas de nitrogénio (ERN) foi
determinada por meio do método de oxidagdo do DCFH (Lebel et al., 1992).

Sessenta uL de amostra bioldgica foi incubada a 37°C, no escuro, por 30 min,
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com 240 yL de 2’,7’-diclorofluoresceina diacetato (H,DCF-DA) em placa de 96
pocos. H,DCF-DA é clivada por esterases celulares e o H,DCF formado é
oxidado pelas espécies reativas presentes na amostra, produzindo o composto
fluorescente DCF, que ¢é determinado fluorimetricamente utilizando os
comprimentos de onda de excitagao de 488 nm e de emissao de 525 nm. Uma
curva padrao foi realizada em paralelo com as amostras, utilizando DCF como
padrao (0,25 — 10 mM). Os resultados estdo expressos como nmol DCF/mg

proteina e posteriormente relativizados em percentual do grupo controle.

6.8 Determinagao do conteudo de grupos tidis

O conteudo de tidis reduzidos foi determinado
espectrofotometricamente (Aksenov & Markesbery, 2001) por meio da reacgéo
dos grupos tidis livres da amostra com 5’-ditiobis(acido 2-nitrobenzoico) (DTNB)
no escuro, durante 30 min, formando TNB, que absorve a 412 nm. Os

resultados estdo expressos como nmol TNB/mg de proteina.

7. Consideragoes éticas

Os cuidados com os animais seguiram as diretrizes governamentais
oficiais conforme a lei n° 11.794/2008, as diretrizes da Federagdo das
Sociedades Brasileiras para Biologia Experimental aprovadas pelo Comité de
Etica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, bem como o “Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals” (publicagdo do NIH N° 80-23,
revisado em 1996) e as normas do “Canadian Council on Animal Care (CCAC).

Além disso, o mesmo foi aprovado pelo comité de ética no uso de animais
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(CEUA) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) (n° do projeto

21206) no dia 26/09/2011.

8. Local de execugao

A parte experimental deste trabalho de conclusao de curso foi realizada
nos laboratérios do Departamento de Bioquimica do Instituto de Ciéncias
Basicas da Saude da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, cujos
laboratérios possuem a infra-estrutura para o trabalho com animais de
experimentagdo, além dos equipamentos, vidrarias e reagentes necessarios
para a sua execucgao. A elaboracao do trabalho tedrico e escrita foi realizada na

préopria Escola de Educacéo Fisica (ESEF) da UFRGS.

9. Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada no programa Graphpad Prism 5.0 para
Windows. Para o teste de normalidade utilizou-se o teste de Shapiro-wilk. Apds
os dados apresentarem distribuicdo normal foi utilizado o teste ANOVA de duas
vias, com a utilizacdo do poés-teste de Bonferroni para a analise entre os

diferentes tempos de recuperagéo.

10.Resultados

10.1 Atividade da enzima superoxido-dismutase

A Figura 2 apresenta a atividade da SOD no musculo gastrocnémio nos

diferentes periodos de recuperacgéo (n=6).
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Figura 2. Atividade da superoxido-dismutase (SOD) no musculo de ratos
submetidos ao treinamento de forga, esteira ou concorrente. Os resultados
estdo expressos como média = D.P. para n=6 (animais) por grupo. Diferenca
significativa: controle e forga 24h (p<0,05).

A atividade da SOD apresentou uma diminuigao significativa (p<0,05) no
grupo forga 24 h quando compara ao grupo controle. Os demais grupos nao
obtiveram valores com diferenca estatistica nem para o grupo controle nem

para diferentes modalidades de exercicio.

10.2 Atividade da enzima catalase

A Figura 3 demonstra os valores obtidos para a atividade da CAT no

musculo gastronémio nos diferentes periodos de recuperagao (n=6).

B3 FORGA
£3 ESTEIRA
(0 CONCORRENTE

Atividade da CAT
(U/mg proteina)

'»“v #’v
Figura 3. Atividade da catalase (CAT) no musculo de ratos submetidos ao
treinamento de forga, esteira ou concorrente. Os resultados estio expressos como
meédia = D.P. para n=6 (animais) por grupo. Diferenga significativa: forga e
esteira 6h (p<0,001) e 48h (p<0,01) e entre os grupos forga e concomrente 6h
(p<0,01).
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A CAT apresentou um aumento na sua atividade no grupo forga em 6h
quando comparada com os grupos esteira (p<0,001) e concorrente (p<0,01).
Sua atividade, no entanto, se mostrou diminuida no grupo forga em 48 h

quando comparada ao grupo esteira (p<0,01).

10.3 Atividade da enzima glutationa-peroxidase

Na Figura 4 estdo contidos os valores da atividade da GPx no musculo
gastrocnémio nos diferentes tempos do periodo de recuperagdo (n=6). Os
grupos forgca (p<0,01) e esteira (p<0,05) apresentaram uma diminuicdo da
atividade da GPx em 24 h quando comparados ao grupo controle. A atividade
da GPx se mostrou aumentada em 48h apds o exercicio aerdbico quando

comparado ao grupo forga (p<0,01).
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Figura 4. Atividade da glutationa-peroxidase (GPx) em musculo de ratos
submetidos ao freinamento de forga, esteira ou concomrente. Os resultados estdo
expressos como média = D.P para n=6 (animais) por grupo. Diferenca
significativa: controle e for¢a 24h (p<0,01), confrole e esteira 24h (p<0,05);
forga e esteira 48h (p<0,01).

10.4 Medida da producgao de espécies reativas

A Figura 5 apresenta os resultados para a produgdo de espécies

reativas medida pela oxidagdo do DCF no musculo gastrocnémio (n=6).
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Figura 5. Oxidagao do DCFH (% do controle) em musculo de ratos submetidos
ao treinamento de forga, esteira ou concomente. Os resultados estio expressos
como média = D.P. para n=6 (animais) por grupo. Diferenca significativa:
controle e forga 6h (p<0,01), 24h (p<0,05) e 48h (p<0,01), forga e esteira 6 ¢ 24h
(p<0,01); e concorrente 6h (p<0,01).

A oxidagcdo do DCF se mostrou aumentado em 6h (p<0,01) e 24h
(p<0,05), e diminuido em 48h (p<0,01) no grupo forga quando comparado ao
grupo controle. Da mesma forma, em comparagéo com o grupo esteira, o DCF

do grupo forga se mostrou aumentado em 6h e diminuido em 48h (p<0,01).

10.5 Conteudos de tidis livres

A Figura 6 apresenta os valores para o conteudo de grupos tidis livres

(SH) no tecido muscular nos diferentes periodos de recuperagao (n=6).
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Figura 6. Grupos Tiois Totais (SH) no musculo de ratos submetidos ao
treinamento de forga, esteira ou concomrente. Os resultados estdo expressos
como média = D.P. para n=6 (animais) por grupo. Diferenca significativa:
controle e esteira48h (p<0,001), forca e esteira 24h (p<0,01) e 48h
(p<0,001); e entre os grupos forga e concomrente 24h (p<0,001).
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O conteudo de SH livre aumentou no grupo esteira em 48 h (p<0,001) quando

comparado com o grupo controle.

10.6 Medida das substancias reativas ao acido tiobarbittrico

Na Figura 7 estdo apresentados os resultados do TBARS obtidos do
musculo gastrocnémio nos diferentes tempos de recuperagéo (n=6). O grupo
forca apresentou uma diminuicdo do TBARS em todos os tempos de
recuperacédo em relagao ao controle (p<0,001), ao grupo esteira (p<0,001) e ao
concorrente em 24h (p<0,001). Ja o grupo concorrente apresentou diminuigéo
significativa em 6h em relagdo ao grupo controle e esteira (p<0,001). Porém,
demonstrou um aumento significativo em 24h quando comparado aos grupos

controle e forga (p<0,001).
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Figura 7. Substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS % do
controle) no musculo de ratos submetidos ao treinamento de forga, esteira ou
concorrente. Os resultados estio expressos como média = D.P. para n=6
(animais) por grupo. Diferenca significativa: confrole e forga 6, 24 e 48h
(p<0,001), forca e esteira 6, 24 e 48h (p<0,001); forga e concorrente 24h
(p<0,001) e esteira e concorrente 6h (p<0,001).

10.7 Atividade da lactato-desidrogenase sérica

Na Figura 8 sdo apresentados os dados da LDH sérica nos diferentes

periodos de recuperagdo (n=5). O grupo for¢ca demonstrou um aumento na
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LDH sérica que atingiu significancia em 48h em relagdo ao controle (p<0,05).
Ja o grupo esteira, demonstrou aumento significativo em 48h quando
comparado ao controle (p<0,01) e 6h quando comparado ao grupo concorrente
(p<0,05). O grupo concorrente demonstrou valores aumentados de LDH em 24

h quando comparado ao grupo controle (p<0,001) e for¢a (p<0,01).

B3 Forga
E3 Esteira
D Concorrente

Atividade da LDH sérica

Figura 8. Atividade da Lactato-desidrogenase no plasma de ratos submetidos
ao freinamento de forga esteira ou concorrente. Os resultados estdo
expressos como média = DP para n=6 (animais) por grupo. Diferenca
significativa: controle e forg¢a 48h (p<0,05), controle e esteira 48h (p<0,01);
controle e concomrente 24h (p<0,001); forca e concomrente 24h (p<0,01) e
esteira e concorrente 6h (p<0,05).

10.8 Medida da echo intensity muscular

Na Figura 9 sdo mostrados os dados da variagdo percentual da echo
intensity antes e apds o exercicio nos diferentes tempos de recuperagéo (n=4).
Foi observado incremento significativamente estatistico nos grupos esteira
(p<0,001) e concorrente 6h (p<0,001) quando comparados ao grupo controle.
Esteira e concorrente 6h também sofreram um aumento quando comparados
ao grupo forga 6h (p<0,001). Os grupos forca 24h (p<0,05), esteira 24h
(p<0,05) e concorrente 24h (p<0,001) tiveram um aumento quando
comparados ao grupo controle. Nenhum dos grupos diferiu significativamente

em 48h.
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Figura 9. Eco-intensidade no musculo de ratos submetidos ao freinamento de
forca, esteira ou concomente. Os resultados estio expressos como média =
D.P. para n=6 (animais) por grupo. Diferenca significativa: controle e forga
24h (p<0,05), controle e esteira 6h (p<0,001) e 24h (p<0,05); controle e
concorrente 6 e 24h (p<0,001); forca e esteira 6h (p<0,001); forca e
concorrente 6h (p<0,001).

11.Discussao

O objetivo do presente estudo foi, observar qual seria o tempo necessario
para uma recuperagao completa do musculo esquelético em termos de
marcadores de dano muscular e estresse oxidativo, decorrentes de uma

sessao de exercicio concorrente e qual seria a inter-relacdo dessas variaveis.

Encontramos nesse estudo uma resposta distinta para os indices de
estresse oxidativo entre as diferentes modalidades de exercicio propostas
como modelo animal. O exercicio de forga parece ser capaz de exercer um
aumento dos niveis de estresse oxidativo como demonstrado pelos valores
aumentados de DCFH e diminuidos de SH. No entanto ndo foram encontradas
grandes variagdes na resposta da enzimas antioxidantes. Ja os exercicios de
esteira e concorrente se mostraram semelhantes para as respostas

antioxidantes enzimaticas, assim como para os valores de DCF e SH. Os
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resultados da LDH sérica mostraram um aumento significativo para os grupos
forca e esteira em 48 h e para o grupo concorrente em 24 h. Isso pode
significar a possibilidade de, em tempos superiores a 48 h, ainda encontrarmos
dano muscular nesses animais. A echo-intensity se mostrou aumentada em
todos os grupos em 24 h, no entanto, no grupo esteira e no grupo concorrente
ja havia um aumento em 6 h. Isso indica que o estimulo do treinamento
aerobico foi capaz de gerar maior dano muscular, identificado por esse
parametro, do que o treino de forca por si s6. Por outro lado, os dados de
estresse oxidativo indicam um maior prejuizo induzido pelo exercicio de forga

no gastrocnémio.

Poucos trabalhos com treinamento concorrente e estresse oxidativo
foram encontrados na literatura. SCHAUN et al. (2011) estudaram o efeito
crénico dessa modalidade de exercicio, porém o efeito sobre o dano muscular
e/ou efeito agudo do mesmo néo foi objetivado. Da mesma maneira,
RADOVANOVIC et al. (2009) verificaram o efeito de 12 semanas de
treinamento concorrente sobre parametros de estresse oxidativo em judocas,
no entanto, nenhuma avaliagdo aguda foi feita. Dessa forma, esse é o primeiro
trabalho que busca relatar os efeitos de uma sessado aguda de treinamento

concorrente sobre os niveis de estresse oxidativo muscular.

Como mostrado na Figura 10 adaptada do artigo de REID (2007), o
estresse oxidativo gerado dentro do musculo pode ser responsavel por
diversos efeitos deletérios que prejudicarao sua ativagao de uma forma 6tima.
Um aumento da formagdo de espécies reativas pode ser responsavel pelo

dano aos tubulos T, as bombas de Calcio, mitocondrial, prejuizo no input
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Figura 10. Possiveis sitios de amagdo das ERO no miscolo. 1, fingde do sarcolema; 2, liberagio de calcio do reticulo
sarcoplasmatico; 3, captagio de cdlcio pelo reticule sarcoplasmitico; 4, contragio dos miofilamentos; 5, metabolismo
mitocendrial; 6, controle microvaseular; 7. resposta ao sistema nervoso central ROS: espécies reativas de oxiginio;
DHPR: receptores de dihidropiridine; YR receptores de rianodina.

sensorial e outros fatores neuromusculares, e ainda um dano direto as

proteinas contrateis.

O exercicio intenso promove um aumento na producdo de espécies
reativas no ambiente da fibra muscular. Nesse tipo de exercicio, ndo sb6 a
producao das EROs encontra-se aumentada, mas também das ERN, as quais
podem ter uma participagdo importante no processo de dano (BEJMA 2000).
No nosso estudo encontramos um aumento da produgao de espécies reativas,
medida pela técnica de oxidagdo do DCFH, no grupo forca em 6 e 24 h apds o
término do exercicio. Nao ha na literatura outro trabalho que tenha tratado da
dosagem do DCFH apds um exercicio de for¢ga. No entanto, BEJMA (2000)
encontrou um aumento do DCFH apds uma sessao de exercicio em esteira até
a exaustao. No nosso trabalho, os grupos esteira e concorrente nao tiveram
diferenga significativa em relacdo ao controle em nenhum dos momentos

avaliados. Isso pode indicar que o exercicio de forca foi um desafio maior aos
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sistemas antioxidantes daqueles animais, pois foi capaz de incrementar a

geracao de ERO e ERN.

Acompanhando o mesmo principio de que ha a possibilidade de um
aumento da geragdo de espécies reativas durante o processo recuperativo
devido ao exercicio fisico anteriormente executado, buscamos determinar o
conteudo de grupos tidis no musculo apos o exercicio. Essa técnica € capaz de
verificar a quantidade de grupamentos sulfidrilas (SH) na forma reduzida
(AKSENOVA & MARKESBERY, 2001). A oxidagdo dos grupos SH pode
modificar o estado condicional de um determinado aminoacido, possibilitando
até mesmo um prejuizo no funcionamento da proteina. Para exemplificar esse
processo, o trabalho de SCHERER E DEAMER (1986) mostrou que o estresse
oxidativo gerado no musculo é capaz de causar dano a sulfidrilas e
comprometer a fungdo da Ca’-ATPase, ligada ao transporte de calcio no

reticulo sarcoplasmatico.

Outros trabalhos na literatura ja& demonstraram que ha um
comportamento relativamente padronizado dessa técnica quando utilizado para
comparar grupos de exercicio com um grupo nao exercitado. A grande maioria
dos trabalhos mostra uma diminuicdo nos grupamentos SH reduzidos
(ASCENSAO et al. 2008; SILVA et al. 2011). No entanto, ndo foram
encontrados trabalhos na literatura que mostrassem o comportamento dos
grupamentos SH no musculo apdés uma sessao de treino de forga ou

concorrente.

Nossos resultados mostraram que ndo houve variagédo significativa nas

primeiras 24 h de recuperagdo pdés-exercicio para nenhum dos grupos
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analisados em relagdo ao controle. O grupo esteira 48 h demonstrou um
aumento significativo em relacdo ao grupo controle e ao grupo forga. Esse

aumento inesperado ainda esta sendo estudado pelo nosso laboratério.

No trabalho de LAITANO et al. (2011) os autores buscaram comprovar
que o musculo esquelético seria capaz de liberar Glutationa Reduzida (GSH)
apdés um exercicio em desidratagcdo. A GSH também pode ser detectada pela
técnica de sulfidrilas, mas nao de forma especifica. Dessa maneira, podemos
sugerir que devido a exportagcdo do GSH tivemos um incremento da sua
sintese por parte do musculo. Porém, outras técnicas laboratoriais s&o

necessarias para podermos nos apropriar dessa afirmacao.

Tem sido demonstrado que a producdo de espécies reativas pela
contragdo muscular € capaz de gerar um estado de estresse oxidativo no
musculo. Como resposta adaptativa a um estimulo crbénico, os sistemas de
defesa antioxidante tendem a se tornar mais responsivos a essas demandas,
se tornando capaz de responder de forma adequada a um estimulo agudo (JI
2008). Diversos trabalhos com exercicio fisico em modelos animais estédo
publicados na literatura e medem a atividade enzimatica da SOD, CAT e GPx
como um parametro do incremento de demanda das mesmas, causada pelo
aumento nos RL (SIMPLICIO et al. 1997; KAYATEKIN et al. 2002; UCHIYAMA

et al. 2006; ROCHA et al. 2010).

Em um trabalho em que ratos machos Wistar passaram por um a sessao
de treinamento de levantamento de pesos, foi feito uma curva de recuperacgao
para medidas das enzimas antioxidantes (SOD, CAT, GPx) e dano muscular

(CK) em O, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 48, 72, 96 e 168 horas pds-exercicio
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(UCHIYAMA et al. 2006). O comportamento encontrado nas enzimas
antioxidantes foi de um aumento nas primeiras horas apés exercicio, seguido
por uma diminuicdo a niveis basais (8h -24h) e um novo aumento apods as 24 h
(UCHIYAMA et al. 2006). Ja para exercicio aer6bicos em camundongos, um
estudo que avaliou a repercussao de sprints nos niveis das enzimas relatou um
comportamento parecido com o observado por UCHIYAMA et al (2006)
(KAYATEKIN et al. 2002). No trabalho de KAYATEKIN et al. (2002), os animais
tiveram um aumento da atividade da SOD e da GPx logo apds o exercicio,
seguido de um retorno a valores basais em até 24 h. Nao foram medidos

valores acima de 24 h.

Entretanto, nossos resultados mostraram uma resposta diferente dos
trabalhos citados acima. O unico resultado significativo de variagao da SOD foi
uma diminuigdo no grupo for¢ca 24 h em relagdo ao controle. Em nenhum outro
momento a SOD apresentou alteragao significativa, tanto para o grupo esteira

COmo para o grupo concorrente.

Em relacdo a atividade da CAT, observamos um comportamento
relativamente diferente da SOD. A CAT aumentou no grupo for¢ga 6 h apds o
exercicio quando comparada aos grupos esteira e concorrente. No entanto, em
48 h a CAT foi significativamente menor no grupo forgca comparado ao grupo
esteira. Em outro estudo que trabalhou com dano muscular induzido por
exercicio, a CAT teve um aumento j4 em 24 h pds-exercicio e se manteve

elevada até 4 dias pos-exercicio (NIKOLAIDIS et al. 2007) .

A atividade da GPx se mostrou diminuida no grupo forga em 24 h,

demonstrando o mesmo padrdo da SOD. Sua atividade também esteve
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diminuida no grupo esteira em 24 h, porém demonstrou um aumento
significativo em 48 h quando comparado ao grupo forga. O grupo concorrente
manteve seus niveis de GPx indiferentes ao controle ou a forca durante todos

0os momentos do exercicio.

No estudo de UCHIYAMA et al. (2006), a CAT foi a enzima que teve
seus niveis aumentados mais tardiamente em relagdo as demais. Foi
encontrada diferenga significativa apenas apos 72 h do exercicio. Ja a GPx
teve seu aumento desde as primeiras 24 h e continuou aumentando, atingindo
seu pico em 72 h. Achados similares foram obtidos no estudo de PASCHALIS
et al. (2007). Esses trabalhos nos mostram que seria importante a medida dos
valores também em 72 h pds-exercicio para o tragcado de uma curva mais
completa para ambas as enzimas. NIKOLAIDIS et al. (2008) citam que o
estresse oxidativo derivado do dano muscular pode comecgar a aparecer depois
de varios dias de exercicio, ja que sua principal fonte s&o as células fagociticas

infiltradas no tecido muscular na fase recuperativa.

Sendo assim, modalidades de exercicio em esteira e concorrente, em
apenas uma sessao, podem nao ter sido de intensidade suficiente para gerar
um aumento considerado na geragcao de EROs, ja que ndo houve grandes
variacdes na atividade das enzimas antioxidantes. No entanto, ndo podemos
descartar a hipotese de que essas adaptacbes poderiam. Ja o exercicio de
forca, como demonstrado pelo aumento no DCFH, foi capaz de incrementar a
producao de espécies reativas. A diminuicdo nas atividades das enzimas SOD
e GPx podem ser fruto de dano causado as enzimas pelos préprios RL. Na
revisdo de HALLIWELL (2006), o autor cita que ha a possibilidade do aumento

nos niveis de RL causarem uma diminui¢ao na atividade da SOD. SALO et al.,
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(1990) propdéem que, em uma situacdo de estresse, quando a SOD estiver
trabalhando em uma intensidade alta em um primeiro momento, pode haver
inativacdo e modificacado estrutural causada pelo seu produto, o H,O,, levando
a uma diminuigdo da sua atividade. Essa modificacdo estrutural pode levar a
degradagao da proteina por proteases, o que acarretaria em uma diminuigdo

na defesa antioxidante.

A medida do TBARS é capaz de demonstrar de forma indireta um indice
de lipoperoxidacido. Nessa técnica, a amostra € processada de tal maneira que
haja uma reagdo dos produtos finais de lipoperoxidagdo, tais como o
malondialdeido (MDA), com o acido tiobarbiturico (TBA), em meio acido a
100°C (ROCHA et al. 2010). Existem diversos trabalhos publicados na literatura
estimando o efeito do exercicio na lipoperoxidagao medida por TBARS. Porém,
grande parte desses estudos averiguou o TBARS plasmatico, tanto em ratos
quanto em humanos (LIU et al. 2005; SILVEIRA et al. 2007; NIKOLAIDIS et al.
2007; PASCHALIS et al. 2007; ASCENCAO et al. 2008; ROCHA et al. 2010;
FEAIRHELLER et al. 2011;). Em um trabalho de VESKOUKIS et al. (2009) foi
apurado se a medida de parametros de estresse oxidativo no plasma refletia o
que estava se passando em diferentes tecidos, entre eles o musculo
esquelético, apds a realizagdo de uma sessdo aguda de natagdo até a
exaustdo para ratos machos wistar. Esse estudo ndo encontrou correlacao
entre as medidas de TBARS plasmaticas e teciduais (musculo esquelético)

apds o exercicio, embora tenha encontrado para outros parametros.

Trabalhos de ARSLAN et al. (2001) e KOCTURK et al. (2008)
compararam diferentes musculos (séleo e gastrocnémio) expostos a uma

sessao de exercicio em esteira ou voluntario. Os autores perceberam que o
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efeito do mesmo sobre parametros de estresse oxidativo, incluindo o TBARS, é
especifico para cada musculo. Isso se deve a diferengas na composicao dos
tipos de fibras entre os diferentes musculos. Musculos com uma maior
caracteristica oxidativa tendem e ter maior producdo de radicais livres do que

musculos que utilizam de forma mais preponderante o metabolismo anaerdbio.

A grande maioria dos trabalhos que relaciona TBARS, exercicio e
musculo esquelético, trazem resultados semelhantes uns aos outros. SILVA et
al. (2011) encontraram um aumento nos niveis de TBARS do musculo
gastrocnémio de ratos machos submetidos a uma sessao exercicio excéntrico.
KAYATEKIN et al. (2002) encontraram um aumento nos niveis de TBARS nas
primeiras 3 h apds o exercicio de sprints em camundongos. Porém, esses
valores voltaram ao normal em 24 h. KOCTURK et al. (2008), em um protocolo
de exercicio extenuante em esteira, encontraram um aumento nos niveis de
TBARS no musculo gastrocnémio logo apds o exercicio (3h) e esse aumento
de manteve por até 24 h, voltando aos valores basais em 48h. ARSLAN et al.
(2001) encontraram niveis aumentados de TBARS no musculo gastrocnémio

em 24 h apds o exercicio espontaneo para ratos.

Nao foi encontrado na literatura nenhum trabalho que tratasse da
medida dos niveis de lipoperoxidacdo no musculo apds uma sessdo de
treinamento concorrente ou apds um protocolo de exercicio de forca
semelhante ao realizado nesse trabalho. Em nosso trabalho, encontramos uma
manutengdo dos niveis de TBARS no grupo esteira durante todos os
momentos de analise, ndo diferindo do grupo controle. Esses dados nao
condizem com os achados na literatura, embora os trabalhos analisados acima

tenham utilizados protocolos de maior exposicado a modalidade de exercicio em
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questdo do que o nosso protocolo de exercicio. A resposta mais curiosa
encontrada no nosso trabalho foi uma diminuigdo dos niveis de TBARS no
grupo forca em todos os tempos pds exercicio quando comparado ao grupo
controle e ao grupo esteira. O grupo concorrente também apresentou a mesma
diminuicdo em 6h, retornando a valores basais em 24h. Sabe-se que o método
de TBARS é bastante inespecifico porque o TBA pode reagir com outros
compostos que nédo sejam o MDA (GROUSSARD et al. 2003). Dessa forma,
outras avaliagbes bioquimicas devem ser realizadas para confirmar esses

dados.

Ainda que o estresse oxidativo possa ser correlacionado com o dano
muscular, outras afericdes sdo mais comumente usadas, tendo-se em vista a
sua praticidade, aplicabilidade e menor invasio tecidual. Entre elas, utilizamos

a medida da echo intensity e da atividade da LDH sérica.

A medida plasmatica da atividade de enzimas especificas tem sido
utilizada em diversos trabalhos na literatura cientifica. Especialmente nos quais
o objetivo era verificar o impacto do exercicio sobre o musculo, ou seja, o dano
muscular (MILIAS et al. 2005; FERRI et al. 2006; YAMIN et al. 2008; BARRIOS
et al. 2011). Basicamente sdo medidas as enzimas que supostamente, pelo
dano muscular gerado pelo exercicio, foram extravasados do musculo
esquelético. Esse extravasamento, como revisado por BRANCACCIO et al.
(2010), pode ser um indexador de necrose ou dano tecidual gerado pelo

exercicio.

Outra técnica que pode ser utilizada para a medida do dano muscular

induzido pelo exercicio € a avaliagao da variacdo em escala de cinza da echo

46



intensity apos determinado protocolo. Nessa perspectiva, muitos trabalhos tém
surgido na literatura com a utilizagdo dessa técnica em humanos (NOSAKA et
al. 2002; CHEN et al. 2009; CHEN et al. 2010; CHEN et al. 2011; RADAELLI et
al. 2011). No entanto, s6 fomos capazes de encontrar um artigo que tratasse
da utilizagdo da echo intensity para os mesmos objetivos em ratos, em que
FUJIKAKE et al. (2009) utilizaram uma indugdo de dano muscular por produtos
quimicos (bupivacaina) para tracar um grafico de recuperagdo da musculatura

desses animais.

Em um protocolo com humanos, buscando causar um dano muscular de
elevada magnitude (6 séries de 6 repeticdes excéntricas maximas), MILIAS et
al. (2005) perceberam que a LDH plasmatica aumentava em 24 h apos o
exercicio e permanecia elevada até 96 h apés. Com um protocolo semelhante,
CHEN et al. (2009) também encontraram um aumento da LDH plasmatica por
até 120 h pos exercicio. Nesse estudo, da mesma forma que a LDH foi
verificada em uma curva ascendente até 120 h, a echo intensity também foi
encontrada da mesma maneira. Ou seja, ambas variaveis demonstraram certa
correlagdo entre si. Da mesma forma, NOSAKA & NEWTON (2002)
encontraram um aumento da echo intensity apds um protocolo excéntrico
realizado com humanos adultos jovens. Os valores permaneceram elevados

por até 120 h, assim como os valores de LDH.

Nao encontramos nenhum trabalho na literatura que avaliasse o dano
muscular seguido de uma sessao de treinamento concorrente, nem em
humanos, tampouco em animais. Entendemos que o comportamento da
recuperacao muscular apés esse modelo de treinamento é algo substancial

para uma adequada prescricdo. Os resultados que encontramos nos
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surpreenderam em alguns aspectos. A LDH s6 obteve aumentos significativos
a partir de 24 h pdos exercicio concorrente, e apos 48 h do exercicio de forca e
em esteira. No entanto, a echo intensity demonstrou aumentos 6 h apés o
exercicio em esteira e concorrente e se manteve elevada no tempo de 48 h.
Enquanto isso, o exercicio de forca teve um aumento apenas em 24 h e voltou
aos valores basais em 48 h. Podemos perceber que os valores de LDH e echo
intensity s6 apresentaram correspondéncia nos exercicio esteira e concorrente,
enquanto o exercicio de forca ndo manteve o padrdo esperado para essa

resposta.

Tanto os valores da LDH quanto da echo intensity se mostraram mais
elevados no grupo concorrente em relagdo aos demais. Se né&o
significativamente, com uma tendéncia consideravel. No entanto, o tamanho
amostral pode ter reduzido esse potencial de diferenga entre os grupos. Da
mesma forma, o fato de n&do termos avaliado o grupo concorrente em 48 h, faz
com que a discussao se limite a uma especulacdo do comportamento do dano

muscular nesse grupo.

12.Conclusoes

Ndo encontramos trabalhos semelhantes ao nosso na literatura
cientifica, de modo que esse é o primeiro estudo a avaliar o efeito do
treinamento de forca, esteira e concorrente sobre o dano muscular e sua

relacdo com o estresse oxidativo muscular de ratos machos Wistar.

Notamos que as trés modalidades de exercicio responderam com

algumas particularidades interessantes. O treino de forga pareceu estar
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relacionado a um aumento das espécies reativas em relacdo aos demais
grupos. A técnica de TBARS parece ndo ser um bom indicativo de
lipoperoxidagdo para essa modalidade de exercicio. Ja o grupo concorrente e
esteira ndo tiveram grandes diferengcas entre ambos, no que diz respeito aos
niveis de estresse oxidativo. As enzimas antioxidantes tiveram pouca
variabilidade, portanto, dentro do periodo analisado, podemos perceber que

nao houve aumento nas suas atividades, como era esperado.

O protocolo de exercicio concorrente pareceu ser capaz de induzir um
dano muscular mais pronunciado do que os protocolos de for¢a e esteira feitos

separadamente no que diz respeito aos resultados de LDH e echo-intensity.

Sendo assim, podemos concluir que um programa de treinamento de
qualquer das modalidades aqui apresentadas, com o intuito de verificar
alteracbes de ordem cronica, o intervalo 6timo para a recuperagdao muscular

entre as sessodes € superior ao periodo de 48 h.

13.Perspectivas de estudos

Visto que alguns parédmetros analisados no presente estudo ficaram
prejudicados pelo n amostral, o proximo passo sera aumentar o tamanho da
amostra de maneira a fortificar nossas afirmacées e demostrar valores mais

consistentes.

Pretendemos analisar diferentes musculos, como o sdleo, para
estudarmos a diferenga na composi¢cdo de fibras e sua relagdo com o dano

muscular causado pelo exercicio.
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Posteriormente, pretendemos avaliar os efeitos crénicos do exercicio

concorrente sobre variaveis impraticaveis de trabalhar em humanos, como a

sintese proteica muscular e os efeitos do fenébmeno da interferéncia sobre as

adaptagdes musculares.
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