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PARAMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO EM CAMUNDONGOS
SUBMETIDOS A TREINAMENTO DE NATACAO E OVERTRAINING

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi comparar niveis
de estresse oxidativo em camundongos da
linhagem Balb-C submetidos a duas condi¢des
distintas de  treinamento:  treinamento
moderado e progressivo de natacdo (G-T) e
inducdo de overtraining (G-OVER). Foram
investigados alguns marcadores de estresse
oxidativo, tais como substancias reativas ao
acido tiobarbitarico (TBARS), proteinas
carboniladas (PC) e grupamentos sulfidrila
(GSH) no plasma e atividade das enzimas
antioxidantes catalase (CAT) e glutationa
redutase  (GR) no hemolisado. Como
marcadores de alteracao celular,
quantificaram-se concentragcdes plasméticas
das enzimas creatina quinase (CK), aspartato
transferase (AST), creatinina (CRE) e uréia
(UR). Como resultados importantes
observamos que na situacdo G-OVER houve
queda significativa de CAT e GR (p<0,001) e
CAT (p<0,05) em relacdo a G-T, bem como
aumentos significativos de TBARS, PC e CK
(p<0,01) e AST, CRE e UR (p<0,001) em
relacdo a G-T. Concluiu-se que a alteracdo do
estado redox celular pode ser um importante
objeto de estudo para deteccdo de
overtraining.
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ABSTRACT

Oxidative stress parameters in mice submitted
to swimming training and overtraining

The aim of this study was to compare oxidative
stress levels in mice (Balb-C) submitted to two
different training conditions: moderate and
progressive training (training group, T-G) and
overtraining condition (G-OVER). We
investigated some markers of oxidative stress,
such as plasma thiobarbituric acid reactive
substances (TBARS), protein carbonyls (PC)
and sulfhydryl groups (GSH) and the
antioxidant enzymes catalase (CAT) and
glutathione reductase (GR) in hemolysate. As
markers of cell damage was quantified plasma
creatine kinase (CK) and aspartate transferase
(AST) concentrations; were also observed
patterns  of physiological changes by
quantifying plasma creatinine (CRE) and urea
(UR). As the most important results, it was
observed that in G-OVER a significant
decrease of CAT and GR (p<0.001) compared
to G-T, as well as significant increases in
TBARS, PC and CK (p<0.01) and AST, CRE
and UR (p<0.001) compared to G-T. We
concluded that changes in cellular redox state
can be an important object of study for
overtraining detection.
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INTRODUCAO

O monitoramento do treinamento de
atletas possibilita a compreenséo de respostas
adaptativas, sobretudo quanto a pardmetros
de estresse oxidativo.

Como tais estudos ainda carecem de
muitas respostas, as pesquisas basicas, com
utiizacdo de animais, podem trazer
informacdes relevantes.

As espécies reativas de oxigénio
(EROs), também conhecidas como radicais
livres, sdo formadas, principalmente, pela
reducdo incompleta do oxigénio nos processos
de geracdo de energia. O estresse oxidativo
ocorre em circunstancias nas quais ha
desequilibrio entre os sistemas prooxidantes e
antioxidantes, de maneira que 0s primeiros
sejam predominantes (Schneider e Oliveira,
2004).

Dentro de uma estratégia de
manutenc¢éo do estado redox contra condi¢cdes
oxidantes, o sangue exerce um papel
fundamental, fazendo o transporte e
redistribuicdo dos antioxidantes para todo o
corpo; dessa maneira, a capacidade
antioxidante no sangue pode nos dar
estimativas dos niveis de estresse oxidativo,
permitindo um modo de mensuragcdo menos
invasivo que por outras vias, como pela
biopsia (Antunes Neto e colaboradores, 2006).

Para livrar o organismo dos efeitos

deletérios das EROs, ha sistemas
antioxidantes divididos em duas classes: o
sistema nao enzimatico, composto

principalmente por B-caroteno (provitamina A),
acido ascorbico (vitamina C), a-tocoferol
(vitamina E) e grupamentos sulfidrila (SH), e o
sistema enzimético, com a catalase (CAT),
glutationa  peroxidase (GPX), glutationa
redutase (GR) e superéxido desmutase (SOD)
como as principais enzimas (Powers e
colaboradores, 1994; Yu, 2004).

Quando ndo ha um sincronismo
otimizado entre carga de esforco, tempo de
recuperacdo ao exercicio e uma metodologia
adequada para o desenvolvimento do
condicionamento atlético, pode ocorrer uma
sobrecarga de determinado sistema bioldgico,
ocasionando superatividades metabdlica e

funcional e até mesmo desintegragdo dos
sistemas de defesa do organismo.

Neste caso, estamos falando da
sindrome do super treinamento ou overtraining
(Kreher e Schartz, 2012; Kuipers, 1990;
Smolka e colaboradores, 2000).

O overtraining, uma vez instalado, nao
é facilmente revertido, podendo levar varias
semanas oOu meses para ocorrer a
recuperacao (Kuipers e Keizer, 1988;
Eichener, 1995).

Poucos sdo os trabalhos que buscam
indicar marcadores confiaveis de instalacao da
fase inicial de overtraining e, até mesmo, em
sugerir valores de referéncia para modulacéo
das cargas de treinamento (Lazarim e
colaboradores, 2009).

Por meio de
experimentacdo animal, nosso objetivo foi
observar o padrdo de modulacdo dos
marcadores de defesa antioxidante e ataque
oxidativo, bem como as Vvariacbes na
magnitude das alteragBes celulares (micro
lesBes celulares), em duas situacdes distintas
do processo de treinamento (moderado
progressivo e overtraining).

Com isso, visamos propiciar
aprofundamento  desta  temética  sobre
determinacédo de indicadores satisfatorios de
diagndstico do quadro de overtraining.

estratégia  de

MATERIAIS E METODOS

Animais. Utilizou-se 60 camundongos
do tipo “Balb-C”, obtidos do Centro de
Bioterismo da UNICAMP. Os animais foram
divididos em 3 grupos: controle (G-CO; n =
10), treinamento (G-T; n = 10), “overreaching”
(G-Over; n =10) (Tabela 1).

Durante toda a execucdo dos
protocolos, os camundongos foram mantidos
em ambiente controlado, com temperatura de
18 - 220C e fotoperiodo invertido de 12 horas,
estando providos de racdo de laboratorio e
agua ad libitum.

Todos 0s procedimentos
experimentais estavam de acordo com as
normas estabelecidas pelo Comité de Etica da
UNICAMP (01/2008) e das recomendac¢fes do
Canadian Council on Animal Care.
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Tabela 1 - Caracteristicas dos camundongos utilizados nos experimentos no momento do sacrificio.

Peso (g9) Hemoglobina (mg/mL)
G-CO (n=20) 28+1,2 13,4+£0,3
G-T (n =20) 27+2,1 15,1+ 0,6
G-OVER (n=20) 23+1,2* 11 +0,6

Legenda: *p<0.05 em relagéo a G-CO.

Treinamento

Os camundongos passaram por um
periodo de adaptagdo ao treinamento de
natacdo, com duracdo de uma semana (15
minutos de sessao de treino). Apés o periodo
de natacdo, os camundongos passaram a
nadar cinco vezes por semana (segunda a
sexta-feira), por um periodo de quatro
semanas, com o0 tempo de sessdo de
treinamento elevando-se de 20 minutos até 60
minutos.

Apbs esse periodo, um lIote de
camundongos foi sacrificado para analise
desta fase sistematizada de treinamento (G-T).
Os animais sobreviventes ao treinamento
descrito foram submetidos a um novo ciclo de
treinamento, o qual classificamos como fase
de overtraining (G-OVER), consistindo de
aumento progressivo semanal de uma sessao
de treino, até chegar a quatro sessdes de
treino por dia, com duracdo de 60 minutos
cada sesséo.

Preparacdo da amostra

ApOs o animal ter sido anestesiado
com hidrato de cloral (10%) por Vvia
intraperitoneal, realizou-se uma secgéo
abdominal, de forma que se pbde alcancar a
veia hepatica e coletar todo o sangue possivel,
que era depositado em tubo heparinizado.

O animal, ap6s a extragdo de sangue,
era sacrificado por deslocamento cervical.
Plasma e hemécias eram obtidos apés
centrifugacdo do sangue total por 10 min a
3.000rpm.

As amostras plasmaticas foram
armazenadas para a realizacdo das dosagens
e determinacdes. As hemacias foram lavadas
com solucdo gelada de tampéo fosfato 0,1M
com NaCl a 0,9%, pH 7,4, e centrifugadas a
3.000rpm, desprezando-se em seguida o
sobrenadante.

O processo foi repetido trés vezes.
Aliguotas de 500uL foram retiradas e
hemolisadas com agua destilada na proporcao
1:1 (v/v), com posterior armazenamento a -
30°C para as analises.

Catalase

A preparacdo da amostra iniciava-se
com a adicdo de 900ul de tampé&o fosfato, pH
7.4, a 100pl do hemolisado (1:1), obtendo-se,
assim, uma diluicdo 1:20 da amostra inicial.
Deste hemolisado, 1pl era adicionado ao meio
bésico de reacdo, que continha tampéo fostato
50mm, pH 7,0, e peréxido de hidrogénio
(H202) 10mM.

A medida da atividade da CAT ocorre
através da velocidade com que o H20: é
reduzido pela agcdo da enzima, provocando
diminuicdo no valor da absorbéncia em
240nm. A diferenga na leitura das
absorvancias a 240nm, em determinado
intervalo de tempo (15 segundos), permite
estabelecer a velocidade de reducdo do Hz0z,
gue é proporcional a velocidade da reacao
enzimatica catalisada pela CAT (Aebi, 1984).
A unidade final expressa-se em k/gHb/min.

Glutationa Redutase

O ensaio foi conduzido de acordo com
Smith e colaboradores (1988). A preparagéo
da amostra dava-se da mesma forma para a
andlise de CAT. Deste hemolisado, 5 uL era
adicionado a um meio de incubacéo contendo
KH2PO4 0,2 M e EDTA 2 mM, em pH 7,0.
Adicionavamos, ainda, para a ocorréncia da
reacdo, 50uL de NADPH 2 mM, 250uL de
DTNB 3 mM e 50uL de GSSG 20 mM. A
formacdo de TNB foi acompanhada por
espectrofotometro (Beckman - modelo DU
640) a 412 nm de absorvancia. A unidade
final expressou-se em Ul/gHb/min.

Dosagem de hemoglobina no hemolisado

A determinacdo da concentracdo de
Hb no hemolisado torna-se fundamental para a
obtencdo dos valores finais de CAT. Os
valores foram obtidos através do método de
Drabkin (Beutler, 1975), em que a Hb (100 pL
da amostra preparada a partir do hemolisado
1:20), em presenca de reagente de Drabkin
(2mL), forma um composto, a
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cianometaemoglobina, que ¢é absorvida a
540nm e cujo coeficiente de extingdo milimolar
€ 11,5 M-1.cm-1.

Grupamentos sulfidrila totais no plasma

Os grupos sulfidrila (SH) do plasma
sdo estruturas associadas a proteina e,
portanto, suscetiveis ao dano oxidativo. O
método proposto por Faure e Lafond (1995) é
baseado na reducdo do 5,5 ditiobis (2-acido
nitrobenzoico) (DTNB), com leitura
espectrofotométrica a 412 nm. A unidade final
foi expressa em pM.

Peroxidacdo lipidica

Um dos métodos para quantificacdo
dos produtos da peroxidagdo lipidica € o
método de andlise da formagdo de
substancias que reagem ao  4acido
tiobarbitdrico (TBARS).

Este método consiste na analise dos
produtos finais da peroxidagdo lipidica
(peroxidos lipidicos, malondialdeidos e demais
aldeidos de baixo peso molecular) que, ao
reagirem com o 4cido 2-tiobarbitdrico (TBA),
formam bases de Schiff. Tais complexos sao
coloridos e sua concentracdo pode ser
determinada  espectrofotometricamente  a
535nm, ou por fluorescéncia a 515 nm de
excitacdo e 555 nm de emisséo (Yagi, 1987).

A amostra foi preparada de acordo
com Yagi (1987), onde 20uL de plasma foram
diluidos em 4 mL de H2SOs (0,04M).
Adicionamos a esta diluicdo 0,5 mL de acido
fosfotungstico 10% e aguardamos 5 minutos
para a centrifugacdo a 3000 rpm por 10 min.

O sobrenadante foi descartado e
suspendemos o precipitado em 2 mL de
H2S04 (0,04 mL), seguindo da adicdo de 0,3
mL de acido fosfotungstico 10%. Apoés
centrifugacdo a 3000 rpm por 10 min,
descartamos novamente o sobrenadante e
dissolvemos o precipitado em 0,5 mL de H20
deionizada. Adicionamos a essa mistura 1 mL
da solucdo composta de acido tiobarbitirico
0,67% em &cido acético 50%. A amostra foi
incubada em banho maria 90°C por 1 hora.

ApOs o resfriamento, foi efetuada a
extracdo das substancias reativas ao &cido
tiobarbitdrico (TBARS) com 5 mL de butanol. A
medida da emissdo da fluorescéncia da fase
orgéanica foi feita a 553 nm, enquanto que o
comprimento da onda de excitagdo foi 515nm

(espectrofluorimetro  modelo  SPF-500CTM
SLM Aminco - SLM Instruments, Inc). O
calculo da concentragdo de TBARS foi feito
por meio de uma curva-padrdo de
tetraetoxipropano e o0s resultados expressos
em nmol/mL de plasma.

Proteinas Carboniladas

Os alcenos insaturados, produtos da
peroxidacao lipidica como o 4-hidroxinonenal,
podem reagir com o0s grupos sulfidrila
formando tioesteres, que possuem grupos
carbonila. O método utilizado foi o proposto
por Faure e Lafond (1995), onde o composto
2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) complexa-se
com o0s grupos carbonila das proteinas,
formando bases de Schiff que absorvem a 380
nm de comprimento de onda. As andlises de
proteinas carboniladas (PC) foram realizadas
em amostras de plasma e os valores
expressos em pM.

Creatina Quinase

A concentragdo de CK no sangue
reflete indices de lesdo muscular. A dosagem
deste parametro foi realizada
espectrofotometricamente (Boehringer
Mannheim MPR 3 kits CK NAC-activated),
através de 50 uL de plasma misturados com a
solucdo reagente. A mistura foi incubada em
banho maria por 1 minuto a 37° C, sendo feita
a leitura das absorbéncias em 334 nm.

Creatinina e uréia

O teste de creatinina é feito para
determinar o produto final do catabolismo
muscular, enquanto que o de uréia permite
estabelecer o produto final do metabolismo
purinico. Para a realizagdo dos dois
marcadores, utilizaram-se o método cinético
ou direto sem desproteinizacdo (creatinina,
Laborlab®, CAT N.0 01600, leitura a 510nm) e
0 método enzimatico (acido Urico, Laborlab®,
CAT N.0 00100, leitura a 530nm) em amostras
de plasma. Os valores foram calculados de
acordo com as normas do fabricante, com
unidade final expressa em mg/dL.

Andlises estatisticas

Os gréficos foram realizados pelo
programa Origin 6.0 e o tratamento estatistico
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por meio do programa GraphPad Instat® (San
Diego, CA). Utilizamos o teste ANOVA para
amostras pareadas e, como poés-teste, foi
adotado o teste de Tukey. Valores de P < 0.05
foram considerados significativos. O teste de
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correlacdo foi predito pelo coeficiente de
correlacdo de Pearson.

RESULTADOS

Marcadores de Defesa Antioxidante

204B *

Glutationa Redutase (Ul/gHb/min)

Grupamento SH (uM)

G-CO

G-T G-OVER

Legenda: A = *p<0.001 em relagdo a G-CO, *p<0.01 em relagcdo a G-OVER, **p<0.05 em relacdo a G-CO; B =
*p<0.001 em relagéo a G-CO e G-OVER, **p<0.01 em relagdo a G-CO; C = *p<0.05 em relagédo a G-CO,
*p<0.001 em relacdo a G-OVER, **p<0.05 em relagdo a G-CO.

Figura 1 - Atividade das enzimas catalase (A) e glutationa redutase (B) e concentracédo de
grupamentos sulfidrila totais (C) dos camundongos dos grupos controle (G-CO), treinamento (G-T) e
overtraining (G-OVER).

A Figura 1A apresenta os valores
obtidos para CAT: G-CO (0,22 + 0,04
k/gHb/min), G-T (0,56 + 0,5 k/gHb/min) e G-
OVER (0,34 + 0,06 k/gHb/min).

Houve aumento significativo para G-T
em relagdo a G-CO (p<0,001) e G-OVER
(p<0,01) e para G-OVER (p<0,05) em relacdo

a G-CO. A Figura 1B mostra os valores para
GR: G-CO (20 + 4 Ul/gHb/min). G-T (33 + 7
Ul/gHb/min) e G-OVER (13 £ 2 Ul/gHb/min).
Houve aumento significativo para G-T
(p<0,001) em relacdo a G-CO e G-OVER e
gueda significativa para G-Over (p<0,01) em
relacdo a G-CO. A Figura 1C mostra o0s
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valores para grupamentos SH: G-CO (390 %
12 uM), G-T (450 = 19 uM) e G-OVER (320 *
30 uM). Houve aumento significativo para G-T
(p<0,05) em relacdo a G-CO e G-OVER
(p<0,001) e queda significativa para G-OVER
(p<0,05) em relacéo ao G-CO.

A Figura 2A mostra niveis de
concentracdo de TBARS no plasma: G-CO
(2,66 + 0,81 U/L), G-T (5,5 £ 0,6 nmol/mL) e
G-OVER (10,76 = 0,75 nmol/mL). A Figura 2B
apresenta os niveis de concentracdo de PC:
G-CO (55 + 8 uM), G-T (75 £ 14 uM) e G-
OVER (112 = 21 uM). A Figura 2C apresenta

Marcadores de Ataque Oxidativo

A

TBARS (nmol/mL)

os niveis de concentragdo da enzima CK no
plasma: G-CO (18,7 + 0,75 U/L), G-T (36,8
5,35 U/L) e G-OVER (98,4 + 4,39 U/L). Houve
aumento significativo para G-T (p<0,01) em
relagdo a G-CO e para G-OVER (p<0,001) em
relacdo a G-T e G-CO tanto para TBARS, PC
e CK. O indice de correlacdo entre os
parametros de CK e TBARS (c=0.974) e CK e
PC (c=0,952) demonstra elevada condicao de
gue a peroxidacao lipidica, carbonilacdo de
proteinas e microlesdes induzidas (niveis de
CK) pelo treinamento de natagéo podem ser
avaliadas de forma linear.

140

120 4

100 +

N @ ©
S} =] =]
1 1 1

Proteina Carbonilada (uM)

o
I

G-CO

100

80

60

40

20

Creatina Quinase (U/L)
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Legenda: A, B e C =*p<0.01 em relagéo a grupo CO, **p<0.01 em relagdo a G-T, p<0.001 em relagdo a G-CO.

Figura 2 - Concentracdes de TBARS (A), proteinas carboniladas (B) e creatina quinase (C) em
plasma dos camundongos dos grupos controle (G-CO), treinamento (G-T) e overtraining (G-OVER).
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Marcadores de Alteracdes Celulares

Tabela 2 - Niveis plasmaticos de aspartato transaminase (AST), creatinina (CRE) e uréia (UR) em
animais submetidos a treinamento de natacgéo e ciclo de overreaching. Onde = *p<0.01 em relacdo ao
grupo CO; **p<0.001 em relacéo aos grupos CO e G-T.

CO G-T G-OVER
AST (U/L) 11,50 + 1,67 12,75+ 0,63 3558+ 1,27 **
Creatinina (mg/dL) 2,15+0,35 3,59 +0,15 516+1,04*
Uréia (mg/dL) 9,4+£1,27 10,61 +£0,63 29,34 +3,65**

DISCUSSAO

Medidas para predicdo da condigcdo
fisica do atleta sempre foram executas de
acordo com o0s principios da modalidade,
muitas vezes sem um rigor metodolégico que
propicie elaboracéo de dados confidveis para
dosagem e estabelecimento de intervalos de
referéncias confiaveis para monitoracdo e
modulagdo das cargas de treinamento
(Lazarim e colaboradores, 2009; Antunes
Neto, Pereira-da-Silva e Macedo, 2005;
Lehmann e colaboradores, 1988).

O principio da sistematizacdo do
treinamento desportivo depende de
multifatores para a manutencdo de um
planejamento 6timo de sequéncias de cargas
de exercicios, de forma que ha a necessidade
constante de buscar a reorganizagdo destas
para a garantia de obtencdo das respostas
adaptativas desejadas (Fry, 1988; Hoopper,
Mackinnon e Howard, 1995).

Desta forma, a utilizacdo de animais
em pesquisas que envolvem incremento
progressivo e drastico de exercicios, em
consonancia com as politicas de ética
experimental, tende a colaborar para a
obtencdo de condicdes mais seguras de
determinacdo de uma sobrecarga ideal
(Antunes Neto e colaboradores, 2006).

O objetivo deste trabalho foi
compreender como as alteragbes das
varidveis “carga de esforco” e “tempo de
recuperagcdo” atuavam na modulagdo dos
niveis de estresse oxidativo e,
consequentemente, por meio de andlise
indireta sanguinea, no estado redox da célula
muscular.

A Figura 1 apresenta um quadro
interessante de interferéncias nos mecanismos
antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos.

Duas situacbes podem ser vistas
considerando as analises de CAT (Figura 1A)
e, em conjunto, o sistema GR/grupamento SH
(FiguralB e Figura 1C, respectivamente). Os

valores observados para G-T reforcam a
premissa de que o treinamento sistematizado
pode elevar a atividade antioxidante de
sistemas enziméaticos e ndo-enzimaticos
(Smolka e colaboradores, 2000; Selamoglu,
2000; Zoppi e colaboradores, 2006), uma vez
gue a producdo de EROs ocorrera em um
limiar propicio para o desencadeamento de
eventos adaptativos moleculares.

No caso da CAT, uma enzima atuante
na detoxificacéo de EROs, mais
especificamente no controle dos niveis de
H202 intracelular, viu-se manter sua atividade
elevada em G-OVER, indicando que a
producdo de possiveis espécies radicalares
continuava severa. Powers, Ji e
Leeuwenburgh (1999) ainda descrevem que a
atividade da CAT atinge sua velocidade
maxima em altas concentra¢cfes de H202.

Trés hipoéteses podem ser langadas
guanto a resisténcia da CAT na condigao
estressora imposta em G-OVER: a) ha uma
evidéncia de que, em requerimento funcional
agudo, niveis elevados do radical &anion
superoxido (O2-) induzam intera¢Bes diretas
com a prépria estrutura protéica da CAT
(regulacéo alostérica) (Tauler e colaboradores,
1999), mantendo sua atividade elevada; b)
outra hipétese para o aumento da atividade da
CAT estaria na reducdo de Fe3+ para Fe2+
presente no grupamento heme de sua
molécula (Hawkins e colaboradores, 1992), o
gue a deixaria mais ativa quando reduzida; c)
uma possibilidade seria 0 Km da CAT para os
peroxidos, o que, assim, justificaria o seu valor
elevado de atividade para G-OVER, periodo
em que a producé@o de EROs estaria mais alta
(vide os resultados de TBARS e PC) e a
capacidade de detoxificagdo intracelular
saturada (mas ndo diminuida) (Powers, Ji e
Leeuwenburgh, 1999).

Tal potencial agressivo do estresse
imposto para G-OVER confirma-se ao
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analisarmos a diminuicdo funcional
significativa do mecanismo integrado entre GR
e grupamento SH. A glutationa (GSH) € um
tripeptideo composto por grupos SH e que
atua como doador de elétrons nas reacdes
catalisadas por outra enzima antioxiante, a
glutationa peroxidase (GPx).

Quando GSH é oxidada pela reacéo
da GPx, ha a interligacdo de duas moléculas
do tripeptideo por uma ponte dissulfeto, com
formacao de glutationa oxidada (GSSG).

Queda nos niveis de GSH podem
prejudicar as defesas celulares contra a a¢do
téxica das EROs. As células integras mantém
uma razdo GSH/GSSG alta. Para isso, a
GSSG formada é reduzida novamente a GSH,
as custas de NADPH, pela acdo da GR
(Powers, Ji e Leeuwenburgh, 1999; Ji e
Mitchell, 1992).

A GR possui uma distribuicdo similar a
GPX. Embora nédo seja considerada uma das
enzimas principais do sistema enzimatico
antioxidante, ela é fundamental para a atuagéo
normalizada da GPX (Ji e Mitchell, 1992).

Portanto, niveis diminuidos de GR e
grupamentos SH refletem a severidade do
quadro de overtraining induzido pelo nosso
protocolo.

A Figura 2 contribui para a
compreensao das possibilidades antioxidantes
em combate aos eventos oxidativos instalados
pela situacdo de overtraining. A queda
significativa dos valores vistos no mecanismo
GR/GSH para G-OVER propiciou
simultaneamente a elevacdo dos parametros
de ataque oxidativo. Tanto as concentracdes
plasmaticas de TBARS (Figura 2A) e PC
(Figura 2C) mostraram a mesma tendéncia de
aumento para G-T e G-OVER.

A literatura mostra evidéncias de que o
estresse oxidativo induzido pelo exercicio é
fonte de relevante colaboracdo com os
mecanismos lesivos nas células musculares,
reticulo  sarcoplasmatico, estruturas de
membranas e, principalmente do DNA (Duarte,
Carvalho e Bastos, 1994).

O aumento da concentracdo de célcio
no interior celular ativa classes de fosfolipases
— sobretudo fosfolipase A2 — e de proteases,
desencadeando eventos em cascata de
degradacdo de demais estruturas celulares,
até, por fim, em estado extremo, conduzir a
instalacdo da apoptose (morte celular).

O extravazamento da enzima CK
(Figura 2C) é um dos eventos mais

conhecidos nestas condicdes degenerativas
(Byrd, 1992).

A correlacdo positiva entre aumento
nas concentragdes plasmaticas de TBARS e
PC e liberagdo de CK permite ter um quadro
propicio para compreender que as alteracdes
moleculares induzidas pelo estresse oxidativo
afetam de forma drastica a permeabilidade da
membrana celular.

A instalacao de processos
inflamatérios localizados na célula, em virtude
das microlesbes celulares, aumenta ainda
mais a liberagdo de CK do musculo e induz
gue as células fagocitarias liberem fatores
geradores de EROS, atacando, em uma fase
praticamente simultanea, estruturas lipidicas e
protéicas das membranas celulares (Janero,
1990; Tiidus, 1998). O aumento em
permeabilidade resultante potencializa ainda
mais o0 quadro de estresse oxidativo ja
deflagrado (Duarte, Carvalho e Bastos, 1994).

Como mostrado por Antunes Neto e
colaboradores (2006), as respostas
moleculares (indices de CK, PC e TBARS)
precedem as respostas fisioldgicas (sobretudo,
CRE e UR) na instalacdo de um quadro de
estresse oxidativo, podendo dar indicios do
efeito do treinamento sobre o organismo. Os
dados apresentados na Tabela 2 confirmam tal
premissa, pois houve aumento significativo de
AST, CRE e UR apenas para G-OVER.

O aumento nos niveis de CRE indica
elevacao da degradacéo das bases purinicas,
do mesmo modo que a concentracdo de UR
no plasma confirma uma condigdo de
catabolismo protéico para o G-Over. O maior
valor de UR pode advir de um provavel ataque
oxidativo sobre as proteinas estruturais e de
uma deficiéncia do “turnover”’ protéico, uma
vez que o0 processo de ressintese dos
aminoacidos é feito no figado, e tal 6rgéo
poderia se encontrar em deficiéncia pelo fato
da exaustéo.

Esta condicdo poderia explicar os
valores aumentados da AST, que é uma
enzima com grande concentracdo neste 6rgao.
Pelo fato das maiores precipitacbes de AST,
CRE e UR terem ocorrido em condicdo de
overreaching, reforca-se a idéia de que tais
marcadores podem ser Uteis para confirmacao
da instalacdo de um quadro lesivo mais grave.
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CONCLUSAO

Concluindo, as andlises integradas de
marcadores de defesa antioxidante e ataque
oxidativo permitem a visualizacdo ampla das
alteracdes induzidas pelo aumento da
formacdo de EROs em condicdo de estresse
organico extremo, tal como a induzida pelo
protocolo de overtraining.

A utilizacao dos marcadores
apresentados delimita o potencial de estresse
oxidativo e surge como uma estratégia para
modulagdo de cargas de treinamento. O fato
importante do estudo foi mostrar que os niveis
de CK sofrem precipitagdo em consonéancia
com as dosagens de TBARS e PC.

A CK localiza-se préxima ao
sarcolema, de forma que qualquer alteragcéo
nas propriedades de membrana pode levar a
uma extravazamento desta para meio
extracelular.

A utilizacdo da dosagem de CK
plasmatica, que se faz por estratégias mais
facilitadoras em relacdo a TBARS e PC, surge
como um instrumento de avaliacdo da carga
de treinamento, necessitando estudos
posteriores para delimitacdo de um indice ou
limiar de estresse muscular.
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