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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi comparar concentracdes de estresse oxidativo em camundongos da
linhagem Balb-C submetidos a duas condicdes severas de alteracdes organicas: treinamento exaustivo de
natacao (overreaching — grupo OVER; n = 10) e inoculacéo por tumor ascitico de Ehrlich (grupo TAE; n = 10).
A proposta foi analisar como as duas situagées comprometiam o equilibrio entre os sistemas oxidantes e
antioxidantes. Foram investigados alguns marcadores de estresse oxidativo, tais como as substancias reativas
ao 4cido tiobarbiturico (TBARS) e concentragcdes da atividade da enzima antioxidante catalase (CAT) no
hemolisado. Como marcadores de lesdo celular, quantificaram-se concentracdes plasmaticas das enzimas
creatina quinase (CK) e aspartato transferase (AST); complementado; também se observaram padrées de
alteracdes fisioldgicas por meio da quantificagdo plasmaética de creatinina e uréia. Como resultados mais
importantes, pdde-se observar que, nas duas situacoes de limite organico, seja por exercicio exaustivo
(OVER) ou pela inoculagdo de TAE, houve queda abrupta na concentragao da enzima CAT (decréscimos
de 30%; p < 0,01 e 72%; p < 0,001, respectivamente, comparando-se com o grupo treinado - T). Quanto
a concentracdo de peroxidagdo lipidica (TBARS), detectaram-se aumentos significativos para 0s grupos
OVER e TAE em relacéo ao grupo T (52%, p < 0,01; 90%, p < 0,001, respectivamente). Niveis liberados de
CK foram mais proeminentes no grupo OVER, enquanto que a quantidade de AST no plasma foi mais
elevada no grupo TAE. Chegou-se a conclusao de que os organismos estudados possuem um mesmo
perfil de estresse oxidativo em situacdes limites que envolvem exercicio fisico e doenca. Tais resultados
permitirdo profissionais envolvidos com elaboracéo das cargas de treinamento fisico a se preocuparem
com os periodos recuperativos, o que impede a instalacdo do quadro de overreaching, o qual se mostrou
tdo severo, em termos de estresse oxidativo, quanto o de uma situacdo patoldgica.

Palavras-chave: estresse oxidativo, overreaching, natagao, tumor ascitico de Ehrlich.

ABSTRACT

The aim of this study was to compare oxidative stress levels in mice (Balb-C) submitted to two severe
organic conditions: exhaustive swimming training (overreaching - OVER group; n = 10) and inoculation
of the Ehrlich’s Ascitic Tumor (EAT group; n = 10). Lipid peroxidation, quantified by thiobarbituric acid
reactive substances (TBARS), and levels of antioxidant enzyme (catalase- CAT) were used as indicators
of oxidative stress. Muscle damage levels were measured through plasma creatine kinase (CK), aspar-
tate transaminase (AST) as well as blood creatinine and urea activities samples. As main results, it has
been observed that in both situations, whether by exhaustive exercise (OVER) or inoculation of EAT, dra-
matic decrease in the catalase activity levels was present when compared with the training group (T)
(30%; p < 0.01 and 72%; p < 0.001, respectively) with concomitant increase in plasma TBARS concentra-
tion (52%; p < 0.01 and 90% p < 0.001, respectively). Plasma CK levels were more prominent in the OVER
group, while the amount of AST plasma was higher in the EAT group. We concluded that the same pro-
file of oxidative stress was found in situations involving exhaustive exercise and pathology. These results
will allow professionals involved with load training manipulation to be concerned with the rest periods,
preventing hence the installation of overreaching, which in terms of oxidative stress, was as severe as a
pathological conditions.

Keywords: oxidative stress, overreaching, swimming training, Ehrlich’s ascitic tumor.
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INTRODUCAO

Uma das possibilidades do estudo das respostas do estresse oxidati-
VO estd no monitoramento do treinamento de atletas. Como tais estudos
ainda carecem de muitas respostas, as pesquisas experimentais, com
utilizacdo de animais, podem trazer informacoes relevantes. As espécies
reativas de oxigénio (EROs), também conhecidas como radicais livres,
sdo formadas, principalmente, pela reducdo incompleta do oxigénio nos
processos de geragdo de energia. O oxigénio consumido tem como prin-
cipal via de metabolismo o sistema aerdbio, ou seja, a mitocondria™. Esse
sistema é responsavel pela utilizacdo de 85 a 90% de todo o oxigénio
consumido, os outros 10 a 15% sendo utilizados por enzimas oxidases
e oxigenases e por reacdes quimicas de oxidacao direta. Dos 85 a 90%
de oxigénio que chegam a cadeia de transporte de elétrons, 2 a 5% sao
reduzidos unilateralmente em metabdlitos, tal como as EROs®. Durante
a atividade fisica, o consumo de oxigénio pode aumentar até 20 vezes
e sua captacao pelos musculos ativos pode aumentar até 100 vezes,
favorecendo, dessa maneira, a formacao de EROs®.

O estresse oxidativo ocorre em circunstancias nas quais ha dese-
quilibrio entre os sistemas prooxidantes e antioxidantes, de maneira
que os primeiros sejam predominantes®. Dentro de uma estratégia de
manutencdo do estado redox contra condi¢des oxidantes, o sangue
exerce um papel fundamental, fazendo o transporte e redistribuicao
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 mensuracdo menos invasivo que
por outras vias, como pela bidpsia™.

Para livrar o organismo dos efeitos deletérios das EROs, ha sistemas
antioxidantes divididos em duas classes: o sistema ndo enzimatico,
composto principalmente pér -caroteno (pré vitamina A), dcido ascor-
bico (vitamina C) e alfa tecoferol (vitamina E), e o sistema enzimatico,
com a catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPX), glutationa redutase
(GR) e superoxido desmutase (SOD) como as principais enzimas®. O
presente estudo analisou a atividade da catalase, que é uma enzima
que faz a desmutacao do H,O,, formado ao final da cadeia de transporte
de elétrons, em H,0 e O,®. Essa funcdo ¢ dividida com a glutationa
peroxidase, a qual atua, preferencialmente, na presenca de baixos ni-
veis de H,0,, enquanto em altas concentracdes de H,O, predomina a
acdo da CAT®. A CAT ¢ encontrada principalmente nos hepatocitos e
eritrocitos, estando em grandes concentracdes nos peroxissomas e em
baixas concentracdes nas mitocondrias; também é encontrada maior
atividade da catalase nos musculos com alta capacidade oxidativa®”.
A escolha pela CAT se deu pelo fato de sua reacdo necessitar de alta
concentracdo de H,0,, o que sugere forte evidéncia oxidativa.

Portanto, a dosagem dos niveis das atividades das enzimas antioxidan-
tes e a quantificacdo de metabolitos de origem oxidativa podem servir para
estimar o quadro de estresse oxidativo de diferentes sistemas celulares.

Segundo Schneider e Oliveira?, as EROs sao produzidas natural-
mente em Nosso organismo através de processos metabolicos oxida-
tivos, sendo importantes em situacdes de necessidade de ativagcao do
sistema imunolégico. Por outro lado, a producédo excessiva de EROs
pode levar a situacao de estresse oxidativo com subsequentes efeitos
prejudiciais ao organismo, tais como peroxidagao lipidica, oxidagao de
protefnas, agressao a carboidratos e ao dcido desoxirribonucleico (DNA).
Em relacao ao desenvolvimento tumoral, as EROs também tém sido
consideradas agentes causadores de danos ao DNA, que aumentam a
taxa de mutacao e promovem a transformagao oncogénica®.

Em situacdo extrema no exercicio fisico malperiodizado, as EROs
podem levar ao quadro conhecido como overreaching, que seria um
disturbio dos sistemas metabolicos e recuperativos”. A queda em
atividade do sistema de defesa antioxidante so se torna preocupante
se, apds um periodo de recuperacdo, o organismo nao restabelecer
o equilfbrio redox. O overreaching pode ser facilmente revertido em
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poucos dias ou semanas; essa condicdo de queda na performance
antecede um quadro muito mais grave e danoso ao organismo, o
overtraining, que, além dos sintomas especificos de fadiga metabdlica,
induz severos disturbios neuroendécrinos'®. Alguns dos sintomas
observados no overtraining incluem fadiga generalizada, depresséo,
apatia, dores musculares e articulares, infeccdes do trato respiratorio
superior e diminuicao de apetite™”.

Estudos sugerem que os sistemas antioxidante das células encon-
tram-se alterados no cancer, causando um desequilibrio no estado
redox das mesmas. As células cancerosas estao continuamente sob
estresse oxidativo persistente!'?. Toyokuni et al"® acreditam que as
préprias células cancerosas produzam EROs; porém, uma questao im-
portante é se as células cancerosas produzem maior quantidade de
EROs ou se o sistema antioxidante encontra-se suprimido.

Sabe-se que o exercicio fisico € uma conhecida forma de estresse
ao organismo, sendo grande gerador de EROs. Por outro lado, o trei-
namento sistematizado é capaz de induzir adaptacdes positivas dos
sistemas de defesa antioxidantes em resposta ao aumento da produ-
¢do de EROs. O presente estudo tem como objetivo buscar valores
de marcadores de estresse oxidativo e de alteracdes celulares tanto
numa condicdo de overreaching induzido em animais submetidos a
treinamento de natacdo quanto em animais inoculados com o tumor
ascitico de Ehrlich (TAE). Tais dados poderao confrontar duas formas
das mais severas de inducdo de estresse oxidativo, subsidiando futuras
discussoes da citotoxicidade do treinamento malperiodizado.

METODOS
Animais

Os camundongos, machos, da linhagem Balb-C (n = 40), foram obtidos
do Centro de Bioterismo da Unicamp, iniciando o processo de adaptacéo
ao treinamento com quatro semanas de vida. Durante toda a execucao
dos protocolos, os camundongos foram mantidos em ambiente contro-
lado, com temperatura variando entre 18 e 22°C e fotoperiodo invertido
de 12 horas, estando providos de racao de laboratério e dgua ad libitum.
Todos os animais foram mantidos no Biotério das Faculdades Integradas
Metropolitanas de Campinas. Todos os experimentos foram realizados de
acordo com protocolos institucionais aprovados pelo Comité de Etica da
Unicamp e das recomendacdes do Canadian Council on Animal Care.

Tabela 1. Caracteristicas dos camundongos utilizados nos experimentos no momento
de sacrificio

Peso (g) Hemoglobina (mg/mL)
Grupo CO (n=10) 28+1.2 134+03
Grupo T (n =10) 27 £2,1% 151+06*
Grupo OVER (n = 10) 23 £1,2% 11+06%*
Grupo TAE (n = 10) 38+21 9,3 £ 04 ***

CO = grupo controle; T = grupo treinamento periodizado; OVER = grupo submetido a overtraining;
TAE = grupo inoculado com o tumor ascitico de Ehrlich. Considerando o pardmetro peso (g):
*p < 0,05 em relagdo ao grupo CO e TAE; ** p < 0,001 em relagdo ao grupo CO, T e TAE; conside-
rando o pardmetro hemoglobina (mg/mL): * p < 0,05 em relagdo ao grupo CO; ** p < 0,05 em
relagdo ao grupos CO, p < 0,01 em relagdo ao grupo TAE; *** p < 0,001 em relagdo ao grupo T e
p < 0,01 em relacdo aos grupos CO e OVER.

Protocolo de treinamento e overreaching

Os camundongos passaram por um perfodo de adaptagdo ao treina-
mento de natagdo, com duracdo de uma semana (15 minutos de sessao
de treino). Apds o periodo de natagdo, os camundongos passaram a nadar
cinco vezes por semana (segunda a sexta-feira), por um periodo de quatro
semanas, com o tempo de sessdo de treinamento elevando-se de 20
minutos até 60 minutos. Apds esse perfodo, um lote de camundongos foi
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sacrificado para analise desta fase sistematizada de treinamento (grupo T).
Os animais sobreviventes foram submetidos a um ciclo de treinamento,
o qual classificamos como fase de overreaching, consistindo de aumento
progressivo semanal de uma sessao de treino, até chegar a quatro sessdes
de treino por dia, com duracao de 60 minutos cada sesséo.

Inoculacdo com o tumor ascitico de Ehrlich

O TAE caracteriza-se pela rapida atividade mitdtica ja na primeira
semana apds inoculacao; a massa gerada tem crescimento continuo
e promove invaséo de tecidos adjacentes; sequndo Melo et al®, 90%
das células do peritdnio passam a ser tumorais apés 10 dias de desen-
volvimento. A linhagem tumoral de Ehrlich foi originalmente obtida de
uma linhagem do Hospital do Cancer, Sao Paulo. Ela foi mantida no
laboratorio através de passagens sucessivas entre animais doadores.
Suspensoes de células tumorais (6x107 células viaveis/ml) foram pre-
paradas em solucdo salina balanceada com pH 7,4. As células tumo-
rais de Ehrlich crescem como células asciticas na cavidade peritoneal
de camundongos, facilitando sua manutengdo através de passagens
consecutivas®. O nimero e a viabilidade das células tumorais (> 95%)
foram determinados em cadmara de Neubauer, através da exclusdo do
corante azul de tripan. Animais portadores de TAE foram sacrificados
no mesmo momento do grupo OVER.

Preparacao da amostra

Apds o0 animal ter sido anestesiado com hidrato de cloral (10%) por
via intraperitoneal, realizou-se uma sec¢do abdominal, de forma que se
pode alcancar a veia hepdtica e coletar todo o sangue possivel, que era
depositado em tubos heparinizados. O animal, apos a extracdo de san-
gue, era sacrificado por deslocamento cervical. Plasma e hemécias eram
obtidos apds centrifugacdo do sangue total por 10 min a 3.000rpm. As
amostras plasmaticas foram armazenadas para a realizacdo das dosa-
gens e determinagdes. As hemdcias foram lavadas com solucao 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. Aliquotas de 500ul foram retiradas e hemolisadas
com &gua destilada na proporgdo 1:1 (v/v), com posterior armazena-
mento a -30°C para as sequintes andlises: CAT e hemoglobina (Hb).

Catalase

A preparacdo da amostra iniciava-se com a adicdo de 900ul de
tampao fosfato, pH 7.4, a 100wl do hemolisado (1:1), obtendo-se, as-
sim, uma diluicdo 1:20 da amostra inicial. Deste hemolisado, Tul era
adicionado ao meio bésico de reacao, que continha tampao fostato
50mm, pH 7,0, e peréxido de hidrogénio (H,0,) 10mM. A medida
da atividade da CAT ocorre através da velocidade com que o H,0O,
é reduzido pela acdo da enzima, provocando diminuicao no valor
da absorbancia em 240nm. A diferenca na leitura das absorvancias a
240nm, em determinado intervalo de tempo (15 segundos), permite
estabelecer a velocidade de reducdo do H,O,, que é proporcional a
velocidade da reacdo enzimética catalisada pela CATU#:

2H,0, > 2H,0 + 0,

O célculo da atividade da CAT foi feito pela seguinte equacao:
(2,3/At).(a/b).(log a1/a2), onde At é a variacdo do tempo de reacdo
(155), a é o volume de hemolisado na cubeta, b é a concentragao
de hemoglobina da amostra em g/dL, al é o valor da absorbancia
no tempo zero (t = 0) e a2 é o valor da absorbancia no tempo final
(t=15s). A unidade final expressa-se em k/gHb/min.

Dosagem de hemoglobina no hemolisado

A determinacdo da concentracao de Hb no hemolisado torna-se
fundamental para a obtencédo dos valores finais de CAT. Os valores fo-
ram obtidos através do método de Drabkin!, em que a Hb (100ul da
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amostra preparada a partir do hemolisado 1:20, descrito no método da
CAT), em presenca de reagente de Drabkin (2mL), forma um composto,
a cianometaemoglobina, que € absorvida a 540nm e cujo coeficiente
de extincdo milimolar é 11,5 M-T.cm-1.

Peroxidacao lipidica

Um dos métodos para quantificacdo dos produtos da peroxidacao
lipidica é o de andlise da formacéo de substancias que reagem ao dcido
tiobarbitdrico (TBARS). Esse método consiste na anélise dos produtos
finais da peroxidacéo lipidica (peroxidos lipidicos, malondialdeidos e
demais aldefdos de baixo peso molecular) que, ao reagir com o acido
2-tiobarbiturico (TBA), formam bases de Schiff. Tais complexos sao
coloridos e sua concentracdo pode ser determinada espectrofoto-
metricamente a 535nm, ou por fluorescéncia a 515nm de excitacdo e
555nm de emissao!'®.

As amostras foram preparadas de acordo com Yagi''®, onde 20ul de
plasma eram diluidos em 4mL de H,SO, (0,04M). Adicionava-se a essa
diluicdo 0,5mL de &cido fosfotingstico a 10% e aguardavam-se cinco
minutos para a centrifugacdo a 3.000rpm por 10 min. O sobrenadante
era descartado e suspendia-se o precipitado em 2mL de H,50, (0,04mL),
seguindo a adicdo de 0,3mL de 4cido fosfotiingstico a 10%. Apds centrifu-
gagao a 3.000rpm por 10 min, descartava-se novamente o sobrenadante
e dissolvia-se o precipitado em 0,5mL de H,O deionizada. Adicionava-
se a essa mistura 1mL da solucdo composta de écido tiobarbiturico a
0,67% em acido acético a 50%. A amostra era incubada em banho-maria
a 95°C por uma hora. Apos o resfriamento, foi efetuada a extracdo das
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) com 5mL de butanol.
As andlises foram feitas por espectrofotometria (535nm) e o célculo da
concentracao de TBARS, por meio de uma curva-padréo de tetraetoxipro-
pano; os resultados foram expressos em nmol/mL de plasma.

Creatina quinase

A concentracdo de CK no sangue reflete indices de lesao muscular.
A dosagem desse parametro foi realizada espectrofotometricamente
por método cinético — UV (Laborlab’, CK-NAC, CAT N2 06100), através
de 20ulL de plasma misturado com a solucédo reagente. A mistura foi
incubada em banho-maria por um minuto a 37°C, sendo feita a lei-
tura das absorvancias em 340nm de acordo com as normas do kit. A
unidade final foi expressa em U/L.

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 realizacdo dos dois
marcadores, utilizaram-se 0 método cinético ou direto sem desproteini-
zacdo (creatinina, Laborlab’, CAT N201600, leitura a 510nm) e 0 método
enzimdtico (&cido urico, Laborlab®, CAT N200100, 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.

Analises estatisticas

As analises estatisticas foram feitas através do programa GraphPad
Instat® (San Diego, CA, EUA). Utilizamos o teste ANOVA para amostras
pareadas e, como pos-teste, foi adotado o teste de Tukey. Valores de P
< 0,05 foram considerados significativos.

RESULTADOS

Marcadores de estresse oxidativo

A figura 1-A apresenta os valores da atividade da enzima antio-
xidante catalase mais significativos (p < 0,001) para o grupo T em
relacdo, sobretudo, aos valores controle (CO), porém mantendo-se
elevados comparados com os grupos OVER (p < 0,01) e TAE (p < 0,05).
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O grupo OVER manteve-se com valores elevados significativos, ainda,
em comparacao com o grupo CO (p < 0,01) e TAE (p < 0,05). Um dado
importante foi observar que a atividade antioxidante de CAT decresceu
significativamente em relagdo ao grupo CO (p < 0,05) e aos grupos
submetidos ao treinamento (T), (p < 0,001), e ao overreaching (p < 0,01).
A Figura 1-B apresenta valores crescentes significativos em formacao
de TBARS quando se compara o grupo CO com o grupo T (p < 0,05),
com o grupo OVER (p < 0,01) e com o grupo TAE (p < 0,001).

Catalase (k/gHb/min)

TBARS (nmol/mL)

co T

OVER TAE

Figura 1. A) Atividade da enzima catalase nos eritrocitos e B) concentragdes de TBARS
no plasma em animais controle (CO), submetidos a protocolos de treinamento de
natacao (T), condicdo de overreaching (OVER) e inoculados com tumor ascitico de
Ehrlich sem treinamento (TAE) (n =10 cada grupo). A) * p < 0,001 em relacao aos
grupos CO e TAE, p < 0,01 em relacao ao grupo T; ** p < 0,01 em relacdo aos grupos
CO e TAE; ** p < 0,05 em relagéo ao grupo CO; B) * p < 0,05 em relacéo ao grupo CO;
**p <001 em relagao ao grupo CO e p < 0,05 em relagao ao grupo T; *** p < 0,001
em relagdo ao grupo CO e T, p < 0,01 em relacdo ao grupo OVER.

Marcadores de lesoes celulares

A figura 2-A apresenta a concentracao de creatina quinase com
niveis estatisticos significativos ao comparar o grupo T com o CO
(p < 0,05), com elevacdo crescente em relacdo ao grupo T e OVER
(p <0,001). Uma queda significativa é vista ao analisar o grupo TAE em
relagdo ao grupo OVER (p < 0,001), porém, mantendo-se elevado em
comparagao com os grupos CO e T (p < 0,05). A Figura 2-B apresenta
um padrao de elevacdo mais especifico para o parametro da enzima
aspartato transaminase, pois ha elevagéo significativa apenas em com-
paracao dos grupos OVER e TAE com os grupos CO e T (p < 0,01).

Marcadores de alteragées fisiologicas

A figura 3-A apresenta valores de creatinina significativamente
elevados do grupo T em relagdo ao grupo CO (p < 0,01), com elevacao
crescente do grupo OVER em relagdo ao grupo T (p < 0,01) e aos grupos
CO e TAE (p < 0,001). H& queda significativa (p < 0,05) do grupo TAE
em relagao ao grupo CO. A Figura 3-B mostra que, para as andlises de
uréia, houve aumento significativo moderado (p < 0,05) dos grupos T e
OVER em relagdo ao grupo CO e aumento extremamente significativo
do grupo TAE em relagdo aos grupos CO, T e OVER (p < 0,001).
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Figura 2. Concentracdes plasmaticas de creatina quinase (A) e aspartato transaminase
(B) em animais controle (CO), submetidos a protocolos de treinamento de natacdo
(T), condicdo de overreaching (OVER) e inoculados com tumor ascitico de Ehrlich
sem treinamento (TAE) (n =10 cada grupo). A) * p < 0,05 em relagéo ao grupo CO;
**1 < 0,001 em relacdo aos grupos CO, T e TAE; *** p < 0,05 em relacao ao grupo CO;
B) * p < 0,001 em relagao aos grupos CO e T.

Creatinina (mg/dL)

Uréia (mg/dL)

Cco OVER TAE

Figura 3. Concentracoes plasméticas de creatinina (A) e uréia (B) em animais controle
(C), submetidos a protocolos de treinamento de natacéo (T), condicdo de overreaching
(OVER) e inoculados com tumor ascitico de Ehrlich sem treinamento (TAE) (n = 10 cada
grupo). (A) * p < 0,01 em relacdo ao grupo CO; ** p < 0,001 em relagéo aos grupos CO e
TAE e p< 0,01 emrelacdo ao grupo T; *** p < 0,05 em relagdo ao grupo CO; (B) * p < 0,05
em relagdo aos grupos T e OVER e ** p < 0,001 em relagdo aos grupos CO, T e OVER.
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DISCUSSAO

A quantificacdo dos niveis de estresse oxidativo permite o moni-
toramento do estado de treinamento do atleta, dando margens para
a modulagao das cargas de treino. Como mostrado por Antunes Neto
et al”, as respostas moleculares precedem as respostas fisiolégicas na
instalacdo de um quadro de estresse oxidativo, podendo dar indicios
do efeito do treinamento sobre o organismo do atleta.

Os dados apresentados em nosso estudo mostram que existe eleva-
¢do na peroxidagao lipidica (TBARS) (figura 1-B) em todos os grupos es-
tudados (T, OVER e TAE) quando comparados com o grupo CO. Contudo,
também se observa que a atividade antioxidante (figura 1-A), medida atra-
vés da enzima CAT, mediante treinamento sistematizado e devidamente
controlado, é capaz de modular tal parametro ao novo estado redox das
células e combater os efeitos deletérios causados pelas EROs, tendo a
possibilidade de reverter um possivel quadro de instalacdo de estresse
oxidativo. Por outro lado, treinamento mal-estruturado, sem periodos
de recuperagdo adequados, como o desenvolvido no grupo OVER, pode
aumentar a acéo das EROs, fazendo com que o sistema de defesa antio-
xidante ndo consiga modular-se a esse processo oxidativo, de maneira
que se pode observar aumento na quantidade de TBARS e, concomitante,
queda nos valores da atividade de CAT (figura 1), caracterizando, assim,
uma situacao de estresse oxidativo. Vale ressaltar que os valores compa-
rativos para o grupo OVER devem ser feitos com os dados obtidos pelo
grupo T, pois apenas ha situacdo de overreaching em organismos que se
encontram em uma estrutura de treinamento. Dessa forma, considera-se
significativa a queda em atividade de CAT, para o grupo OVER, em com-
paracao com o grupo T, mesmo sendo aquela mais elevada ao confrontar
com os valores do grupo CO. O aumento em peroxidacao lipidica, para
o grupo OVER, corrobora a idéia de que os niveis enzimaticos de CAT
(apesar do aumento comparativo com o grupo CO) nao sao suficientes
para impedir 0 aumento da concentracao dos hidroperdxidos.

O mesmo quadro pode ser observado no grupo TAE, onde o aumen-
to da peroxidacéo lipidica foi altamente significativo em relagdo ao CO e
T(p <0,001) e significativamente maior (p < 0,01) em relacdo ao OVER, a
atividade de CAT mostrando-se reduzida quando comparada com a dos
demais grupos. Tais dados sugerem que a situacao patolédgica induzida
pelo TAE provoca maior citotoxicidade celular. O TAE, um carcinoma
de crescimento rapido, de alto poder necrético e comportamento
muito agressivo, caracteriza-se por alteracdes profundas na resposta
imunitéria, resultando na disfuncdo de células T e NKs, responsaveis
pela vigilancia imunitaria e recrutamento de macrofagos!'”'®. Conside-
rando que niveis de estresse oxidativo induzidos pelo exercicio podem
atingir um mesmo perfil ao comparar-se com uma situagdo patoldgica,
os dados obtidos neste estudo sao extremamente reveladores sobre a
importancia de implementacao de periodos recuperativos adequados
para a instalacdo dos eventos supercompensatorios.
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Dados da literatura sugerem que o processo oxidativo gerado pelo
exercicio fisico contribui com os eventos de lesao celular!'*?%, Em nosso
estudo, observou-se aumento significativo nos valores de extravazamen-
to de creatina quinase—CK (indicador de lesdo muscular) em todos os
grupos quando comparados com os valores CO (figura 2), coincidindo
com o aumento de peroxidacao lipidica nesses mesmos grupos. Aumen-
to na permeabilidade da membrana, em virtude da peroxidacéo lipidica,
pode ter contribuido com a liberacdo de CK!". Entretanto, observou-se
queda nos valores da CK plasmatica do grupo TAE em compara¢éo com
o grupo OVER. Equipes técnicas esportivas devem refletir em tal condicdo,
uma vez que valores mais elevados de CK plasmatico foram encontrados
em animais sujeitos ao overreaching em compara¢ao com animais de um
grupo patoldgico severo (TAE). Esse dado reforca a importancia da utiliza-
¢do dos niveis plasmaticos de CK como indicador de alteracao celular.

Com relacao aos marcadores fisiolégicos, observou-se aumento sig-
nificativo da creatinina nos grupos T e OVER em relagdo aos grupos CO e
TAE (figura 3-A), indicando que o treinamento aumenta a degradagao das
bases purinicas. Os valores da uréia foram significativos em T e OVER em
relacdo ao CO e extremamente significativos em TAE em relacao a OVER,
T e CO, demonstrando uma condicdo de catabolismo protéico nesses
grupos. O maior valor de uréia no grupo TAE pode advir de provavel pro-
cesso oxidativo sobre as proteinas estruturais e de deficiéncia do turnover
protéico, uma vez que o processo de ressintese dos aminoacidos é feito
no figado, e tal érgdo poderia se encontrar em deficiéncia pela acdo car-
cinogénica. Esta condicao poderia explicar os valores aumentados da AST,
que é uma enzima com grande concentragdo neste 6rgao (figura 2-B).

Concluindo, nossos dados sugerem fortemente que as técnicas
moleculares de deteccédo da situacao de estresse oxidativo (CAT e TBARS),
em conjunto com a analise de marcador de leséo tecidual (CK), sao
ferramentas precisas e que podem colaborar com a prescricdo do trei-
namento fisico, mas, sobretudo, predizer quadros lesivos de ordem
mais aguda. Outro ponto a ser ressaltado é que as dosagens sanguineas
indicam com alta sensibilidade as alteraces que ocorrem nos sistemas
organicos como um todo, podendo substituir técnicas mais invasivas,
como as bidpsias, que sao de dificil permissao e acesso em nosso pais e
que sempre encontram resisténcia por parte de atletas e comissao técni-
ca. Por fim, fica fortemente evidenciado que o descontrole das cargas de
treinamento pode levar o organismo a niveis de estresse oxidativo que
se confundem com uma situacao patolégica. A busca de respostas adap-
tativas positivas pode percorrer limiares altamente desafiadores, onde a
diferenca podem ser as metodologias de controle do treinamento.
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