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“RESPOSTAS DE MARCADORES MUSCULARES,
COMPORTAMENTO E TRANSPORTADORES DE
MONOCABOXILATOS DE RATOS SOB CONDICAO DE
OVERREACHING”

RESUMO - Incrementos na carga de treino sao realizados com intuito de melhorar o
desempenho esportivo, sendo que, frequentemente, as prescricbes cronicas de
sessfes de treino podem exceder a capacidade fisica do atleta. A sindrome do
overtraining (SOT), induzida pelo desequilibrio no ciclo estimulo-recuperacdo, €
importante causa da reducdo do desempenho esportivo dos atletas. Protocolos de
inducdo overtraining em modelos experimentais para investigacdo de alteracdes
comportamentais bem como alteragbes em marcadores musculares associados a
alteracbes nos transportadores de monocarboxilatos 1 e 4 (MCT1 e MCT4) no
musculo esquelético, sdo escassos. O propésito da presente Tese foi auxiliar a
compreender as possiveis alteracfes comportamentais, bioquimicas, marcadores
musculares e transportadores de monocarboxilatos que podem contribuir
efetivamente para o desencadeamento da condicdo NFOR/SOT induzido pelo
desequilibrio entre carga externa e periodos de recuperacdo. Utilizaram-se ratos
machos, jovens, como massa corporal inicial entre 150 e 200g, distribuidos nos
grupos: ativo (AT, n = 16); treinados (TR, n = 33). Os ratos deste ultimo grupo
manifestaram as condi¢des overreaching funcional (FOR, n = 19) e overreaching nao
funcional (NFOR, n = 14). O grupo AT foi submetido a um programa de
condicionamento leve. O grupo TR realizou o protocolo de overtraining (PO), que
consistiu em 12 semanas de treinamento em esteira, dividido em 5 fases (F1-F5). A
F1 foi elaborada por 4 semanas de aumento progressivo de velocidade e duracéo das
sessOes de treino; a F2 durou 4 semanas, sendo mantidas a velocidade e a duracéo
atingidas no final da F1. Nas fases 3, 4 e 5 foram aumentadas a frequéncia das
sessOes diarias (2, 3, 4/dia), reduzindo-se o periodo de recuperacéo entre estas (4, 3
e 2 horas, respectivamente), levando ao desequilibrio entre esfor¢o fisico e
recuperacao. Para avaliacdo da aptidao fisica, os ratos foram submetidos a nove
testes maximos de performance (TMP). Logo apés os TMP-7, oito ratos de cada grupo
experimental foram submetidos a eutanasia para coleta de amostras de sangue para
analise de corticosterona e lactato, bem como coletas musculares e hepaticas para
andlises de glicogénio, citrato sintase e expressdo dos MCTs. Ao final do PO, todos
0s grupos foram submetidos a analises comportamentais. Aplicou-se General Linear
Model (GLM) para as variaveis enddcrinas, desempenho, massa corporal, lactato e
glicose. Para as variaveis glicogénio e corticosterona entre TMP-7 e TMP-9 aplicou-
se ANOVA-two way. As analises de componentes principais (ACP) foram baseadas
na matriz de correlacdo entre as variaveis. Apés as trés semanas adaptativas, foi
obtido percentual de ratos corredores de 75%. Com relacdo aos resultados,
constataram-se valores inferiores de massa corporal (MC) para os grupos FOR e
NFOR em relagdo ao grupo AT (P < 0,001), sendo que em TMP-8 houve redugao
notdria do grupo NFOR em relagdo ao grupo AT (P < 0,01). No que se refere ao
desempenho, os grupos FOR e NFOR aumentaram a sua aptidéo fisica a partir do



TMP-2 (P <0,001). FOR e NFOR comecaram a se diferenciar a partir do TMP-5 (P <
0,001), sendo que este comportamento permaneceu até o TMP-7 (P < 0,001). NFOR
teve reducdo notdria de desempenho no TMP-7 (P = 0,001). Nao houve diferenca
significativa na atividade bem como na quantificacdo proteica da citrato sintase pela
técnica de western blotting entre os grupos AT, FOR e NFOR. Com relacdo ao
glicogénio, houve reducgéo dos estoques no musculo séleo dos grupos FOR e NFOR
e reducdo no musculo gastrocnémio medial para o NFOR em relacdo ao AT. O grupo
NFOR apresentou uma reducdo do glicogénio no musculo gastrocnémio lateral de
TMP-7 para TMP-9. Todos o0s grupos apresentaram significante deplecdo de
glicogénio no musculo semimembranaceo em TMP-9. Reducéo do glicogénio hepético
para os grupos FOR e NFOR de TMP-7 para TMP-9 também foram observadas.
Houve aumento nas concentracdes de corticosterona para todos os grupos em TMP-
9 gquando comparado ao TMP-7. A andlise de componentes principais (ACP) revelou
gue o comportamento foi responséavel por 63,48% da variancia observada para o teste
de campo aberto. Para o teste de labirinto em cruz elevado, os dois componentes
principais foram responsaveis por 94,1% da variancia observada. Houve reducédo nas
concentracdes de lactato e da glicose para os grupos FOR e NFOR em TMP-6. Pode-
se observar reducdo da expressao da isoforma MCT4 para grupo NFOR. Para os
indices somaticos, em uma analise ACP em TMP-7, os dois componentes principais
foram responséaveis por 72,22% da variacdo sendo que a disposicdo grafica das
variaveis para os grupos evidenciou separagdo dos grupos AT, FOR e NFOR. Em
conclusao, nosso estudo demonstrou que o protocolo de overtraining utilizado induziu
reducbes nas concentracdes de MCT4 no grupo NFOR. Nos testes maximos e
submaximos, obtivemos reducdes nas concentracbes de lactato e reducdo nas
concentracgdes glicose em TMP-6. Ademais, observou-se deplecdo de glicogénio em
uma analise geral. A andalise de ACPs tanto comportamentais quanto de indice
somaticos se mostraram eficazes e promissoras na identificacdo e separacdo dos
grupos FOR e NFOR.

Palavras chave: citrato sintase, exercicio fisico, masculo, esteira, glicogénio, ratos
Wistar, sindrome de overtraining



“RESPONSES FROM MUSCLE MARKERS, BEHAVIOR AND
MONOCABOXYLATE CARRIERS OF RATS UNDER
OVERREACHING CONDITION”

ABSTRACT - Increments in the training load are carried out in order to improve sports
performance, and the chronic prescriptions of training sessions can often exceed the
athlete's physical capacity. The overtraining syndrome (SOT), induced by the
imbalance in the stimulus-recovery cycle, is an important cause of reduced athletes’
sporting performance. Overtraining induction protocols in experimental models for
investigating behavioral changes as well as changes in muscle markers associated
with changes in monocarboxylate transporters 1 and 4 (MCT1 and MCT4) in skeletal
muscle are scarce. The purpose of this Thesis was to help understand the possible
behavioral, biochemical, muscle markers and monocarboxylate transporters that can
effectively contribute to the triggering of the NFOR / SOT condition induced by the
imbalance between external load and recovery periods. Young male rats were used
as initial body mass between 150 and 200g, distributed in the groups: active (AT, n =
16); trained (TR, n = 33). The rats in the latter group showed the conditions of functional
overreaching (FOR, n = 19) and non-functional overreaching (NFOR, n = 14). The AT
group was submitted to a light conditioning program. The TR group performed the
overtraining protocol (PO), which consisted of 12 weeks of treadmill training, divided
into 5 phases (F1-F5). F1 was designed for 4 weeks of progressive increase in speed
and duration of training sessions; F2 lasted 4 weeks, maintaining the speed and
duration reached at the end of F1. In phases 3, 4 and 5 the frequency of daily sessions
was increased (2, 3, 4 / day), reducing the recovery period between these (4, 3 and 2
hours, respectively), leading to an imbalance between physical effort and recovery. To
assess physical fitness, the rats were subjected to nine maximum performance tests
(TMP). Right after TMP-7, eight rats from each experimental group were euthanized to
collect blood samples for analysis of corticosterone and lactate, as well as muscle and
liver collections for analyzes of glycogen, citrate synthase and expression of MCTs. At
the end of the PO, all groups were subjected to behavioral analysis. General Linear
Model (GLM) was applied for the endocrine variables, performance, body mass, lactate
and glucose. For the variables glycogen and corticosterone between TMP-7 and TMP-
9, ANOVA-two way was applied. Principal component analyzes (PCA) were based on
the correlation matrix between variables. After the three adaptive weeks, a percentage
of runner rats of 75% was obtained. Regarding the results, lower values of body mass
(BM) were found for the FOR and NFOR groups in relation to the AT group (P <0.001),
whereas in TMP-8 there was a notable reduction in the NFOR group in relation to the
AT group (P <0.01). Regarding performance, the FOR and NFOR groups increased
their physical fithess from TMP-2 (P <0.001). FOR and NFOR started to differentiate
from TMP-5 (P <0.001), and this behavior remained until TMP-7 (P <0.001). NFOR
had a noticeable reduction in performance in TMP-7 (P = 0.001). There was no
significant difference in activity as well as in protein quantification of citrate synthase
using the western blotting technique between groups AT, FOR and NFOR. Regarding
glycogen, there was a reduction in stocks in the soleus muscle of the FOR and NFOR
groups and a reduction in the medial gastrocnemius muscle for the NFOR in relation
to the AT. The NFOR group showed a reduction in glycogen in the lateral
gastrocnemius muscle from TMP-7 to TMP-9. All groups showed significant glycogen
depletion in the semimembrane muscle in TMP-9. Reduction of hepatic glycogen for



the FOR and NFOR groups from TMP-7 to TMP-9 was also observed. There was an
increase in corticosterone concentrations for all groups in TMP-9 when compared to
TMP-7. Principal component analysis (PCA) revealed that the behavior was
responsible for 63.48% of the variance observed for the open field test. For the
elevated plus-maze test, the two main components were responsible for 94.1% of the
observed variance. There was a reduction in lactate and glucose concentrations for
the FOR and NFOR groups in TMP-6. A reduction in the expression of the MCT4
isoform can be observed for the NFOR group. For somatic indices, in an ACP analysis
on TMP-7, the two main components were responsible for 72.22% of the variation, with
the graphic layout of the variables for the groups showing separation of the AT, FOR
and NFOR groups. In conclusion, our study demonstrated that the overtraining protocol
used induced reductions in MCT4 concentrations in the NFOR group. In the maximum
and submaximal tests, we obtained reductions in lactate concentrations and reduction
in glucose concentrations in TMP-6. In addition, glycogen depletion was observed in a
general analysis. The analysis of both behavioral and somatic index ACPs proved to
be effective and promising in the identification and separation of the FOR and NFOR
groups.

Keywords: citrate synthase, physical exercise, muscle, treadmill, glycogen, Wistar rats,
overtraining syndrome



CEUA — Comissdao de Etica no Uso de Animais

Campus de Jaboticabal

4.‘9;:' v UN}VERSIDADE ESTADUAL PAULISTA ‘
u n e s p “JULIO DE MESQUITA FILHO” ¢
ovolcabol

CEUA -~ COMISSAO DE ETICA NO USQ DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto intitulado “Efeitos da indugdo da sindrome do
supertreinamento sobre o comportamento, corticosterona e expressio de
transportadores monocaboxilatos em ratos wistar”, protocolo n® 23593/15, sob a
responsabilidade do Prof. Dr. Guilherme de Camargo Ferraz, que envolve a
produgdo, manutengdo e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao Filo Chordata,
subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) -
encontra-se de acordo com os preceitos da lei n° 11.794, de 08 de outubro de 2008,
no decreto 6.899, de 15 de junho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovado e foi
aprovado “Ad-referendum” pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
(CEUA), da FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS, UNESP -
CAMPUS DE JABOTICABAL -SP.

Vigéncia do Projeto 20/01/2016 a 20/12/2016 /
Espécie / Linhagem Rattus novergicus Linhagem Wistar

N° de animais 100 animais

Peso / Idade 150 g / 2 meses

Sexo Machos

Origem Biotério Central da Unesp (Botucatu)

Jaboticabal, 05 de janeiro de 2016.

e s —

/éga¢ :
_—Prof Dr* Lizandra Amoroso
" Coordenadora — CEUA




viii

LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Sinais e sintomas relacionados a NFOR/SOT ..., 9

Tabela 2. Protocolo utilizado durante o programa de condicionamento de ratos Wistar
para o desenvolvimento da NFOR/SOT (adaptado de Hohl et al., 2009). ................ 25

Tabela 3.Andlise descritiva da performance (Kg.m) dos grupos nos TMP-8 e TMP-9
de ratos Wistar, machos, submetidos a condi¢cdo de overreaching. ............cccc.c........ 43

Tabela 4.Andlise descritiva e efeito do tratamento nas variaveis de citrato sintase de
ratos Wistar, machos, submetidos a condi¢cdo de overreaching. ............ccccccvvvvnnnnee. 45

Tabela 5.Andlise descritiva e efeito do tratamento nas variaveis de glicogénio do
musculo s6leo de ratos Wistar, machos, submetidos a condi¢éo de overreaching...47

Tabela 6.Andlise descritiva e efeito do tratamento nas variaveis de glicogénio do
musculo gastrocnémio ventre medial de ratos Wistar, machos, submetidos a condicéo
0 OVEITEACKING. ...iiiiiiiiiiieie e e ettt bbb e e e e e e e e e e e e e e eeeanaanns 48

Tabela 7.Andlise descritiva e efeito do tratamento nas variaveis do conteudo de
glicogénio do musculo gastrocnémio ventre lateral de ratos Wistar, machos,
submetidos a condicdo de overreaching. ........ccccoovvuuiiiii i, 49

Tabela 8.Andlise descritiva e efeito do tratamento nas variaveis do conteudo de
glicogénio do musculo semimenbranaceo de ratos Wistar, machos, submetidos a
[ofo] g0 [To=To Jo [ 01 V/=T4 £ T ] o Vo USSR 50

Tabela 9.Andlise descritiva e efeito do tratamento nas variaveis de glicogénio do
figado de ratos Wistar, machos, submetidos a condi¢éo de overreaching. .............. 51

Tabela 10.Andlise descritiva e efeito do tratamento nas variaveis de corticosterona de
ratos Wistar, machos, submetidos a condi¢cdo de overreaching. ............ccccccuvvvvnnnee. 52

Tabela 11.Andlise descritiva e efeito do tratamento do contetdo de proteinas MCT1,
MCT4 e CD147 de ratos Wistar, machos, submetidos a condi¢do de overreaching. 63



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Diagrama demonstrando as etapas de um ciclo de treinamento e
condicionamento fiSico (FONLE: O AULOK).......ccccuuiiiiiiiiiiiiiiieieiee e 6

Figura 2. Possiveis resultados do treinamento, resultando em overreaching funcional,
overreaching nao funcional e sindrome do overtraining (Fonte: Adaptado de Meeusen
L= LT 0 0 ) RPN 8

Figura 3. Transportes realizados pelos MCT1-4. A figura demonstra a estrutura do
MCT1 interagindo com a proteina auxiliar CD147 na membrana celular (Fonte: Payen

B @1, 2020). ..utietitiiiee ettt —rar ittt ittt e e aaaaaaaaaaaaaeaaaas 19
Figura 4. Imagem da esteira motorizada para roedores (AVS®) utilizada para
desenvolvimento do protocolo de treinamento (Fonte: Arquivo pessoal).................. 24

Figura 5.Representacdo de um teste maximo de performance (TMP) com incrementos
no tempo e velocidade em esteira (Fonte: O QutOr).........cooeeviiiiiiiiiiiiiiii e, 26

Figura 6. Diagrama demonstrando o momento em que cada um dos nove testes de
performance maximos aplicados (TMP) foram realizados durante o protocolo de
overtraining (PO) (FONLE: O AULON)......coiiiiiiiiiiiiie e e ettt e e e e e ee e 26

Figura 7.Histograma de distribuicdo dos grupos de ratos Wistar machos apos TMP-7;
NFOR, overreaching ndo funcional (n=14); FOR, overreaching funcional (n=19). Seta
vermelha: indica o a critico de -0,98 kg.m utilizado para classificagéo dos grupos...28

Figura 8. Representagao da quantificagédo individual do grau de inclinagéo (a), obtido
a partir de funcao linear (y = ax+b), de trés ratos Wistar, respectivamente dos grupos
AT (Grafico A), FOR (Grafico B) e NFOR (Gréfico C), apés TMP-7. AT, ativo; FOR,
overreaching funcional; NFOR, overreaching ndo funcional. ..............ccccccvvviiiiinnnnnn, 29

Figura 9.Fluxograma do experimento. D, desempenho (kg.m); AT, grupo ativo; TR,
grupo treinado; FOR, overreaching funcional; NFOR, overreaching ndo funcional;
TMP, teste maximo de performance; sem., semana; RP, recuperacao passiva (Fonte:

(@ 2= T U1 (o] ) 1R PP 30
Figura 10.Teste de labirinto em cruz elevado ..., 34
Figura 11.Teste de CampPO @DEIMO........ccuuuuiiieieeiiie e e 35

Figura 12. Massa corporea (MC) ao longo dos TMP-1 a 9 nos diferentes tratamentos.
De TMP-1 a 7: AT, n=16; FOR, n=19; NFOR, n=14. TMP-8 e 9: AT, n=8; FOR, n=11;
NFOR, n=6. *Reduc¢ao dos grupos FOR e NFOR em relagcdo ao AT. # Reducgao do
grupo NFOR em relacdo ao AT. AT, ativo; FOR, overreaching funcional;, NFOR,
overreaching ndo funcional; TMP, teste maximo de performance. ........................... 41

Figura 13.Performance ao longo dos TPM-1 a 9 nos diferentes tratamentos. De TMP-
1 a7: AT, n=16; FOR, n=19; NFOR, n=14. TMP-8 e 9: AT, n=8; FOR, n=11; NFOR,
n=6. # Indica reducdo de desempenho intragrupo em relacdo ao TMP-7 (P < 0,05). *
Indica reducdo de desempenho intragrupo em relacdo ao TMP-6 (P < 0,05). Letras
diferentes indicam diferenca entre os grupos (P < 0,05). AT, ativo; FOR, overreaching



funcional; NFOR, overreaching ndo funcional; TMP, teste maximo de performance.

Figura 14.Performance em TMP-8 e 9 nos diferentes tratamentos. TMP-8 e 9: AT,
n=8; FOR, n=11; NFOR, n=6. AT, ativo; FOR, overreaching funcional; NFOR,
overreaching ndo funcional; TMP, teste maximo de performance. ........................... 44

Figura 15. Atividade da citrato sintase dos ratos dos grupos AT, ativo; FOR,
overreaching functional e NFOR, overreaching ndo functional. Dados em média +
(0T ToJN o F=To | = Lo J TSP PPPPPPPPRRRR 45

Figura 16. Western blotting da citrato sintase relativizada por GAPDH dos grupos AT,
ativo; FOR, overreching funcional e NFOR, overreaching nao funcional. ................. 46

Figura 17. Comparacdo dos tratamentos em relagdo ao conteudo de glicogénio do
musculo soleo considerando as duas populagdes TMP-7 e TMP-9. AT, ativo; FOR,
overreaching funcional; NFOR, overreaching ndo funcional; TMP, teste maximo de
L= {0] 1 =T g (o = U 47

Figura 18. Comparacdo dos tratamentos em relagdo ao conteudo de glicogénio do
musculo gastrocnémio ventre medial considerando as duas populacbes TMP-7 e
TMP-9. AT, ativo; FOR, overreaching funcional; NFOR, overreaching n&o funcional,
TMP, teste maximo de PerformManCe. ...........ciieiiieeeeeieiiiiiieere e e e e 48

Figura 19. Comparacéo dos tratamentos em relagdo ao conteudo de glicogénio do
musculo gastrocnémio ventre lateral considerando as duas populagdes TMP-7 e TMP-
9. AT, ativo; FOR, overreaching funcional; NFOR, overreaching ndo funcional. TMP,
teste Maximo de PerfOrManCEe. ...........oii i iiiiiie e 49

Figura 20. Comparacéo dos tratamentos em relacdo ao contetdo de glicogénio do
musculo semimenbranaceo considerando as duas populacbées TMP-7 e TMP-9. AT,
ativo; FOR, overreaching funcional; NFOR, overreaching n&o funcional; TMP, teste
MAXIMO de PErfOrMANCE. .....ceeeiiiiiiiiiii e e e e e e e e e e e eeeees 50

Figura 21. Comparacao dos tratamentos em relacdo ao conteudo de glicogénio
hepatico considerando as duas populacbes TMP-7 e TMP-9. AT, ativo; FOR,
overreaching funcional; NFOR, overreaching nao funcional; TMP, teste maximo de
01T 0] 0 0 =T o = 51

Figura 22.Comparacgdo dos tratamentos dentro de cada variavel (TMP-7 e TMP-9).
AT, ativo; FOR, overreaching funcional; NFOR, overreaching ndo funcional; TMP,
teste MAximo de PerformManCe. .........oooiiiiiiii e 52

Figura 23. Grafico de dispersao do primeiro e segundo componentes principais dos 6
parametros ambientais em campo aberto com elipses de confianca de 95% agrupadas
pelos trés grupos. AT, ativo; FOR, overreaching funcional; NFOR, overreaching n&o
L8] o3 [0] o - | PSSP PPPUPPPPPR 54

Figura 24. Grafico de disperséo do primeiro e segundo componentes principais dos 8
parametros ambientais divididos no primeiro e segundo labirinto positivo com elipses
de confianca de 95% agrupadas pelos trés grupos. AT, ativo; FOR, overreaching



Xi

funcional; NFOR, overreaching ndo funcional.1°EPM, 1° teste de labirinto em cruz
elevado; 2°EPM, 2° teste de labirinto em cruz elevado. .............cccccceeieeeeveiiiiieeeeennns 55

Figura 25. Lactato ao longo das varidveis nos diferentes tratamentos. Letras
diferentes indicam diferenca entre grupos. AT, ativo; FOR, overreaching funcional,
NFOR, overreching néo funcional. TMP, teste maximo de performance. ................. 56

Figura 26. Lactato ao longo das variaveis nos diferentes tratamentos. Letras
diferentes indicam diferenca entre grupos. AT, ativo; FOR, overreaching funcional;
NFOR, overreching N80 fUNCIONAL ............oiiiiiiiiiiii e 57

Figura 27. Glicose ao longo das variaveis nos diferentes tratamentos. Letras
diferentes indicam diferenca entre grupos. AT, ativo; FOR, overreaching funcional;
NFOR, overreching ndo funcional. TMP, teste maximo de performance. ................. 58

Figura 28.Glicose ao longo das variaveis nos diferentes tratamentos. AT, ativo; FOR,
overreaching funcional; NFOR, overreching nao funcional. ..............cccccovviiiiiiiinnnnnns 59

Figura 29. Grafico de dispersao do primeiro e segundo componentes principais dos 4
parametros ambientais em TMP-7 com elipses de confianga de 95% agrupadas pelos
trés grupos. ClI, indice cardiossomatico; Al, indice adrenossomatico; TI, indice
timossomatico; Hl, indice hepatossomatico. AT, ativo; FOR, overreaching funcional;
NFOR, overreaching N@o funCional. ...........ccoooieiiiiiiiiiii e 61

Figura 30. Grafico de dispersao do primeiro e segundo componentes principais dos 4
parametros ambientais em TMP-9 com elipses de confiangca de 95% agrupadas pelos
trés grupos. Cl, indice cardiossomatico; Al, indice adrenossomético; TI, indice
timossomatico; Hl, indice hepatossomatico. AT, ativo; FOR, overreaching funcional,
NFOR, overreaching NAo fUNCIONAL. ...........cooeiiiiiiiiieic e 62

Figura 31. A:lmagem e grafico de Western Blotting da proteina transportadora de
monocarboxilato 1 (MCT1 — 55 kDa) nos diferentes tratamentos.B: Imagem e grafico
de Western Blotting da proteina transportadora de monocarboxilato 4 (MCT4 — 57
kDa) nos diferentes tratamentos. AT, ativo; FOR, overreaching funcional; NFOR,
overreaching NA0 FUNCIONAL .........cooiiiiiiiiii e 64

Figura 32. Imagem e grafico de Western Blotting da proteina CD 147 (28 kDa) nos
diferentes tratamentos. B: Imagem e gréafico de Western Blotting da proteina CD 147
(57 kDa) nos diferentes tratamentos. C: Imagem e gréafico de Western Blotting da
proteina CD 147 (60 kDa) nos diferentes tratamentos. AT, ativo; FOR, overreaching
funcional; NFOR, overreaching nao funcional .............ccooouiiiiiiiiiiiiie e 65



LISTA DE ABREVIATURAS

SOT- Sindrome do overtraining

UUPS - Unexplained Underperformance Syndrome
NFOR — Overreaching néo funcional

FOR — Overreaching funcional

AT - Ativo

OT - Overtraining

CS - Citrato sintase

GV — Gastrocnémio vermelho

MCTs — Transportadores de monocarboxilatos
MCT 1 — Transportador de monocarboxilato 1
MCT 4 — Transportador de monocarboxilato 4
CD 147 - Cluster of Differentiation 147

PO — Protocolo de overtraining

F1-Fasel
F2 — Fase 2
F3 — Fase 3
F4 — Fase 4
F5—-Fase 5

RP1 — semana de recuperacédo passiva 1

RP2 — semana de recuperagéo passiva 2

CA — Teste de campo aberto

LCE — Teste de labirinto em cruz elevado

TMP — Teste maximo de performance

POMS - Perfil de Estado de Humor (Profile mood states)
REST-Q - Questionario de Estresse- Recuperacéo
RPE - Escala de Percepcéo do esforgco de Borg
[lac] — Concentracao de lactato

[glic] — Concentracéo de glicose

Al - indice adrenossomatico

Cl- indice cardiossomatico

HI — indice hepatossomatico

Tl — indice timossomatico

Xii



RP — Recuperagao passiva

ACP — Anélise de componentes principais
HHA — Eixo Hipotalamo-Hipoéfise-Adrenal
ACTH — Hormdonio adrenocorticotrofico
CRH — Hormonio liberador de corticotrofina
MC — Massa corporal

I.p — Via intraperitoneal

GLM - General Linear Model

ACP — Andlise de componentes principais

Xiii



1. INTRODUCAO

Incrementos no volume e intensidade de exercicio sdo realizados por
treinadores com propdsito de melhorar o desempenho esportivo. Quando prescritos
periodos de descanso e recuperacdo adequados, um cronograma de treinamento
altamente exigente pode proporcionar enormes beneficios (Carfagno e Hendrix,
2014). Contudo, nao raro, a incessante busca pela maximizagcdo do desempenho
excede a capacidade fisica e psicolégica do atleta (Schwellnus et al., 2016), sendo
gue o nivel de estresse fisico se torna maior do que o corpo pode suportar, e esses
fatores podem ocasionar desequilibrios como a sindrome de overtraining (SOT)
(Myrick, 2015).

O overtraining (OT) € caracterizado como processo continuo de intensificagcao
do programa de treino com possivel inducdo do overreaching funcional (FOR),
overreaching nao funcional (NFOR) ou sindrome de overtraining (SOT) (Meeusen et
al., 2013; Cheng et al., 2020). FOR é caracterizado um periodo agudo em que a carga
de treinamento (volume X intensidade) é significativamente aumentada, com periodos
de recuperacdo adequada, produzindo adaptacdes fisiologicas positivas e melhoria
de desempenho, Esse processo € conhecido no meio esportivo como
“supercompensacgao” (Carfagno e Hendrix, 2014; Cadegiani et al., 2020). Por outro
lado, o NFOR é caracterizado por um periodo de sobrecarga de treinamento seguido
por uma recuperacao inadequada, ocasionando um decréscimo no desempenho
atlético (Myrick, 2015; Cadegiani et al., 2020). Se nédo respeitado um importante
intersticio de recuperacéo, com intervalos de descanso adequados sendo introduzidos
no programa de treinamento, o NFOR pode progredir, ao longo do tempo, paraa SOT
(Carfagno e Hendrix, 2014; Cheng et al., 2020). Desse modo, a distingdo entre NFOR
e SOT é ténue e é determinada pela duragdo do tempo necessario para a recuperacao
dos individuos (Carfagno e Hendrix, 2014).

Sabe-se que os atletas que realizam atividades esportivas de longa duracéao,
em especial, apresentam incidéncia alta de NFOR/SOT (Myrick, 2015). Inimeras
alterac@es fisiolégicas e comportamentais sdo descritas na condicdo NFOR/SOT,

como depressado, ansiedade, irritabilidade, distdrbios do sono, falta de motivagéo,



fadiga geral, perda de apetite e de massa corporal, alteragdes na frequéncia cardiaca
e pressao arterial, susceptibilidade a infeccbes e diminuicdo das concentracdes de
lactato em testes maximos e submaximos (Graaf-roelfsema et al., 2007; Carfagno e
Hendrix, 2014, Myrick, 2015; Grandou et al., 2020).

Esses sintomas resultam em distarbios multissistémicos, incluindo os sistemas
neurologico, psicologico, imunolégico, enddcrino bem como musculoesquelético
(Myrick, 2015). Permitir intervalo de descanso e em seguida sujeitar o atleta a um teste
de desempenho, é o Unico meio atual de diagnosticar NFOR/SOT, ja que nenhum
biomarcador confiavel foi estabelecido como diagnéstico desses fenémenos
multifatoriais (Myrick, 2015). Atletas de elite e treinadores precisam de métodos
simples para prevencdo e diagnostico da NFOR/SOT. Dentro deste contexto,
identificar marcadores que se correlacionam com NFOR/SOT pode interromper a
progressao de um ciclo potencialmente negativo (Carfagno e Hendrix, 2014).

Uma das enzimas envolvidas no metabolismo muscular observada nas
condicbes FOR e NFOR/SOT ¢ a citrato sintase (CS), enzima que compde a matriz
mitocondrial, sendo caracterizada como marcador da capacidade oxidativa
mitocondrial muscular (Dias, 2019). Estudos demonstraram diferentes
comportamentos da atividade enzimatica da CS muscular em roedores NFOR/SOT e
FOR evidenciando respectivamente reducdo e elevacdo de sua atividade nessas
diferentes condicfes (Hohl et al., 2009; Ferraresso et al., 2012).

Sabendo que as alteragdes comportamentais podem ser um dos principais
sintomas da NFOR/SOT, outro aspecto importante, € a relacdo entre exercicio e as
alteracGes psiquicas, sendo que o esforco fisico intenso pode afetar, de maneira
negativa, o estado de humor do atleta (Sakuragi e Sugiyama, 2006; Gandrou et al.,
2020). Com relacdo as alteracées hormonais e comportamento, modificacbes nas
concentracbes de cortisol (humanos) e de corticosterona (ratos) revelam que as
concentragcbes de tais hormdnios podem ser importantes indicadores de estresse
(Mostl e Palme, 2002; Contarteze et al., 2007; Nollet et al., 2020).

O glicogénio, por sua vez, tem funcdo primordial no armazenamento de
energia, sendo encontrado em diversos tecidos, com maior concentragdo nos
musculos esqueléticos, especialmente nagueles compostos em grande parte por

fibras glicoliticas tipo Il e no figado (Cheng et al., 2020). Estudos tém sugerido diversas



hipoteses para explicar causas intramusculares subjacentes da condicdo NFOR/SOT,
sendo uma delas a deplecao de glicogénio. Esta hipétese estabelece que a reducédo
nas concentracdes de glicogénio induzidas pelo exercicio fisico esta intimamente
relacionada a reducdo no desempenho (Cheng et al., 2020). Em equinos, protocolo
de treinamento intenso de 34 semanas seguido por periodo de 12 semanas de
descanso, evidenciou deplecdo na concentracao de glicogénio muscular (Mcgowan et
al., 2002). Todavia, a deplecdo do glicogénio em estados de NFOR/SOT continua
pouco compreendida.

Na musculatura, a concentracdo de lactato € o resultado da sua dinamica
dentro e fora das células (Nikooie et al., 2013). A principal via para transporte de
lactato é mediada pela familia de transportadores de monocarboxilatos (MCTSs),
descrita ha mais de trinta anos por Brooks (Juel e Halestrap,1999; Nikooie et al., 2013;
Proia et al., 2016). Na espécie humana e roedores, a isoforma MCT1 é principalmente
expressa nas fibras oxidativas (Tipo I). A isoforma MCT4 se expressa notadamente
em fibras glicoliticas (Tipo 1), sendo responsavel pelo efluxo do lactato do musculo,
incluindo o que ocorre nas fibras musculares esqueléticas brancas durante o exercicio
intenso, astrdcitos, células imunes, condrécitos e células hipoxicas (Mikkanen, 2011;
Proia et al., 2016, Payen et al, 2020). Para que ocorra a expressao normal de MCT1
e MCT4, faz-se necessaria a atuacdo da proteina CD147 (Cluster of Differentiation
147), uma glicoproteina transmembrana da superfamilia das imunoglobulinas
(Halestrap, 2012).

A expressao dos MCTs é regulada por diversos estimulos. A atividade fisica e
hipoxia ampliam sua quantidade, ao passo que a desnervacao e a hiperlactatemia tém
efeito negativo (Nikooie et al., 2013). Neste ambito, o treinamento fisico de alta
intensidade pode provocar, em humanos e equinos, aumento da expresséao de MCT1,
MCT4 e CD147 no musculo esquelético (Kitaoka et al.,, 2011), favorecendo a
regulacdo do pH e a manutencdo da contragdo muscular. Entretanto, o papel
fisiologico das diferentes intensidades e volumes de exercicio relacionados a
expressao dessas proteinas no musculo esquelético necessita estudos adicionais
(Frollini et al., 2008). Até o presente momento, embora investigacdo com diferentes
intensidades de treinamento sobre MCTs 1 e 4 tenha sido conduzida (Forte et al.,

2020), nenhum trabalho relacionado as alteracdes em MCTs no musculo esquelético



de ratos submetidos a protocolos de intensificacdo de treino para indugéo de
overtraining foi encontrado na literatura compulsada.

Devido a questdes éticas, experimentos de inducdo de NFOR/SOT séo
realizados principalmente em modelos experimentais. Além disso, nota-se dificuldade
em encontrar atletas voluntarios que se submetam a um treinamento extenuante, o
gual pode causar reducdo em seu desempenho e colocar em risco sua carreira atlética
(Hohl et al., 2009). O emprego de modelos animais possibilita estudos mais
homogéneos, invasivos e extensivos em relacdo a modelos humanos. Dentro deste
contexto e somado ao numero reduzido de pesquisas que envolvam FOR e
NFOR/SOT e os seus possiveis resultados, mais especificamente na tematica
supramencionada, observa-se uma caréncia de estudos na area.

Desta maneira, pensando na lacuna existente na literatura no que se refere a
protocolos de avaliacdo e diagnostico do NFOR/SOT, o intuito da presente pesquisa
foi avaliar se tais condicOes poderiam ser resultado de baixas concentracdes de
glicogénio muscular ou hepdtico, se as mesmas afetam de maneira efetiva a atividade
enzimatica da citrato sintase, concentracdes glicose e lactato e se poderiam modular
a atividade e expressao dos transportadores monocarboxilatos (MCT1 e MCT4).
Ademais, avaliamos também o comportamento frente a estas condicbes em ratos
Wistar.

2. REVISAO DE LIRATURA
2.1.Overrreaching funcional (FOR), ndo funcional (NFOR) e sindrome do

overtraining (SOT)

O esporte evoluiu com o tempo para uma indUstria competitiva e
profissionalizada, na qual atletas de elite enfrentam pressées cada vez maiores
estando sujeitos a calendarios de competicdo bastante saturados, induzindo a
aplicacOes de altas cargas de treinamento (Soligard et al., 2016). A sindrome de
overtraining, que foi descrita em 1923, tem sido considerada uma enfermidade

enigmatica desde sua descoberta (Carfagno e Hendrix, 2014). Apesar do notorio



interesse da comunidade cientifica sobre a compreensao da NFOR/SOT, este ainda
€ um fendbmeno pouco compreendido entre os pesquisadores (Birrer et al., 2013).

Nos artigos que abordam protocolos de treinamento na espécie humana,
frequentemente os autores utilizaram o conceito de carga externa ou interna, para
elaboracdo dos programas de treino. O conceito de carga considera volume e
intensidade para prescricdo do treino. Carga externa é representada pela duracéo,
distancia percorrida, velocidade média e maxima, inclinacdo da esteira, variaveis que
induzem respostas fisiolégicas internas. Por outro lado, carga interna representa as
respostas fisiolégicas efetivas que o atleta promove para se ajustar aos estimulos
induzidos pela carga externa. Tanto frequéncia cardiaca como a concentracao
plasméatica de lactato podem ser utilizados como indicadores para estimar a carga
interna durante o exercicio de corrida, por exemplo (Impellizzeri et al., 2019).

Evidéncias indicam que o gerenciamento inadequado da carga é um importante
fator de risco para lesbes (Soligard et al., 2016). Este tema tem tomado tal proporcéo,
gue, recentemente, o Comité Olimpico Internacional convocou um grupo de
especialistas para revisar a evidéncia cientifica da relacdo de carga de exercicios e
as consequéncias na saude dos individuos no esporte (Soligard et al., 2016).

Um conceito-chave a ser apreciado pelas equipes multidisciplinares
responsaveis pela carga de exercicio € que as adaptacdes inadequadas ndo sao
desencadeadas somente pelo gerenciamento inadequado das cargas de treinamento
e competicdo, mas especialmente pela interacdo com estressores psicolégicos ndo
esportivos, como estresse por eventos negativos da vida e aborrecimentos diarios,
idade, sexo, esporte, condicionamento fisico, salde, fatores psicolégicos, metabdlicos
e hormonais, os quais dificultam o gerenciamento de carga em atletas (Soligard et al.,
2016).

Mudando seu bem-estar fisico e psicoldgico, as cargas esportivas impostas aos
atletas impdem estresse, que progride desde a homeostase do organismo até os
estagios de fadiga aguda, FOR, NFOR e SOT (Soligard et al., 2016). Na condicao de
SOT, o atleta é forcado a interromper o treinamento ou até mesmo sua carreira
atlética. Esta dltima, mais recentemente, foi denominada Sindrome do Desempenho

Insuficiente sem Explicagéo, numa traducéo literal da expresséo, adotada no Reino



Unido, unexplained underperformance syndrome (UUPS). Esta terminologia reflete,
segundo Lewis et al. (2018), sua complexidade e etiologia multifatorial.

O exercicio fisico extenuante é um estimulo importante para induzir
intencionalmente adaptacdes musculares esqueléticas benéficas, como por exemplo,
0 aumento da for¢ca muscular e a hipertrofia (Cheng et al., 2020). Nao obstante o fato
de o exercicio fisico ser fundamental para estimular tais adaptacdes musculares,
sabe-se que o periodo de recuperacao pos-exercicio é igualmente indispensavel para
prover o tempo hébil para que estas adaptacdes, tanto metabdlicas, quanto
estruturais, ocorram no organismo (Cheng et al., 2020). O ciclo exaustédo-recuperagao
forma a principal base para a prescricdo adequada de treinamento, com intuito de

aumentar tanto a resisténcia quanto a forca muscular (Cheng et al., 2020) (Figura 1).

SESSAO DE

TREINAMENTO

SUPERCOMPENSACAO | RECUPER/

Figura 1. Diagrama demonstrando as etapas de um ciclo
de treinamento e condicionamento fisico (Fonte: O autor).

Tendo em vista o conflito de nomenclatura existente na literatura sobre SOT,
sendo alguns de seus sindnimos encontrados na literatura: burnout, staleness,
desempenho insuficiente e fadiga cronica (Carfagno e Hendrix, 2014). Na presente
tese foi adotado o posicionamento do Colégio Europeu de Ciéncias do Esporte e do
Colégio Americano de Ciéncias do Esporte (Meeusen et al., 2013), os quais
caracterizaram overtraining (OT) como um processo continuo de treinamento
intensificado com possivel indugdo do overreaching funcional (FOR) bem como

overreaching ndo funcional (NFOR) e a SOT.



O FOR é caracterizado pela intensificacdo das sessdes do treino, que provoca
reducdo momentanea da aptidao fisica, sendo revertida pela prescricdo de periodos
adequados de recuperacdo provocando o efeito conhecido como
"supercompensacao", aumentando o condicionamento atlético (Aubry et al., 2015). Ja
o0 NFOR ocorre quando se intensifica as intensidades de esfor¢o de maneira cronica,
sem se respeitar o ciclo de treino-recuperacao, acarretando numa reducéo persistente
da aptidao fisica. Ao longo do tempo, a NFOR pode desencadear a SOT, estado
clinico que pode ser classificado como “inadaptagéo prolongada” do atleta (Meeusen
et al., 2013; Cheng et al., 2020), a qual possui etiologia multifatorial.

Sabendo que o treinamento desportivo visa principalmente a maximizacédo do
desempenho promovida por adaptacdes bioquimicas, musculares, neuroldgicas e
comportamentais (Meeusen et al., 2013; Rohlfs et al., 2005), a FOR é considerada no
meio esportivo uma estratégia para ganho posterior de aptidao fisica (Meeusen et al.,
2013). Ja o segundo, pode causar perda ou estagnacdo do condicionamento
previamente adquirido, a qual esta intimamente relacionado com o ciclo treino-
recuperacao (Meeusen et al, 2013; Dias, 2019).

De forma similar, a condicdo NFOR/SOT tem sido observada em atletas
equinos, desencadeada principalmente por programas de treinamento mal
conduzidos, aumento do niumero de competicdes, bem como exposicdo a longos
periodos de transportes e mudancas ambientais (Graaf-roelfsema et al., 2007,
Mcgowan e Whitworth, 2008). A diferenciacdo entre o estado NFOR e SOT € muito
sutil e de dificil determinag&o, pois ambos comumente apresentam os mesmos sinais
e sintomas, como alteracdes fisioldgicas e psicoldgicas, estado catabdlico acentuado,
alteracdes imunoldgicas e bioquimicas, assim como aumento na incidéncia de lesdes
(Meeusen et al., 2013) (Figura 2).



THokiamsnto Treino intensificado
PROCESSO (sobrecarga) —
Fadion:aouda Functional Nonfunctional Sindrome do
RESULTADO ke overreaching overreaching overtraining
RECUPERAGAO dias dias - semanas  semanas -[meses meses}- anos
DESEMPENHO | redugao esr'ac?”a"'“ redugao
temporaria edugdo

Figura 2. Possiveis resultados do treinamento, resultando em
overreaching funcional, overreaching ndo funcional e sindrome do
overtraining (Fonte: Adaptado de Meeusen et al., 2013).

E importante evidenciar que a NFOR/SOT pode ter implica¢des devastadoras
na carreira de um atleta (Cheng et al., 2020), devendo esta condicao ser evitada, visto
a gravidade dos sintomas (Haaf et al., 2019). A prevaléncia de NFOR/SOT é elevada
em atletas humanos e em equinos, variando sua incidéncia de acordo com a
modalidade esportiva.

No meio esportivo, ndo raro, a reducdo no desempenho é confundida com
insuficiéncia de estimulos, e leva, de maneira equivocada, ao aumento da carga de
exercicios, e reducdo dos periodos de recuperacdo dos atletas por parte dos
treinadores, 0 que o0s torna mais susceptiveis a desenvolver a NFOR/SOT
(Ferraresso, 2012).

Em humanos, alguns sintomas que sdo comumente associados as condicdes
NFOR/SOT podem ser observados na Tabela 1. Carfagno e Hendrix (2014)
salientaram que os estudos sobre a incidéncia e prevaléncia da SOT séao limitados e
conflitantes, indicando que entre 5% e 64% dos atletas de elite vivenciam episédios

de SOT pelo menos uma vez durante suas carreiras, sendo que até o presente



momento, nenhum teste/biomarcador que seja confiavel e especifico para prevencgéo

e diagnostico desta condicdo, foi identificado (Cadegiane e Kater, 2019).

Tabela 1. Sinais e sintomas relacionados & NFOR/SOT

Alteracdes na pressao arterial e frequéncia cardiaca;
frequéncia respiratoria aumentada; consumo de Oz
aumentado em exercicio submaximo; fadiga cronica; taxa
metabdlica aumentada; reducdo de desempenho;

Fisiologicos recuperacédo prolongada; tolerancia reduzida ao
treinamento; reducgéo da for¢ca muscular; redugdo da
capacidade maxima de trabalho; perda de coordenacéo
motora; nausea; dores de cabecga; inapeténcia; distdrbios

gastrintestinais.

Fadiga mental; reducéo de apetite; distarbios do sono;

. depresséo; apatia geral; baixa autoestima; instabilidade
Psicolégicos e ] N
) emocional; medo da competi¢do; dificuldade de
comportamentais ~ _
concentracdo; mudancas na personalidade; aumento da

distracao; irritabilidade.

Proteina C-reativa elevada; creatina quinase elevada;
balanco negativo de nitrogénio; reducéo das concentracdes
de lactato apos testes maximos e submaximo (paradoxo);

. aumento na concentracéo de uréia; aumento na

Metabdlicos, . o i o .
o concentracdo de 4cido Urico; disfuncéo hipotalamica;
neuroenddcrinos . . o
) o reducéo nas concentragfes de glicogénio muscular;
e bioquimicos ) L . ]
hemoglobina diminuida; reducéo da testosterona livre;
aumento nas concentracdes de cortisol; diminuicdo da
glutamina plasmatica; queda de peso; diminui¢cdo da

excregao urinaria de catecolaminas.

Aumento na suceptibilidade em contrair resfriados e

o alergias; reducao da atividade dos neutrdfilos; diminuicao
Hematologicos e ) ) )
) e da contagem de linfocitos totais; aumento da contagem de
imunologicos o S
eosindfilos no sangue; diminuicdo das concentracdes de

hemoglobina, ferro sérico e ferritina.

FONTE: Alves e Costa; Samulsky, 2006; Graaf-roelfsema et al., 2007; Mcgowan e
Whitworth, 2008.

O interesse da comunidade cientifica, aliado a escassez de métodos

especificos e sensiveis para o diagnostico da SOT, evidéncia a necessidade do
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desenvolvimento de pesquisas nessa area, pois identificar marcadores que se
correlacionam com a NFOR/SOT pode interromper a progressdao de um ciclo
potencialmente negativo (Carfagno e Hendrix, 2014). Ademais, ainda hoje néo se tém
conhecimento técnico-cientifico da prescri¢do ideal dos periodos de recuperacéo para
alcancar a adaptacdo “ideal” da musculatura (Cheng et al.,, 2020). Portanto,
comumente, atletas de alto rendimento tém dificuldades para conciliar a recuperacéao
entre suas sessoes de treinos e competicoes.

Dentro deste contexto, visando auxiliar na busca por marcadores e desvendar
as possiveis causas subjacentes da NFOR/SOT, buscamos avaliar na presente
pesquisa se essas condicdes seriam capazes de causar alteracbes nas
concentracdes de glicogénio muscular ou hepéatico, na atividade enziméatica da citrato
sintase, nas concentracdes glicose e lactato e se poderiam modular a quantidade dos
MCT1 e MCT4. Avaliamos também o comportamento frente a estas condi¢cdes em

ratos Wistar bem como alguns indices somaticos.

2.2.Citrato sintase

O exercicio fisico ser considerado um estimulo estressor para 0 organismo, ja
€ uma afirmacdo bem consolidada na literatura. Tal estimulo provoca disturbios na
homeostase geral, em especial dos musculos esqueléticos, desencadeando uma
“‘cascata de reacbes”, a exemplo a secrecdo de hormdnios e enzimas catabdlicas
como a citrato sintase (CS) e estimulacao das vias metabdlicas produtoras de energia
(Burchfield,1979; Morton et al., 2009), tanto aerdbias (oxidativas), quanto anaerobias
(glicoliticas).

Inumeras alteragdes nas células musculares esqueléticas ocorrem devido ao
treinamento de resisténcia, como por exemplo na glicélise, ciclo de Krebs, cadeia
respiratoria assim como na atividade enzimatica. Estas alteracdes provocam aumento
do metabolismo oxidativo, contribuindo para melhora do desempenho do atleta (Zoppi
e Macedo, 2008).

A CS é uma das enzimas que compde a matriz mitocondrial, sendo

caracterizada como um marcador da capacidade oxidativa mitocondrial muscular
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(Dias, 2019). Sabe-se que a CS muscular pode sofrer alteragdes em sua atividade, de
forma aguda, ap6s uma Unica sesséo de treinamento de resisténcia (Leek et al., 2001).
Estudos distintos, desempenhados tanto com atletas humanos quanto em modelos
animais, tém demonstrado associagao entre treinamento excessivo e baixa atividade
da CS.

Pesquisas prévias, utilizando o protocolo de overtraining desenvolvido e
caracterizado por Hohl e colaboradores (2009) observaram menor atividade da CS no
musculo gastrocnémio vermelho (GV) em ratos Wistar que manifestaram desempenho
reduzido de longo prazo. Este fenbmeno foi considerado indicativo de atividade da
respiracédo mitocondrial reduzida, sugerindo que a diminuicédo da atividade da CS pode
contribuir efetivamente para reducdo do desempenho muscular na condicéo
NFOR/SOT (Cheng et al., 2020).

Em contrapartida, estudo realizado com modelo animal, relatou aumento na
atividade da CS em ratos treinados, sendo este fendbmeno considerado como uma
adaptacdo positiva ao protocolo de condicionamento, considerando a CS como
marcador da capacidade oxidativa (Ferraresso et al., 2012). Leek e colaboradores
(2001), observaram em atletas humanos, logo ap6s uma sessao de treino executado
em ergbmetro de extensado de joelhos, ocorreu uma elevacao na atividade da CS do

musculo vasto lateral (VL), a qual perdurou 24 horas.

2.3.Glicogénio muscular e hepatico

Segundo Lewis et al. (2018), a complexidade da SOT, que possui etiologia
multifatorial, ndo ocorre somente devido ao desequilibrio entre a intensificacdo do
treino e a recuperacdo, ndo sendo este considerado o agente causal primario da
reducdo da performance. Estudos tém sugerido diversas hipéteses para explicar as
causas intramusculares subjacentes do NFOR/SOT, sendo uma das propostas a
deplecado de glicogénio. Esta hipotese estabelece que a reducdo nas concentracoes
de glicogénio provocadas pelo exercicio esta intimamente relacionada com a queda

no desempenho atlético (Kirwan, 1988).
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As inUmeras adaptacbes causadas pela atividade fisica variam, desde as
facilmente perceptiveis, como aumento no desempenho e hipertrofia muscular, bem
como as “microadaptagdes”, como a angiogénese e biogénese mitocondrial (Cheng
et al., 2020).

Tendo por funcdo primordial o armazenamento de energia, o polimero multi-
ramificado conhecido como glicogénio € encontrado em diversos tecidos, mas em
concentracfes maiores nos musculos esqueléticos, especialmente nos masculos tipo
Il (glicoliticos), bem como no figado (Cheng et al., 2020).

As elevadas concentragdes de glicogénio no musculo esquelético demonstram
sua relevante funcdo no que se diz respeito ao fornecimento rapido de adenosina
trifosfato (ATP) as células musculares, que exibem alta e rapida mudanca de
necessidade energética (Ortenblad e Nielsen, 2015). Sendo assim, estudos propdem
gque a reducdo do conteudo de glicogénio intramuscular pode participar
consideravelmente no desencadeamento da fadiga. Esta reducdo prejudicaria
significativamente a recuperacao (Cheng et al., 2017) devido a reducéo da capacidade
de sintese celular de ATP, visto que a gliconeogénese muscular é lenta (Zoppi e
Macedo, 2008; Krustrup, 2011), favorecendo instalacéo de fadiga precoce durante o
exercicio de endurance (Zoppi e Macedo, 2008).

Contudo, tratando-se de uma sindrome multifatorial, fica evidente que o
conteudo de glicogénio muscular avaliado de maneira isolada néo é capaz de explicar
o mecanismo do NFOR/SOT (Cheng et al., 2020).

2.4.Corticosterona

A corticosterona é um glicocorticoide liberado pelo coértex das glandulas
adrenais de roedores, répteis e anfibios. Nos humanos o horménio equivalente a
corticosterona € o cortisol. Este desempenha um importante papel em relacédo a
regulacdo da ansiedade (Champagne et al., 2008).

A estimulacdo do eixo Hipotalamo Hipofise Adrenal (HHA) inicia com a

excitacdo do hipotalamo por diferentes estressores. Estes estimulos ativam todo o
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sistema para promover a rapida liberagdo de cortisol, que por sua vez, desencadeia
uma série de efeitos metabolicos direcionados com intuito de amenizar a natureza
desfavoravel do estado estressante (Graaf- roelfsema et al., 2007).

A NFOR/SOT representa a tentativa do organismo de lidar com estressores
fisiolégicos (Meeusen et al., 2013). O exercicio bem como o treinamento fisico sdo
estressores que induzem a secrecdo tanto basal quanto estimulada de cortisol em
inUmeras espécies (Rivero et al., 2008), incluindo equinos (Graaf- roelfsema et al.,
2007). Simultaneamente ao aparecimento de um "transtorno de estresse", o sistema
enddcrino é recrutado para neutralizar a situagdo (Meeusen et al., 2013). A adrenalina,
noradrenalina e cortisol, produtos hormonais primarios, tem por funcao redistribuir os
‘combustiveis” metabdlicos, aumentar a capacidade de resposta do sistema
cardiovascular bem como manter a glicose no sangue (Meeusen et al., 2013).

Sabe-se que a estimulacédo cronica do eixo HHA pode ocasionar o aumento
nas concentracoes de cortisol em humanos e de corticosterona nos roedores. Em
elevadas concentracdes, esses hormoénios que podem despertar inUmeras respostas
indesejadas ao organismo, como diminuicdo da resposta imunoldgica e resisténcia a
insulina (Rivero et al., 2008), bem como o surgimento de psicopatologias, como
depresséao e ansiedade (De Kloet et al., 2008).

Por vérios anos, foi levantada a hipétese de que uma desregulacdo central
mediada por hormonios ocorre durante as condi¢des de NFOR/SOT, e que avaliacdes
dos hormoénios poderiam ajudar a detectar a NFOR/SOT (Meeusen et al., 2013),
sendo uma disfungéo do eixo hipotalamo hipofise adrenal foi sugerida como a causa
para o desencadeamento de NFOR/SOT (Graaf- roelfsema et al., 2007; Rivero et al.,
2008; Meeusen et al., 2013). Barron et al. (1985), descreveram em atletas humanos
uma disfuncdo HHA na SOT, relataram diminuicdo na resposta do cortisol a
hipoglicemia induzida.

A maioria dos estudos de exercicios conclui que tanto os exercicios de alta
intensidade quanto os de endurance causam elevacdo nas concentracdes de ACTH
plasmatico e no cortisol em atletas humanos (Graaf- roelfsema et al., 2007). Por via
de regra, o exercicio de alta intensidade, tanto para humanos quanto para cavalos,
resulta em aumento de 2 a 3 vezes no cortisol, retornando as concentracdes pre-

exercicio dentro de uma hora (Graaf- Roelfsema et al., 2007).



14

Dentro deste contexto, respostas hormonais prejudicadas a testes estressantes
induzidos por exercicios maximos foram relatadas dentre alguns biomarcadores
propostos para o diagnéstico da NFOR/SOT (Cadegiane e Kater, 2019). Em uma
revisdo sistemética, Carfagno e Hendrix (2014) confirmaram que as respostas
hormonais aos exercicios intensos parecem ser mais adequadas para avaliar o
NFOR/SOT.

Estudo em que ratos foram submetidos a exercicios de natacdo e corrida em
esteira demonstrou aumentos significativos nas concentragcdes de corticosterona
guando comparados aos animais em repouso (Contarteze et al., 2007). Com relacéo
a NFOR/SOT, um artigo de revisdo que comparou humanos com equinos, revelou que
exercicios de alta intensidade ou resisténcia causam aumento tanto ACTH quanto de
cortisol em ambas espécies (Graaf-roelfsema et al., 2007).

E importante ressaltar que existe grande divergéncia de resultados na literatura
em relacdo as alteracbes nas concentracfes de cortisol e a condicdo NFOR/SOT
(Kreher e Schwartz, 2012). Alguns autores néo verificaram alteragcdo na concentragao
plasmatica basal de cortisol em atletas em OT (Hooper et al., 1993; Urhausen et al.,
1998). Outros estudos observaram aumento (Barron et al., 1985; Adlercreutz et al.,
1986) e até mesmo diminuicdo (Lehmann et al., 1992). No entanto, nem sempre sao
observados aumentos nas concentracOes séricas desse horménio na condicao
NFOR/SOT (Carfagno e Hendrix, 2014).

2.5.Aspectos comportamentais

As relacOes entre as alteracbes psicologicas, o0 rendimento esportivo e a
monitorizacdo do treinamento tém sido motivo de preocupacdes e,
consequentemente, de investigacdes na area da psicologia do esporte (Freitas et al.,
2009). Sendo assim, durante a Ultima década, a recuperagdo fisica e mental no
esporte tem recebido atencdo especial e crescente tanto na pesquisa e quanto na
pratica (Kellmann, 2010). Para evitar NFOR/SOT, recuperacdo fisiolégica e

psicoldgica deve ser parte integrante do plano de treinamento (Kellmann, 2010).
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Ha muito tempo a presenca de sintomas psicoldgicos em casos de NFOR/SOT
tem sido identificada (Meeusen et al, 2013). Contudo, estudos sistematicos sé
comecaram apos o pesquisador William Morgam, em 1980, desenvolver uma
pesquisa com nadadores universitarios por meio de questionarios de perfil de estados
de humor (POMS - "Profile of Mood States"), que tem por finalidade avaliar as
alteracGes comportamentais gerais e especificas (Meeusen et al., 2013).

Usando o POMS, os atletas relataram, durante os periodos de treinamento
rigoroso, elevagcbes no humor negativo como tensdo, depressao, raiva, fadiga e
confusdo e redugbes no humor positivo (Meeusen et al., 2013). Apenas 2 dias de
treinamento intensificado podem resultar em aumentos significativos nas medidas de
POMS, que muitas vezes precedem alteracbes em marcadores de estresse de
treinamento, como o cortisol (Meeusen et al, 2013)

Na tentativa de analisar os efeitos das cargas de treino, a avaliagdo psicologica
tem sido muito utilizada (Kellmann, 2002), sendo hoje considerada um dos métodos
mais eficazes e ndo invasivos para deteccdo e prevencdo da condicdo NFOR/SOT
em atletas humanos, realizada em conjunto com registros de desempenho e
alteracdes hormonais (Morgan et al.,1987; Rietjens et al., 2005; Graaf-roelfsema et
al., 2007). Segundo Freitas et al. (2009), estudos que tem demonstrado relagcéo entre
0 exercicio e a condi¢do psicologica concluiram que o exercicio intenso afeta de
maneira negativa o estado de humor.

Uma variedade de sintomas clinicos é tipicamente observada na NFOR/SOT,
incluindo sintomas psicolégicos como, distlrbios nos ciclos de sono e vigilia,
diminuicdo do apetite, humor deprimido, apatia geral, reducdo da autoestima,
instabilidade emocional, inquietacao, irritabilidade, estresse e ansiedade, reducéo da
motivacdo, diminuicdo do foco e concentracdo dentre outras variacdes de humor
(Kellmann, 2010; Myrick, 2015). Além da busca por biomarcadores fisiol6gicos, muitos
outros estudos correlacionaram mudancgas nos perfis psicolégicos com os estados
NFOR / OTS (Myrick, 2015).

Equinos podem apresentar modificagcbes comportamentais relacionados ao
excesso de treinamento. Observaram queda de desempenho acompanhada por
sintomas como falta de vontade de iniciar sessfes, nervosismo, irritabilidade, sendo

gue estes animais se tornaram mais dificeis de lidar (Mcgowan e Whitworth, 2008;
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Rivero et al.,, 2008), revelando disturbios comportamentais semelhantes aos
encontrados em humanos.

Vale ressaltar que os marcadores psicologicos tém sido amplamente utilizados
na tentativa de avaliar os efeitos das cargas de treino (Freitas et al., 2009). Outros
métodos além do Perfil de Estado de Humor (POMS), como o Questionario de
Estresse- Recuperacdo (REST-Q), Escala de Percepcao do esforco de Borg (RPE)
tém sido adotados para o monitoramento dos treinamentos (Freitas et al., 2009).
Estudos envolvendo roedores submetidos a protocolos de inducdo das condi¢des
FOR e NFOR/SOT previamente definidos e distlrbios comportamentais ndo foram

encontrados na literatura analisada.

2.6.Lactato

Ha muito tempo que o lactato é considerado um mero produto residual do
metabolismo celular. Durante os ultimos anos, foi descoberto que o lactato pode atuar
como substrato energético para a musculatura esquelética (Bergersen, 2007). A
literatura recente revelou que possivelmente os neurénios também podem utilizar este
metabdlito para producdo de energia e como neurotransmissor (Proia et al., 2016). O
lactato também é considerado importante molécula sinalizadora, que contribui para
varios processos homeostaticos (Magistretti e Allaman, 2018). Alguns papéis
emergentes do lactato na funcédo cerebral sdo na modulacdo da excitabilidade
neuronal, plasticidade neuronal e neuroprotecéo (Magistretti e Allaman, 2018).

Quantitativamente considerado o monocarboxilato mais importante, o lactato &
o produto da glicélise anaerdbia, processo que a glicose é clivada enzimaticamente a
piruvato, que por sua vez pode entrar na mitocondria para ser oxidado no ciclo de
Krebs ou pode ser convertido a lactato pela acdo da enzima lactato desidrogenase
(Bergersen, 2007). Possuindo pKa 3.9, o acido latico existe quase que inteiramente
na forma de anion lactato em pH fisiolégico (Bergersen, 2007).

Considerando a significancia da via da glicolise anaerobia, sabe-se que o
musculo esquelético é considerado o principal produtor de lactato no organismo
(Bergersen, 2007). Durante o exercicio de baixa intensidade, o metabolismo muscular

produz energia (ATP) predominantemente pela via aerdbia, a partir da contracdo de
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fibras oxidativas, tipo I. A demanda por energia aumenta em conjunto com o aumento
da intensidade do exercicio. Sendo assim, a participacdo da via anaerobia torna-se
fundamental para que o atleta atinja altas velocidades, ocorrendo mobilizacdo de
fiboras musculares conhecidas como glicoliticas, tipo Il (Carvalho et al., 2005).
Dependendo da aptidao fisica do atleta, nesta fase ocorre acumulo de lactato
sanguineo, indicando maior contribuicdo do metabolismo anaerébio para producédo de
ATP (Carvalho et al., 2005).

Dentre os marcadores bioquimicos das condicdes NFOR/SOT, os mais citados
sdo a glutamina plasmatica, a atividade da creatina quinase, uréia e o lactato
sanguineo (Cunha et al., 2006). O lactato € um metabdlito produzido constantemente
em repouso por diversos tecidos do corpo incluindo o musculo, este é produzido
principalmente durante o exercicio predominantemente anaerébio (Aradjo et al.,
2008). Portanto, a analise desse metabdlito em conjunto com outros parametros tem
se mostrado um bom indicador de esforco anaerébio, o que permite sua utilizacao
como um marcador da NFOR/SOT durante o treinamento (Bosquet et al., 2001;
Bonifazi et al., 2000).

Um achado consistente mostra que atletas de forca e resisténcia com
NFOR/SOT reduziram a concentracdo maxima de lactato, enquanto as concentracdes
subméaximas continuaram dentro dos limites normais (Carfagno e Hendrix, 2014).
Outros estudos demonstraram que individuos que apresentaram overtraining e
overreaching obtiveram reducdes nas concentracdes de lactato em teste incremental
quando comparados ao controle (Bosquet et al., 2001). Em cavalos em overtraining,
diferentemente do que é observado em humanos, foi observado aumento das
concentracdes de lactato apds testes maximos e submaximos (Hamlin et al., 2002).

Uma das dificuldades existentes é que tanto o condicionamento como o
NFOR/SOT promovem deslocamento da curva do lactato para a direita (Cunha et al.,
2006), evento comumente associado a melhoria na aptiddo fisica. No NFOR/SOT
esse deslocamento esta relacionado ao "paradoxo do lactato” (Graaf-roefselma et al.,
2007), o qual é caracterizado pelo deslocamento da curva devido a reducédo nas
reservas de glicogénio. Por ser uma técnica acessivel e bastante utilizada no meio
esportivo, o controle do lactato pode ser uma ferramenta vidvel na prevencdo do
NFOR/SOT (Cunha et al., 2006).
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2.7. Transportadores monocarboxilatos MCT1 e MCT4 e proteina
auxiliar CD147

Nos musculos, a concentracdo de lactato € o resultado do seu fluxo dentro e
fora das células (Nikooie et al., 2013). Nas células dos mamiferos, o transporte de
acidos monocarboxilicos através da membrana plasmatica é essencial. A principal via
para este transporte € mediada pela familia de transportadores de monocarboxilatos
(MCTs), descrita hd mais de trinta anos por Brooks (Juel e Halestrap,1999; Nikooie et
al., 2013; Proia et al.,, 2016). O transporte € predominantemente passivo e estes
transportadores, localizados na membrana plasmética, podem funcionar de maneira
bidirecional, de acordo com o gradiente de concentracdo de seus substratos (Payen
et al., 2020)

Durante o exercicio, 0 metabolismo anaerdbio produz ions lactato e H+, que
possuem grande potencial como fonte de energia. Estes metabdlitos sdo removidos
do meio intracelular através dos MCTs (Takimoto et al., 2013), essenciais para 0
controle da acidose muscular (Frollini et al., 2008).

Existem 14 isoformas de MCTs identificadas até o presente momento. As duas
isoformas mais comumente encontradas nos musculos esqueléticos sdo MCT1 e
MCT4 (Nikooie et al., 2013). Estudos demonstraram que a proteina CD147, uma
glicoproteina transmembranar da superfamilia das imunoglobulinas, é necessaria
para que ocorra a expressao normal de MCT1 e MCT4 (Halestrap, 2012). Vale
ressaltar que os membros MCT1, MCT2, MCT3 e MCT4 transportam ions de

monocarboxilato em conjunto com prétons, como demonstra a Figura 3.
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CD147 MCT1 MCT1 CD147

NH, Lactate + H* Lactate + H* NH,

COOH COOH : : COOH COOH
Lactate + H* Lactate + H*

Figura 3. Transportes realizados pelos MCT1-4. A figura demonstra a
estrutura do MCT1 interagindo com a proteina auxiliar CD147 na
membrana celular (Fonte: Payen et al. 2020).

Em humanos e ratos, a isoforma MCTL1 é principalmente expressa nas fibras
oxidativas (Tipo 1). Esta isoforma é responsavel pelo influxo de lactato nestas fibras
(Mikkanen, 2011), realizando o transporte de lactato pelo sarcolema e mitocéndria.
Desta maneira, torna-se responsavel pela retirada do lactato sistémico.

Jé a isoforma MCT4, que possui menor afinidade para o lactato dentre a familia
dos MCTs, se expressa principalmente em fibras glicoliticas (Tipo Il), sendo
responsavel pela remocao/efluxo do lactato do musculo (Mikkanen, 2011; Proia et al.,
2016, Payen et al, 2020).

Em alguns tecidos os MCTs facilitam as trocas de lactato entre as células
produtoras e consumidoras. Um exemplo sado as conhecidas fibras musculares
brancas glicoliticas presentes nos musculos esqueléticos, que expressam MCT4, o
qual fornece lactato as fibras musculares vermelhas oxidativas que expressam MCT1
(Payen et al 2020).

A expressao dos MCTs é regulada por diversos estimulos. O exercicio fisico e
hipoxia aumentam sua expressao, ao passo que a desnervacao e a hiperlactatemia
tém um efeito negativo (Nikooie et al., 2013). Neste ambito, o condicionamento fisico
de alta intensidade provoca, em humanos e equinos, aumento da expressao de MCT1,
MCT4 e CD147 no musculo esquelético (Kitaoka et al., 2011), o que favorece a

regulacéo do pH e a manutencéo da contragdo muscular. Estudo com ratos investigou
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o efeito do treinamento n&o periodizado realizado a 80, 100 e 120% da intensidade do
limiar anaerébio e um modelo de treinamento periodizado linear na expressao génica
dos transportadores de MCT1 e 4 demonstrou apenas expressoes de MCT1 no
musculo foram alteradas por diferentes regimes de treinamento, com mRNA de MCT1
aumentando em ratos treinados em intensidades mais baixas (G80), e o conteudo de
proteina MCT1 mostrou valores mais altos em grupos nao periodizados em
comparacao com o pré-treinamento e GPE (Forte et al., 2020). Entretanto, o papel
fisiologico das diferentes intensidades e volumes de exercicio relacionados a
expressao dessas proteinas no musculo esquelético necessita estudos adicionais
(Frollini et al., 2008).
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3. OBJETIVO GERAL

Pensando na lacuna existente na literatura no que se refere a protocolos de

avaliacdo e diagnéstico do NFOR/SOT, o propésito da presente Tese foi auxiliar a

compreender as possiveis alteragbes comportamentais, bioquimicas, marcadores

musculares e transportadores de monocarboxilatos que podem contribuir para o

desencadeamento da condicdo NFOR/SOT induzido pelo desequilibrio entre carga

externa e periodos de recuperacgao.

3.1.Objetivos especificos

R/
L X4

7/

Induzir as condicbes FOR e NFOR por meio da utilizacdo de um
protocolo de overtraining e avaliar o desempenho dos ratos por meio de

testes maximos de performance;

Investigar se as condicdes FOR e NFOR foram capazes de provocar
alteragbes significativas na capacidade oxidativa do mausculo
gastrocnémio vermelho por meio da atividade enzimética da citrato

sintase;

Investigar se as condicbes FOR e NFOR foram capazes de provocar
alteracdes significativas no contetdo de glicogénio muscular e hepético

dos animais;

Investigar se as condigcbes FOR e NFOR foram capazes de provocar

alteracOes significativas no comportamento;

Considerando que o NFOR/SOT é capaz de modificar as concentracfes
de lactato e que a atividade fisica pode modular a expressao dos MCTSs,
objetivou-se investigar se a alteracao no lactato possivelmente causada
por esta condicdo esta relacionada com modificacfes na expressao
destes transportadores presentes no musculo esquelético de ratos
Wistar;
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% Investigar o uso do modelo de componentes principais para identificagcao

da separacao de grupos FOR e NFOR.

4. MATERIAL E METODOS

4.1.Animais e manejo

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade
de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Universidade Estadual Paulista (FCAV-UNESP),
Jaboticabal/SP-Brasil (n® 23593/15). Inicialmente foram utilizados 100 ratos Wistar
machos, massa corporal (MC) entre 150 e 200 g, fornecidos pelo Biotério Central do
Campus de Botucatu — UNESP, que foram alojados no biotério do Laboratoério de
Fisiologia do Exercicio Equino e Farmacologia (LAFEQ) do Departamento de
Morfologia e Fisiologia Animal (FCAV-UNESP). Os ratos foram mantidos em ciclo de
claro-escuro invertido 12:12 h, sendo o periodo com luz das 18:00 - 6:00 h, e
temperatura ambiente de aproximadamente 23°C, alojados em caixas de
polietilpropileno (34 x 41 x 18 cm) providas de cama de maravalha, sendo quatro ratos
por caixa. Racdo (Presence® - Roedores, Ratos e Camundongos) e agua foram

fornecidos ad libitum

4.1.1. Composicao basica daracdo Presence®

Composicéo basica: Milho integral moido, farelo de soja, soja integral

desativada, farelo de trigo, farinha de trigo, farelo de arroz, arroz quebrado, farinha de
carne, farinha de peixe, fosfato bicalcico, calcareo calcitico, cloreto de sodio (sal
comum), sulfato de ferro, sulfato de cobre, monéxido de manganés, 6xido de zinco,
iodato de calcio, sulfato de cobalto, selenito de sodio, vitamina A, vitamina D3,
vitamina E, vitamina K3, vitamina B1, vitamina B2, niacina, acido pantoténico, vitamina
B6, acido fdlico, biotina, vitamina B12, cloreto de colina, lisina, metionina, ureia

formaldeido, acido propibnico, acido acético, propionato de aménio. Espécies
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doadoras do gene: “Agrobacterium tumefaciens e/ou Arabidopsis thalina e/ou Bacillus
thuringiensis elou Streptomyces hygroscopicus e/ou Streptomyces
viridochromogenes e/ou Zea mays.”

Niveis de garantia: Umidade (méax.) 130,00 g/kg; proteina bruta (min.)

230,00 g/kg; extrato etéreo (min.) 45,00 g/kg; fibra bruta (méx.) 50,00 g/kg; matéria
mineral (méx.) 100,00 g/kg; célcio (min.) 12,00 g/kg; calcio (max.) 13 g/kg; fésforo
(min.) 8.500,00 mg/kg; flaor (max.) 30,00 mg/kg; sédio (min.) 2.800,00 mg/kg; ferro
(min.) 180,00 mg/kg; cobre (min.) 30,00 mg/kg; manganés (min.) 110,00 mg/kg; zinco
(mn.) 110,00 mg/kg; iodo (min.) 1,00 mg/kg; cobalto (min.) 2,00 mg/kg; selénio (min.)
0.20 mg/kg; vitamina A (min.) 25.500,00 Ul/kg; vitamina D3 (min.) 4.000,00 Ul/kg;
vitamina E (min.) 82,00 Ul/kg; vitamina K3 (min.) 6,40 mg/kg; vitamina B1 (min.) 11,00
mg/kg; vitamina B12 (min.) 12,00 mg/kg; niacina (min.) 219,00 mg/kg; acido
pantoténico (min.) 90,00 mg/kg; vitamina B6 (min.) 11,00 mg/kg; &cido folico (min.)
13,00 mg/kg; biotina (min.) 0,16 mg/kg; vitamina B12 (min.) 40,00 mcg/kg; colina (min.)
2.800,00 mg/kg; lisina (min.) 12,50 g/kg; metionina (min.) 3.500,00 mg/kg.

4.2.Protocolo de overtraining (PO)

Os ratos foram adaptados a esteira pelo periodo de trés semanas, fase utilizada
para avaliar e separar 0s animais que correram voluntariamente. Apos o periodo de
adaptacao foram excluidos 25 ratos, que se recusaram a correr voluntariamente na
esteira (Figura 4). O protocolo de inducdo de overtraining (PO) foi baseado num
programa continuo de treinamento com desequilibrio entre o estimulo do exercicio e
periodos de recuperacdo (Hohl et al., 2009). Tal protocolo foi constituido de 12
semanas de treinamento distribuidas em 5 fases (F1 a F5). Realizaram-se 2 fases
iniciais (Fase 1 e 2) até a oitava semana de treinamento. Ato continuo, 3 fases foram
realizadas (3, 4 e 5), em que foi elevada a intensidade de treino e reduzido o tempo
de recuperacdo entre as sessdes, com intuito de causar desequilibrio no ciclo treino-
recuperacao, conforme a Tabela 2. Ademais, adicionou-se duas semanas de

recuperacao passiva apos o final do PO.
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Figura 4. Imagem da esteira motorizada para roedores (AVS®) utilizada para
desenvolvimento do protocolo de treinamento (Fonte: Arquivo pessoal).
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Tabela 2. Protocolo utilizado durante o programa de condicionamento de ratos Wistar
para o desenvolvimento da NFOR/SOT (adaptado de Hohl et al., 2009).

FASES DO SEMANAS HORA D~E VELOCIDADE TEMPO FREQUENCIA RECUPERACAO
PROTOCOLO EXECUCAO (m_mim'l) (min) (sessdes diarias) (horas)
12 13:00-17:00 12 10 1x 24
ADAPTAC;AO 22 13:00-17:00 12 10 1x 24
32 13:00-17:00 12 10 1x 24
12 13:00-17:00 15 20 1x 24
22 13:00-17:00 20 30 1x 24
FASE 1 3a 13:00-17:00 23 45 1x 24
42 13:00-17:00 25 60 1x 24
52 13:00-17:00 25 60 1x 24
62 13:00-17:00 25 60 1x 24
FASE 2 72 13:00-17:00 25 60 1x 24
82 13:00-17:00 25 60 1x 24
FASE 3 92 6:00-18:00 25 60 2X 4
FASE 4 102 6:00-18:00 25 60 3X 3
112 6:00-18:00 25 60 4x 2
FASE S 122 6:00-18:00 25 60 4x 2
RP 1 12 Fim do PO - sem treino
RP 2 22 Fim do PO - sem treino

RP, Recuperacdo passiva; PO, Protocolo de overtraining

4.3. Testes maximos de performance (TMP)

Aplicaram-se 9 testes maximos de performance (TMP) para avaliacdo do
desempenho dos ratos. Esses foram realizados 60 h apds a ultima sesséo de treino
semanal, sendo que os ratos retornaram as suas atividades ap6s 48 h de recuperacéao.
Os testes iniciaram a velocidade de 12 m.mint, que foi incrementada 1 m.min*a cada
2 min, até que a velocidade de 20 m min-! fosse antingida. Ato continuo, incrementou-
se a velocidade em 2 m.min! a cada 3 min (Hohl et al., 2009) (Figura 5). Este
acréscimo foi mantido até que os ratos atingissem a exaustédo, determinada quando
eles tocassem a grade de estimulo elétrico 5 vezes durante periodo de 1 min. Todos
os ratos foram pesados imediatamente antes aos TMP’s, sendo que 0s pesos
corporeos (PC) foram utilizados para o célculo do desempenho.

O TMP-1 foi realizado apés a semana de adaptacdo em esteira, sendo que 0s
ratos que obtiverem desempenho entre 70 e 230 kg.m (Hohl et al.,2009), foram

selecionados para iniciar o PO (Figura 6).
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Figura 5.Representacdo de um teste maximo de performance (TMP) com incrementos
no tempo e velocidade em esteira (Fonte: O autor).
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Figura 6. Diagrama demonstrando o momento em que cada um dos nove testes de
performance maximos aplicados (TMP) foram realizados durante o protocolo de
overtraining (PO) (Fonte: O autor).
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4.4.Quantificacdo da do desempenho individual

O desempenho foi expresso em quilogramas-metros (kg.m) e foi determinado
por meio do modelo massa-dependente previamente definido (Hohl et al., 2009). Tal
procedimento considera todas as forcas relativas ao PC e as velocidades
proporcionais a intensidade de esfor¢co (velocidade de corrida) atingida pelo rato em
cada etapa do TMP. Desta maneira, a poténcia mecanica torna-se proporcional a
massa do rato vs. velocidade percorrida em cada etapa, como exemplificado na
seguinte equacao:

D=2Di=Zm.Vi.Ti=Zm.dt=m.dt

Onde: D=desempenho do rato; Di=desempenho do rato em cada etapa do teste
méximo de performance; m=massa do corpo; Vi=velocidade da fase; Ti=duracao de
corrida da fase; dti=distancia percorrida na fase; dt=distancia total percorrida pelo rato

durante o teste.

4.5.Distingdo do grupo treinado em FOR e NFOR

A partir dos resultados obtidos no TMP-1, de acordo com Hohl et al. (2009), os
ratos que obtiveram desempenho ente 70 e 230 kg.m foram selecionados para
participar do PO. Dos ratos selecionados, dezesseis foram utilizados como grupo ativo
(AT) e foram submetidos a um condicionamento leve (1 sessao/d / 2x/semana /12
m.min?). Os ratos remanescentes compuseram inicialmente o grupo treinado (TR)
que participaram do PO. Para verificar se o desempenho dos ratos do grupo TR
reduziu ou nao e redistribui-los em grupos FOR e NFOR, apés o TMP-7 quantificamos
o grau de inclinagao (a) obtido a partir de uma funcéo linear (y= ax+b) por meio da
regressao linear dos minimos quadrados dos desempenhos (D) nos testes TMP-2, 3,
4,5,6e7.

O valor da inclinacao critica para a separacao de grupos foi estabelecido a partir

do valor médio do a dos individuos que compuseram o grupo AT menos 1 DP (Hohl
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et al., 2009). O resultado deste procedimento foi plotado em forma de histograma na
Figura 7, demonstrando a distribuicdo de todos os ratos que realizaram o PO, de
acordo com a critico. Esta distribuigdo dividiu os ratos em dois grupos (FOR e NFOR),
sendo que ratos que obtiveram a menor do que o do grupo AT foram classificados
como NFOR e ratos com a maior que o do grupo AT como FOR (Figura 8).

Imediatamente apds TMP-7, oito ratos de cada grupo (AT, FOR e NFOR) foram
submetidos a eutanasia, para obtencdo de amostras de sangue e tecidos. O ratos
remanescentes passaram por duas semanas de recuperagdo passiva e foram
submetidoa a eutanasia para obtencdo de amostras de sangue e tecidos logo apos o
TMP-9 (Figura 9).
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Figura 7.Histograma de distribuicdo dos grupos de ratos Wistar
machos apos TMP-7; NFOR, overreaching néo funcional (n=14); FOR,
overreaching funcional (n=19). Seta vermelha: indica o a critico de -
0,98 kg.m utilizado para classificacdo dos grupos.
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Figura 8. Representagédo da quantificacdo individual do grau de inclinagéo (a), obtido a partir de fungao linear (y = ax+b), de
trés ratos Wistar, respectivamente dos grupos AT (Gréfico A), FOR (Gréfico B) e NFOR (Grafico C), ap6s TMP-7. AT, ativo;
FOR, overreaching funcional; NFOR, overreaching n&o funcional.
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4.6.Citrato sintase

As analises laboratoriais foram realizadas em parceria com Laboratério de
Bioquimica do Exercicio (LABEX), da Universidade de Campinas (UNICAMP -
Campus Campinas). Para quantificacdo da citrato sintase (CS) foi utilizada a técnica
de western blotting. Para o lisado total, 50 mg do musculo gastrocnémio foi pulverizada
sob nitrogénio liquido e o musculo em p6 foi homogeneizado em tampéo de lise (50
mM HEPES pH 7,4, 150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 0,5% deoxicolato de sédio, 0,1%
SDS e inibidor de protease (Sigma-Aldrich®) por meio de sonicacdo, em um tubo
falcon contendo gelo e agua. Ato continuo, os homogenatos foram mantidos sob
banho em fase de gelo e 4gua por 20 minutos. Em seguida foram centrifugados por
10 minutos a 1000g. Prontamente, o conteudo sobrenadante foi separado e as
proteinas totais foram determinadas pelo método de Bradford (adaptado:
ERNST;ZOR, 2010).Utilizou-se 20 ug de proteina, a qual foi previamente diluida em
140 uL tampéo (100 mM Tris-Cl pH 8,3, 20 yL de 1 mM DTNB [5,5'dithio-bis (2-
nitrobenzoic acid)] (Sigma-Aldrich), 20 uL de 3 mM de Acetil-Coa (Sigma-Aldrich).
Logo apods foram realizadas 13 leituras consecutivas (15 segundos com periodo de
intervalo entre leituras de 3 minutos) a 412 nm. Apds a leitura inicial 20 yL de 5 mM
de Oxaloacetato (Sigma-Aldrich) foram adicionados para iniciar a reacao e a releitura
da absorbancia nos mesmos padrdes anteriores. A atividade da CS foi expressa em

nmol.min*ug de proteina (Srere, 1969; Dias, 2019).

4.6.1. Western Blotting

Utilizou-se 30 ug de amostras de lisado total e as fracdes subcelulares (10 ug
de proteina) foram pipetados em gel de SDS-PAGE e a transferéncia foi realizada em
membrana de PVDF (Bio-Rad). Para o bloqueio, utilizou-se BSA (Bovine Serum
Albumin) 3% a temperatura ambiente, pelo periodo de 1 hora. As mesmas foram

incubadas com anticorpo primério para GAPDH (Santa Cruz,1:1000), utilizado como
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controle endégeno e CS (ABCAM, 1:1000) ambos overnight. Logo apds realizaram-se
as lavagens e as membranas foram incubadas a temperatura ambiente com anticorpo
secundario conjugado a HRP (CST, 1:5000) por 1 hora. Ato continuo, as mesmas
foram reveladas em foto documentador (UV Tech) utilizando ECL (Thermo Fisher). As

bandas foram quantificadas pelo software imageJ.

4.7.Glicogénio muscular e hepético

As quantificagdes do conteudo de glicogénio hepatico e muscular foram
realizadas no Laboratério de Fisiologia Aplicada ao Esporte (LAFAE), da Faculdade
de Ciéncias Aplicadas da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP — campus
Limeira). As mesmas foram transportadas da FCAV-UNESP até a FCA-UNICAMP em
caixa de isopor contendo gelo seco. Para quantificacdo de glicogénio pesou-se em
balanca analitica de preciséo aproximadamente 200-250 mg para os musculos soleo,
gastrocnémio medial e lateral e semimembranéceo e 500 mg do figado. Ato continuo,
os tecidos foram depositados em tubos de ensaio contendo hidréoxido de potassio
(KOH) e levados ao banho-maria para que ocorresse o processo de digestao.
Adicionou-se sulfato de sodio (Na:SO4) em cada um dos tubos. Em seguida, o
glicogénio precipitado foi purificado com &alcool etilico 70% (BECK et al., 2015). A
concentracdo de cada amostra foi analisada por meio de método colorimétrico fenol
sulfarico (Dubois et al., 1956).

4.8.Corticosterona

Coletas sanguineas foram realizadas imediatamente apos o TMP-7 e TMP-9
para quantificacdo da corticosterona. Aproximadamente trés minutos apds os testes
maximos de performance, os ratos foram anestesiados via intraperitoneal (i.p), com

associagdo anestésica que continha cetamina, xilazina e acepromazina nas doses de
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5.56, 0.55 e 0.11mg.kg™?, respectivamente (Steiner et al., 2004) e o sangue coletado
por meio de puncado cardiaca. As amostras foram armazenadas em tubos de 4 mL
contendo heparina sodica. Todas as amostras sanguineas foram centrifugadas numa
temperatura de 4° C, 10 min a 1900g, sendo o plasma separado em aliquotas em
microtubos de 1,5 mL e armazenados a -20°C até o momento das analises.

Todas as analises foram feitas pelo método de radioimunensaio, no Laboratério
de Neuroendocrinologia do Estresse e Reproducdo da Universidade de Sdo Paulo
(USP- Ribeirao Preto, Brasil). Realizou-se extracao prévia com etanol e utilizaram-se
padrdo e anticorpo especifico (SigmaCo., St. Louis, MO, EUA) e corticosterona

triciada adquirida da NEN (Boston, MA, EUA). A separacao das fracdes livre e ligada
foi realizada com carvao-dextran (0,5/0,05%). A concentracdo minima detectavel foi
de 0,08 ng.ml%, sendo que os coeficientes de variacao intra e interensaio foram 4.5%

e 11.4%, respectivamente.

4.9. Testes comportamentais

Realizaram-se testes labirinto em cruz elevado (LCE) e campo aberto (CA) na
primeira semana de recuperacao passiva (RP1). Os ratos foram submetidos ao LCE
duas vezes consecutivas, com 1 dia de intervalo entre as medi¢cdes. Ja o CA foi
realizado uma Unica vez. Os testes ocorreram no periodo das 13:00 as 17:00 h.
Utilizaram-se crondmetros e contadores para mensuracdo das varidveis avaliadas,
gue foram quantificadas por um observador que permaneceu numa sala separada.
Cada rato foi avaliado individualmente pelo periodo de 5 minutos, por meio de uma
camera ligada a uma televisdo. Para eliminacdo dos possiveis sinais odoriferos
deixados pelo rato antecessor, entre um teste e outro os aparelhos foram limpos com
solucéo hidroalcodlica 5% (v/v).

Composto por uma arena circular com o fundo demarcado em parcelas (Figura
11), no CA foram mensuradas as seguintes variaveis comportamentais: frequéncia de
locomocéo, levantar, autolimpeza corporal (grooming), defecacéo, mic¢ao e periodo

de imobilidade. O LCE possui dois bragos abertos cruzados por dois bragos fechados,


https://www.google.com.br/search?espv=2&biw=1366&bih=613&q=St.+Louis&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3sLC0SK5U4gAxzcoryrW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDMHhGVQwAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjjlPO8ta3QAhWCvJAKHckhAnYQmxMIfigBMBA
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elevados a 50 cm do chéo (Figura 10). Os ratos foram posicionados no centro do
aparelho com a cabeca virada para um dos bracos fechados. Contabilizaram-se o
namero de entradas e o tempo de permanéncia em cada braco. Posteriormente,
calculou-se as porcentagens de entrada e de tempo despendido nos bragos abertos

conforme mostrado abaixo:

n° de entradas BA X 100
Total de entradas BA+BF

% de entradas no brago aberto=

Tempo em BA x 100
Total de tempo BA+BF

% de tempo no brago aberto=

Onde: BA= Braco aberto; BF= Braco fechado.

Figura 10.Teste de labirinto em cruz elevado
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Figura 11.Teste de campo aberto

4.10. MensuracOes de lactato e glicose sanguineos

As coletas de sangue para andlise das concentracdes de lactato ([lac]) e
glicose ([glic]) foram realizadas antes e logo apo6s os TMP-2, 6 e 9 (maximo) e
submaximo (logo apds primeiro treino do dia a 23 m.min* e 25 m.min!). Para tanto,
todas as amostras foram obtidas pela puncdo da extremidade distal da cauda. As
concentracdes de lactato e glicose foram quantificadas pelo método eletro-enziméatico
em bioanalisador (YSI 2300 STAT PLUS, YSI Incorporated, OH, USA).

4.11. indices somaticos

Apés os TMP-7 e 9 os ratos foram anestesiados de acordo com o protocolo
descrito no item 4.9 e posicionados em decubito dorsal. Realizou-se incisdo cutanea
e subcuténea na linha alba, sendo o peritdnio parietal e os 6rgdos expostos. Em

seguida, as glandulas adrenais, figado, coracdo e timo foram cuidadosamente
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removidos e pesadas em balanca analitica (GR-202-AND company, TO, Japéo). O
peso relativo de cada o6rgdo de cada rato (indice adrenossomatico — Al
hepatossomatico — HI; cardiossomatico — Cl e timossomatico - TI) foi realizado por

meio da seguinte relacéo:

Massa do orgao
X

, 100
Massa corporea

4.12. Analises biomoleculares de transportadores de monocaboxilatos
(MCT1 e MCT4) e da proteina auxiliar CD147 em ratos Wistar

Essa analise foi desenvolvida junto ao Laboratério de Fisiologia Aplicada ao
Esporte (LAFAE), da Faculdade de Ciéncias Aplicadas da Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP — campus Limeira). Para tal, como mencionado no item 4.9, o
musculo gastrocnémio branco foi cuidadosamente retirado, limpo e congelado em
nitrogénio liquido e armazenadas a -80 ° C para analise subsequente de MCT1, MCT4
e CD147 pela técnica de Western Blotting.

4.12.1. Extracdo das proteinas

Os musculos (15 a 25 mg) foram homogeneizados em tampéao de lise — Tris Cl
(CaH11 NO3.HCL), NaCl, EDTA (C10H14N2Na20s.2H20), NP-40, Deoxycolate (C24Hs
3NaO4), SDS (Sodium dodcyl sulfate) e 1% coquetel de inibidor de protease e
fosfatase, pH 7,4). Logo apés adicionar o tampao de lise aos microtubos, iniciou-se a
maceracdo das amostras. Esta foi realizada manualmente, dentro de recipiente com
gelo, mexendo delicadamente com pistilo, até que se obteve uma amostra
homogénea. Em seguida, cada amostra foi sonicada 2 vezes a 60% de intensidade
por 5 segundos. Posteriormente, os lisados foram centrifugados a 12000 rpm, por 10
minutos a 42C. Logo apos, o sobrenadante foi separado (extrato total de proteinas) e

o pellet descartado.



37

4.12.2. Quantificacdo de proteinas totais

Para quantificacdo de proteinas totais foi utilizado o método de Braford. Para
tanto, utilizamos microplacas com 96 pogos cada, consistindo em volume final de
200ul em cada poco da placa. A curva padrédo foi feita com concentracfes de BSA
(soro albumina bovina). Em seguida, diluimos o0 BSA em tampao RIPA e pipetamos
10ul de cada padrdo na placa. Ato continuo, pipetamos as amostras de proteinas
totais obtidas no item 4.13.1 na microplaca e adicionaremos 200 uL de reagente
Bradford. Apds 5 minutos, fez-se a leitura da absorbancia no comprimento de onda de

595 nm em espectrofotbmetro.

4.12.3. Eletroforese

Uma aliquota de cada amostra foi diluida em agua e solugdo LDS e
Mercaptoethanol (1%). Em seguida, pipeta-se 40 ug de proteina somadas a 3 uL de
LDS e adicionado 4gua Mili-Q até que se atinja o0 volume de 12 pyL no microtubo. Logo
apos as amostras foram levadas ao banho seco a 94°C pelo periodo de 10 minutos.
Imediatamente apds, as amostras foram colocadas em gelo pelo periodo de 5
minutos.

Ato continuo, pipetou-se 7,5 pL de marcador de peso molecular no primeiro
poco do gel pronto (Invitrogen®) e, em seguida, pipetou-se 9 uL de cada amostra nos
pocos do gel para posterior separacéo por eletroforese. Para tanto, usaremos tampao
MES (Invitrogen®) para corrida de eletroforese, a 130 V constantes por 60 minutos. As
proteinas foram transferidas para uma membrana de PVDF, por meio do sistema de

transferéncia a seco Iblot?.
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4.12.4. Western Blotting das proteinas MCT1, MCT4 e CD147

Com a membrana seca, realizou-se a quantificacdo das proteinas totais (STAIN
TOTAL PROTEIN), para tanto, a membrana foi lavada com metanol e agua Mili-Q.
Incubada em 5 mL com Total Protein Stain por 5 minutos dentro de caixa preta. Apos
procedimento a membrana foi lida no LI-COR®, no programa Image Studio® no
channel 700 nm.

Apos a leitura das proteinas totais, a membrana foi novamente lavada com
metanol e 4gua Mili-Q. Ato continuo, realizou-se bloqueio da membrana com tampéao
phosphate buffered saline (PBS 1% MILK) por 1 hora em agitador orbital. Em seguida
foi realizada a incubacdo overnight com anticorpos primarios para MCT1
(Bioss,1:1000) e CD 147 (Bioss, 1:1000) e por 1 hora para o MCT4 (Sigma-Aldrich,
1:1000). Logo apos a lavagem do anticorpo primario, foi realizada a incubacéo de 1
hora, em caixa preta (sem luz), com anticorpo secundario fluorescente Goat ant rabbit
IgG H&L (IRDye®800CW). A leitura da membrana foi realizada no Li-COR®, no canal
800 nm.

4.12.5. Analise de componentes principais (ACP)

A andlise de componentes principais (ACP) é um método estatistico
exploratério de dados obtida pela decomposicédo de autovalores a partir de matriz de
covariancia (Pearson, 1901). ACP se enquadra no grupo de analises multivariadas,
gue de forma geral, se refere a analisar duas ou mais variaveis simultaneamente,
permitindo descrever o comportamento da variavel explanatéria por meio de mais de
uma variavel preditora. A partir da matriz de covariancia entre as variaveis séo obtidos
0s autovalores e seus correspondentes autovetores.

Os autovetores, chamados de componentes principais, sdo uma combinagao
linear das variaveis originais visando obter a relativa importancia de cada variavel em
relacdo aos componentes principais. O niumero de componentes principais sera igual
ao numero de variaveis originais, sendo ordenados de forma decrescente em fungéo
da quantidade de variagao capturada por cada componente. Os sinais positivos ou

negativos dos autovalores indicam as relagbes direta e inversamente proporcionais
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entre as variaveis. Por ser construida com base na matriz de covariancia, outra
aplicacao da ACP é a reducao na dimensionalidade das variaveis preditoras, ou seja,
selecionar apenas as variaveis preditoras menos correlacionadas, mantendo apenas
as varidveis mais relevantes para expressar a variacdo total em um modelo
parcimonioso (Bernardi et al. 2009).

Como sistema complexo, 0 organismo atua como um todo inseparavel e
integralizado que ndo pode ser circunscrito somente a analise quantitativa univariada
de seus sistemas ou funcdes fisioldgicas, especialmente quando abordadas de modo
compartimentalizado (West, 2006). Exemplificando, quando a homeostase é
interrompida de maneira transitéria, como é o caso do exercicio agudo ou crénico, 0
sistema cardiovascular e a funcédo cooperativa dos seus multiplos subsistemas (e.g.
funcédo sistolica ou distélica) sao interdependentes e interagem de forma dinamica e
nao linear. Estas relacdes interdependentes ndo sdo proporcionais. Portanto,
precisam ser abordados por meio de modelos néo lineares. Essas metodologias
multivariadas, com foco no aspecto integrado dos sistemas fisioldgicos do organismo
do atleta, devem ser consideradas nas pesquisas sobre o efeito do treinamento sobre
os sistemas fisiol6gicos. Em humanos submetidos a diferentes modalidades de treino,
pesquisadores avaliaram a coordenacédo cardiorrespiratéria por meio da ACP. Esta
analise pode ser empregada para monitoramento da integracdo de multiplas variaveis
de um sistema fisioldgico, sendo usada numa ampla gama de campos de pesquisa

biol6gica (Balagué et al., 2016).

5. ANALISE ESTATISTICA

A andlise descritiva de todas as variaveis avaliadas no estudo foi realizada
considerando os valores de média e desvio-padrdo. Os dados foram submetidos ao
teste de normalidade de Cramer-von Mises e valores superiores a 3 vezes o intervalo
interquartil foram considerados outliers e retirados das andlises. As variaveis
enddcrinas, desempenho e massa corporal, lactato sanguineo e glicose, por possuir

medidas repetidas foram analisas por meio do General Linear Model (GLM). Nas
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variaveis glicogénio e corticosterona entre PT-7 e PT-9, os efeitos do tratamento e
populacdes foi realizado por uma analise de variancia com dois fatores independentes
(ANOVA-two way), sendo a homoscedasticidade atendida segundo o teste de Levene.
Os contrates dentro dos fatores foram obtidos por meio do teste de Bonferroni ou
Tukey. As andlises de componentes principais (ACP) foram baseadas na matriz de
correlacdo entre as variaveis. Os dois primeiros autovetores com maior porcentagem
de variancia acumulada foram considerados para construcéo dos graficos. As elipses
de confianc¢a indicam o grau de agrupamento dos grupos avaliados com base em um
coeficiente de 0,95. Todas as analises foram realizadas no Software R (R Core Team,
2020).

6. RESULTADOS

6.1. Massa Corporéa dos grupos durante os TMPs

A massa corpérea (MC) é importante indicador da sindrome de overtraining,
sendo que a pesagem foi realizada imediatamente antes dos TMPs. A partir do TMP-
4 até o TMP-7, houve reducédo do MC para os grupos FOR e NFOR em relacéo ao
grupo AT (P < 0,001). No TMP-8 houve reducao do grupo NFOR em relagdo ao grupo
AT (P <0,01). No TMP-9, correspondente & segunda semana de recuperagao passiva
(RP2), os MCs dos grupos FOR e NFOR se igualaram ao AT (P > 0,05) (Figura 12).
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Figura 12. Massa corporea (MC) ao longo dos TMP-1 a 9 nos diferentes tratamentos.
De TMP-1 a 7: AT, n=16; FOR, n=19; NFOR, n=14. TMP-8 e 9: AT, n=8; FOR, n=11;
NFOR, n=6. *Reducéo dos grupos FOR e NFOR em relagédo ao AT. # Reducéo do
grupo NFOR em relacdo ao AT. AT, ativo; FOR, overreaching funcional;, NFOR,
overreaching nao funcional; TMP, teste maximo de performance.
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6.2.Desempenho dos grupos de TMP-1 a TMP-9

A partir do protocolo de overtraining (PO) previamente desenvolvido (Hohl et
al., 2009), foi possivel demonstrar o desequilibrio carga-recuperagcao, com reducado no
desempenho dos ratos e distincdo entre as condicdes FOR e NFOR. Apos as trés
semanas adaptativas, foi obtido percentual de ratos corredores de 75%. Para a
confirmacédo das condicbes FOR e NFOR em ratos, utilizou-se o desempenho (D),
obtido a partir de TMP’s. N&o houve diferenca estatistica no desempenho intragrupo
para o grupo AT. Os grupos FOR e NFOR aumentaram a sua aptidao fisica a partir
do TMP-2 (P < 0,001). NFOR teve reducao de desempenho no TMP-7 (P = 0,001) que
se manteve até o final do periodo de recuperacéo passiva (TMP-8 e TMP-9) (Figura
13). No TMP-1, ndo houve diferenca entre os grupos (P > 0,05). Quando comparado
ao grupo AT, os grupos FOR e NFOR obtiveram desempenho maior a partir do TMP-
2, (P <0,001) até TMP-6. FOR e NFOR comecaram a se diferenciar a partir do TMP-
5 (P < 0,001), sendo que este comportamento permaneceu até o TMP-7 (P < 0,001).
No TMP-8 e 9 ndo houve diferenca entre os grupos (P > 0,05) (Figura 11). Vale
ressaltar a despeito do valor da performance para o grupo FOR (P = 0,07; P = 0,70,
respectivamente), em uma analise descritiva, que foi aproximadamente 42% e 20%

maior que o grupo NFOR, respectivamente (Tabela 3; Figura 14).
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Figura 13.Performance ao longo dos TPM-1 a 9 nos diferentes tratamentos. De TMP-
1 a7: AT, n=16; FOR, n=19; NFOR, n=14. TMP-8 e 9: AT, n=8; FOR, n=11; NFOR,
n=6. # Indica reducdo de desempenho intragrupo em relacdo ao TMP-7 (P < 0,05). *
Indica reducdo de desempenho intragrupo em relacdo ao TMP-6 (P < 0,05). Letras
diferentes indicam diferenca entre os grupos (P < 0,05). AT, ativo; FOR, overreaching
funcional; NFOR, overreaching néo funcional; TMP, teste maximo de performance.

Tabela 3.Andlise descritiva da performance (Kg.m) dos grupos nos TMP-8 e TMP-9

de ratos Wistar, machos, submetidos a condi¢do de overreaching.

Variavel Tratamento N Média DP
AT 8 230,93 60,32
TMP-8 FOR 10 309,50 131,79
NFOR 6 177,38 42,11
AT 8 230,55 58,43
TMP-9 FOR 10 335,99 149,28
NFOR 6 266,68 140,86

n: numero de observag6es; DP: Desvio-padrdo. TMP: Teste maximo de performance
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Figura 14.Performance em TMP-8 e 9 nos diferentes tratamentos. TMP-
8 e 9: AT, n=8; FOR, n=11; NFOR, n=6. AT, ativo; FOR, overreaching
funcional; NFOR, overreaching ndo funcional; TMP, teste maximo de
performance.
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6.3. Atividade e conteudo protéico da Citrato Sintase (CS)

A Figura 15 revela que n&o houve diferenga significativa na atividade da CS
entre 0s grupos. A Figura 16 demonstra os resultados obtidos pela técnica de western
blotting para CS, a qual foi relativizada pelo GAPDH, e demonstrou que ndo houve
diferenca significativa entre os grupos AT, FOR e NFOR.

80,00

70,00 50,86

44,76

60,00

40,67
50,00 T

40,00 J

30,00

(nmol.min"'.ug proteina’')

20,00

Atividade da Citrato Sintase

10,00

0,00

AT FOR NFOR
Figura 15. Atividade da citrato sintase dos ratos dos grupos AT,
ativo; FOR, overreaching functional e NFOR, overreaching n&o
functional. Dados em média * desvio padrao.

Tabela 4.Andlise descritiva e efeito do tratamento nas variaveis de citrato sintase de
ratos Wistar, machos, submetidos & condicdo de overreaching.

Razao citrato sintase/GAPDH

Variavel n Média DP Min Max Tukey
AT 8 0,68 0,24 0,29 1,04 a
FOR 8 0,64 0,16 0,4 0,89 a
NFOR 8 0,59 0,25 0,38 0,99 a

n: numero de observagdes; DP: Desvio-padrdo; Max: valor maximo; Min: valor minimo; Tukey:
considerando diferenca significativa (P<0,05).
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Figura 16. Western blotting da citrato sintase relativizada por
GAPDH dos grupos AT, ativo; FOR, overreching funcional e
NFOR, overreaching nao funcional.

6.4.Glicogénio muscular e hepatico

A despeito da quantificagdo de glicogénio muscular, podemos observar
na Tabela 5 que ndo houve interacdo entre populacédo e grupo. Houve diferenca
entre os grupos, aonde FOR e NFOR demonstraram deplecdo de glicogénio de
uma maneira geral em ambos TMP-7 e 9 em relacdo ao grupo AT no musculo
séleo (Figura 17). Nao houve diferenca entre FOR e NFOR e nem entre 0s
tratamentos TMP-7 e 9.
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Tabela 5.Andlise descritiva e efeito do tratamento nas variaveis de
glicogénio do musculo so6leo de ratos Wistar, machos, submetidos a
condi¢cao de overreaching.

Glicogénio musculo séleo (mg.100mg de tecido)

n Média DP Min Max Tukey
AT 14 190,09 43,53 108,95 264,45 b
FOR 16 89,9 26,93 42,77 146,45 a
NFOR 14 70,41 34,33 33,29 152,26 a

n: nimero de observagbes; DP: Desvio-padrdo; Max: valor maximo; Min: valor minimo;
Tukey: considerando diferenca significativa (P<0,05).
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Figura 17. Comparacdo dos tratamentos em relacdo ao conteudo de

glicogénio do musculo séleo considerando as duas populacdes TMP-7 e
TMP-9. AT, ativo; FOR, overreaching funcional; NFOR, overreaching né&o
funcional; TMP, teste maximo de performance.
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No musculo gastrocnémio ventre medial, podemos observar na Tabela 6
gue nao houve interacdo entre populacéo e grupo. E dentro de cada populacéo
nao houve diferenca entre os grupos. Houve diferenca em NFOR, que
demonstrou uma deplecéo de glicogénio de maneira geral em ambos TMP-7 e 9
em relacdo ao grupo AT no musculo gastrocnémio medial (Figura 18). Nao
houve diferenca entre FOR e NFOR.
Tabela 6.Andlise descritiva e efeito do tratamento nas variaveis de glicogénio do

musculo gastrocnémio ventre medial de ratos Wistar, machos, submetidos a condicéo
de overreaching.

Glicogénio musculo gastrocnémio ventre medial (mg.100mg-* de tecido)

n Média DP Min Max Tukey
AT 13 39,29 12,88 21,33 66,84 b
FOR 16 34,6 10,07 18,83 55,44 ab
NFOR 16 26,36 8,02 12,27 38,74 a

n: nimero de observacgdes; DP: Desvio-padrao; Max: valor maximo; Min: valor minimo; Tukey:
considerando diferenca significativa (P<0,05).
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Figura 18. Comparacdo dos tratamentos em relacdo ao contetddo de
glicogénio do musculo gastrocnémio ventre medial considerando as duas
populacdes TMP-7 e TMP-9. AT, ativo; FOR, overreaching funcional; NFOR,
overreaching nao funcional; TMP, teste maximo de performance.
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No musculo gastrocnémio ventre lateral, podemos observar que houve
interacdo entre populacdo e grupo. NFOR e FOR demonstraram reducdo de
glicogénio no TMP-9 (Figura 19). O grupo AT teve aumento de glicogénio de TMP-7
para TMP-9. Ja o grupo NFOR demonstrou uma redugcdo das concentracdes de
glicogénio de TMP-7 para TMP-9 (Tabela 7).

Tabela 7.Andlise descritiva e efeito do tratamento nas variaveis do conteddo de

glicogénio do musculo gastrocnémio ventre lateral de ratos Wistar, machos,
submetidos a condicédo de overreaching.

Glicogénio musculo gastrocnémio ventre lateral (mg.100mg de tecido)

Tratamento TMP-7 TMP-9 p-valor
n Média DP n Média DP

AT 4 117,4 103,17 7 240,04 86,71 0,006

FOR 8 147 54,94 8 90,91 55,36 0,101

NFOR 8 127,12 66,5 5 35,43 2,8 0,021

n: numero de observagfes; DP: Desvio-padréo
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Figura 19. Comparacdo dos tratamentos em relacdo ao contetudo de
glicogénio do musculo gastrocnémio ventre lateral considerando as duas
populacdes TMP-7 e TMP-9. AT, ativo; FOR, overreaching funcional,
NFOR, overreaching nao funcional. TMP, teste maximo de performance.



50

No musculo semimenbranaceo, podemos observar na Tabela 8 e Figura 20
gue em TMP-9, de maneira geral, todos 0s grupos diminuiram a concentragdo de

glicogénio em relacdo ao TMP-7.

Tabela 8.Andlise descritiva e efeito do tratamento nas variaveis do contetdo de
glicogénio do musculo semimenbranaceo de ratos Wistar, machos, submetidos a
condicao de overreaching.

Glicogénio musculo semimenbranaceo (mg.100mg de tecido)

n Média DP Min Max Tukey
AT 14 119,29 48,9 40,4 230,28 a
FOR 16 112,34 56,05 30,99 239,93 a
NFOR 16 122,69 63,81 35,14 236,41 a

n: numero de observacgdes; DP: Desvio-padrao; Max: valor maximo; Min: valor minimo; Tukey:
considerando diferenca significativa (P<0,05).
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Figura 20. Comparacdo dos tratamentos em relagdo ao contetudo de
glicogénio do muasculo semimenbranaceo considerando as duas
populacdes TMP-7 e TMP-9. AT, ativo; FOR, overreaching funcional,
NFOR, overreaching nao funcional; TMP, teste maximo de performance.
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Para o figado, pode-se observar na Tabela 9 que houve reducéo do glicogénio
para os grupos FOR e NFOR de TMP-7 para TMP-9 e na Figura 21 observa-se
aumento de glicogénio para os grupos FOR e NFOR em relagédo ao AT em TMP-7.

Tabela 9.Analise descritiva e efeito do tratamento nas variaveis de glicogénio do
figado de ratos Wistar, machos, submetidos a condic&o de overreaching.
Glicogénio figado (mg.100mg™ de tecido)

Tratamento PT-7 PT-9 p-valor
n Média DP n Média DP

AT 8 144,88 78,53 8 283,63 125,11 0,010

FOR 5 480,08 34 8 160,39 128,04 0,001

NFOR 7 467,58 75,41 7 151,91 119,33 0,001

n: numero de observacdes; DP: Desvio-padrao

(4]

o

o
1

H

(=]

o
1

w

o

o
1

N

(=}

o
1

Glicogénio figado
(mg.100mg™! de tecido)

100 -

TMP-7 TMP-9

EJ AT EJ FOR EF NFOR

Figura 21. Comparacdo dos tratamentos em relagdo ao contetudo de
glicogénio hepatico considerando as duas populacbées TMP-7 e TMP-9.
AT, ativo, FOR, overreaching funcional; NFOR, overreaching n&o
funcional; TMP, teste maximo de performance.



52

6.5.Corticosterona

Os resultados obtidos das quantificacbes de corticosterona podem ser
visualizados na Tabela 10 e Figura 22. Nao houve interacdo entre populagéo e grupo.
E dentro de cada populacao ndo houve diferenca entre os grupos. Na Figura 22, pode-
se observar aumento nas concentracdes de corticosterona para todos 0s grupos em

TMP-9 quando comparado ao TMP-7.

Tabela 10.Analise descritiva e efeito do tratamento nas variaveis de corticosterona
de ratos Wistar, machos, submetidos a condicdo de overreaching.
Corticosterona (ng/mL)

Variavel n Média DP Min Max Tukey
TMP-7 23 124,94 56,06 37,4 289,9 a
TMP-9 23 194,65 66,07 89,8 317,0 b

n: numero de observag@es; DP: Desvio-padrdo; Max: valor maximo; Min: valor minimo; Tukey:
considerando diferenca significativa (P<0,05).
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Figura 22.Comparacao dos tratamentos dentro de cada variavel (TMP-7
e TMP-9). AT, ativo; FOR, overreaching funcional; NFOR, overreaching
nao funcional; TMP, teste maximo de performance.



53

6.6. Comportamento

As Figuras 23 e 24 apresentam as ACPs para grupos de variaveis
comportamentais para os testes de campo aberto (CA) e labirinto em cruz elevado
(LCE), baseados na matriz de correlacdo entre elas. Consideram-se dois primeiros
autovetores com maior porcentagem de variancia acumulada para construcdo dos
gréficos. As elipses mostraram agrupamento e diferenciacdo dos grupos com base
num coeficiente de 0,95.

Na Figura 23 esta apresentado o comportamento descritivo das variaveis do
CA (grooming, rearing, locomotion, immobility time, fezes, urine) dos grupos AT, FOR
e NFOR. Os dois componentes principais foram responsaveis por 63,48% da variancia
observada. Do ponto de vista descritivo, foi possivel observar correlagdo negativa
inversamente proporcional para immobility time em relacdo as variaveis rearing e
locomotion. Isso indica que animais com maiores valores para immobility time,
possuem menores valores de rearing e locomotion. O mesmo foi observado na
variavel grooming em relacéo a fezes e urine. A disposicao gréafica das variaveis para
0S grupos evidenciou separacdo do grupo AT dos demais. Ademais, as setas indicam
a correlacdo entre as variaveis, todas tem praticamente o mesmo tamanho, isso indica
gue todas contribuem com praticamente a mesma propor¢cao para explicagdo geral

dos dados.
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Figura 23. Grafico de dispersdo do primeiro e segundo componentes principais dos 6
parametros ambientais em campo aberto com elipses de confianca de 95% agrupadas
pelos trés grupos. AT, ativo; FOR, overreaching funcional; NFOR, overreaching nao
funcional.
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Quanto ao LCE, no primeiro teste os autovetores enclosed Arms e time
enclosed Arms apresentaram correlacéo inversamente proporcionais aos autovetores
open Arms e time open Arms. O mesmo pode ser observado para o segundo teste.
Os dois componentes principais foram responsaveis por 94,1% da variancia
observada (Figura 24). A disposicao gréfica das varidveis para os grupos AT, FOR e
NFOR néo evidenciou separacdo entre os mesmos. Além disso, 1° plus maze e 2°
plus maze estdo em quadrantes diferentes, 0 que representa uma relacdo inversa

entre elas.
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Figura 24. Gréfico de disperséo do primeiro e segundo componentes principais dos 8
parametros ambientais divididos no primeiro e segundo labirinto positivo com elipses
de confianca de 95% agrupadas pelos trés grupos. AT, ativo; FOR, overreaching
funcional; NFOR, overreaching ndo funcional.1°EPM, 1° teste de labirinto em cruz
elevado; 2°EPM, 2° teste de labirinto em cruz elevado.
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6.7.Lactato sanguineo e Glicose

As medidas das concentracbes de lactato sdo consideradas como um bom
indicador de esforco anaerdbio e da aptiddo fisica. A Figura 25 revela as
concentracfes de lactato maximas. Pode-se observar que em TMP-2 FOR e NFOR
apresentaram menores concentragdes de lactato quando comparados ao grupo AT.
Em repouso antes de TMP-6, FOR e NFOR demonstraram concentragéo de lactato
maior em relagdo ao grupo AT. Ja em TMP-6, FOR e NFOR apresentaram menores
concentracfes de lactato em relacdo ao AT, sendo que FOR foi menor que o grupo
NFOR. Nao houve diferenca entre as concentracdes de lactato submaximas (Figura
26).

Lactato (mmol.L")

repouso TMP-2 repouso TMP-6 repouso TMP-9

AT —— FOR —— NFOR

Figura 25. Lactato ao longo das variaveis nos diferentes tratamentos. Letras
diferentes indicam diferenca entre grupos. AT, ativo; FOR, overreaching funcional;
NFOR, overreching ndo funcional. TMP, teste maximo de performance.
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repouso submdximo 1 repouso submadximo 2

+~ AT —— FOR —— NFOR

Figura 26. Lactato ao longo das variaveis nos diferentes tratamentos. Letras
diferentes indicam diferenca entre grupos. AT, ativo; FOR, overreaching funcional;
NFOR, overreching nao funcional.
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Com relacédo a glicose em testes maximos, pode-se observar na Figura 27 que
no momento TMP-6 o grupo FOR demonstrou menor glicemia em relacdo ao grupo
AT. Nao houve diferenca entre FOR e NFOR. Nao houve diferenca na glicemia

subméaxima (Figura 28).

»
1

'f;b

Glicose (mmol.L)

repouso TMP-2 repouso TMP-6 repouso TMP-9
AT —— FOR —— NFOR

Figura 27. Glicose ao longo das variaveis nos diferentes tratamentos. Letras
diferentes indicam diferenca entre grupos. AT, ativo; FOR, overreaching funcional;
NFOR, overreching ndo funcional. TMP, teste maximo de performance.
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Figura 28.Glicose ao longo das variaveis nos diferentes tratamentos. AT, ativo; FOR,
overreaching funcional; NFOR, overreching ndo funcional.
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6.8.indices somaticos

As Figuras 29 e 30 apresentam as ACPs para grupos de variaveis indices
somaticos (indice adrenossomatico (Al), indice cardiossomatico (Cl), indice
hepatossomatico (HI) e indice timossomatico (TIl)) para os testes maximos de
performance 7 e 9, baseados na matriz de correlacdo entre elas. Consideram-se dois
primeiros autovetores com maior porcentagem de varidncia acumulada para
construcdo dos gréficos. As elipses mostraram agrupamento e diferenciacdo dos
grupos com base num coeficiente de 0,95.

As setas indicam a correlacdo entre as variaveis, nestes casos, todas tem
praticamente 0 mesmo tamanho, isso indica que todas contribuem com praticamente
a mesma propor¢cdo para explicacdo geral dos dados. Ao todo, a figura 22 contém
72,22% da variacdo dos dados (variancia PCA1 + PCA2). Na figura 23, sdo 82,04%.
Vale ressaltar que grande parte da variancia total é explicada por apenas 2 eixos da
APC. A disposicao grafica das variaveis para os grupos evidenciou separacédo dos
grupos AT, FOR e NFOR em TMP-7 (Figura 29).
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Figura 29. Grafico de disperséo do primeiro e segundo componentes principais dos 4
parametros ambientais em TMP-7 com elipses de confianca de 95% agrupadas pelos
trés grupos. CI, indice cardiossomatico; Al, indice adrenossomatico; TI, indice
timossomatico; HI, indice hepatossomatico. AT, ativo; FOR, overreaching funcional;
NFOR, overreaching nao funcional.
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Figura 30. Grafico de dispersao do primeiro e segundo componentes principais dos 4
parametros ambientais em TMP-9 com elipses de confianca de 95% agrupadas pelos
trés grupos. Cl, indice cardiossoméatico; Al, indice adrenossomatico; TI, indice
timossomatico; Hl, indice hepatossomatico. AT, ativo; FOR, overreaching funcional;
NFOR, overreaching nao funcional.
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6.9. Conteudo das proteinas MCT1, MCT2 e CD 147 no musculo

gastrocnémio (porcao branca)

O lactato atravessa a membrana plasmatica por meio de proteinas de
transporte especificas conhecidas como transportadores de monocarboxilatos
(MCTs). Com relagédo aos MCTs do musculo gastrocnémio branco, para a isoforma
MCT1 néo obtivemos diferenca entre os grupos (Figura 31A). Ja para isoforma MCT4
observou-se que o grupo NFOR expressou maior quantidade desta proteina em
relacéo aos grupos FOR e AT (Figura 31B). Com relacao a proteina auxiliar CD 147,
esta foi expressa em trés pesos moleculares diferentes (Figura 32), contudo apenas
na isoforma de 57 kDa (Figura 32B) observou-se um aumento para grupo NFOR em
relacdo ao grupo AT (Tabela 11).

Tabela 11.Analise descritiva e efeito do tratamento do contetdo de proteinas MCT1,
MCT4 e CD147 de ratos Wistar, machos, submetidos a condicéo de overreaching.

Variavel Tratamento n Média DP Min Max Tukey
AT 7 0,06 0,04 0,01 0,11 a
MCT1 FOR 6 0,09 0,07 0,02 0,18 a
NFOR 6 0,12 0,04 0,07 0,18 a
AT 7 0,42 0,21 0,09 0,61 b
MCT4 FOR 6 0,42 0,14 0,2 0,62 b
NFOR 6 0,69 0,1 0,51 0,78 a
AT 7 0,23 0,11 0,06 0,36 a
(§8Dkl[A)fZ) FOR 7 0,22 0,11 0,09 0,38 a
NFOR 7 0,26 0,1 0,12 0,37 a
CD147 AT 7 0,0036 0,0025 0,0003 0,0082 b
(57 kDA) FOR 6 0,0082 0,0082 0,0004 0,0207 ab
NFOR 6 00131 0,0069 0,0024 0,0234 a
CD147 AT 7 00050 0,0056 0,000 0,0164 a
(60 kDA) FOR 7 00095 0,0113 0,0010 0,0325 a
NFOR 7 0,0268 0,0242 0,00008 0,0542 a

n: nimero de observacdes; DP: Desvio-padrao. Max: valor maximo; Min: valor minimo;
Tukey: considerando diferenca significativa (P<0,05).
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Figura 31. A:lmagem e grafico de Western Blotting da proteina transportadora de
monocarboxilato 1 (MCT1 — 55 kDa) nos diferentes tratamentos.B: Imagem e
grafico de Western Blotting da proteina transportadora de monocarboxilato 4
(MCT4 — 57 kDa) nos diferentes tratamentos. AT, ativo; FOR, overreaching
funcional; NFOR, overreaching ndo funcional.
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Figura 32. Imagem e grafico de Western Blotting da proteina CD 147 (28 kDa) nos diferentes tratamentos. B: Imagem e gréafico
de Western Blotting da proteina CD 147 (57 kDa) nos diferentes tratamentos. C: Imagem e grafico de Western Blotting da
proteina CD 147 (60 kDa) nos diferentes tratamentos. AT, ativo; FOR, overreaching funcional; NFOR, overreaching néo

funcional
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7. DISCUSSAO

No presente estudo apresentamos achados relacionados com indicadores
musculares, bioquimicos, comportamentais e somaticos de ratos Wistar sobre as
condicbes FOR e NFOR. Vale ressaltar que o hormdnio corticosterona, bem como as
variaveis de comportamento, lactato e MCTs apresentadas na presente pesquisa sédo
inéditas para ratos nestas condi¢cdes. Para tanto, nos utilizamos um protocolo de
overtraining previamente elaborado (Hohl et al., 2009), o qual provocou em ratos
submetidos a intensidades incrementais e reducdes no periodo de recuperacao, as
condicbes de FOR e NFOR.

Uma variavel importante e consistente nas condicdes NFOR/SOT € a massa
corpoérea, sendo que redugBes sdo apontadas como um dos sintomas destas
condicGes em atletas humanos. A reducdo de massa corpérea observada em FOR e
NFOR em comparacédo ao AT durante o PO estdo de acordo com dados publicados
anteriormente (Hohl et al., 2009; Pereira et al., 2012; Pereira et al., 2015). Como
sugerido no estudo de Hohl e colaboradores (Hohl et al., 2009), que também
observaram redugcdo do MC em ambos os grupos durante o protocolo, esta reducéo
pode estar relacionada ao hipermetabolismo e proteblise promovidos pela
intensificacéo do exercicio. Contudo no presente estudo, NFOR demonstrou reducéo
persistente da MC, que se manteve até TMP-8, correspondente a primeira semana de
recuperacao passiva, sendo sua MC menor que a MC encontrado para o grupo AT. A
reducédo nas MCs de ambos os grupos pode indicar que eles se encontravam sobre
marcante estresse catabdlico (Hohl et al., 2009). Também, glicocorticoides, quando
liberados em condicdo de estresse causam aumento da protedlise, induzindo perda
de massa corporal (Hohl et al., 2009).

Uma atencédo especial tem sido dedicada a influéncia da atividade fisica sobre
0 eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HHA), o qual exerce funcéo chave quando se diz
respeito a resposta gerada pelo organismo frente ao estresse (Lalanza et al., 2012).
No presente trabalho, os resultados obtidos para as quantificacées de corticosterona
demonstraram reducgéo das concentra¢cées em todos os grupos em TMP-7 e aumento

em TMP-9 quando comparado ao TMP-7. Estudos com roedores relataram reducéo
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de desempenho acompanhado de aumento das concentragdes de corticosterona em
individuos do grupo NFOR (Lira et al., 2010), aumento da corticosterona durante
treinamento de intervalo de alta intensidade (de Aradjo et al., 2016). Em estudo com
roedores em OT, foi observado aumento nas concentracdes séricas de corticosterona
para o grupo OT quando comparados ao grupo controle (de Rocha et al., 2017). E
importante ressaltar que nem sempre sdo observados aumentos nas concentragées
deste glicocorticoide na SOT (Halson e Jeukendrup, 2004) e que os resultados
descritos na literatura sdo bastante controversos. Estudo com corrida voluntaria em
roedores detectou elevagfes nas concentragdes de corticosterona de repouso durante
a primeira semana ap0s 0s animais serem submetidos a atividade fisica, sendo que
houve normalizacédo destes valores apds 4 ou 8 semanas de treino (Campbell et al.,
2009). Deste modo, este resultado pode ser uma explicacdo para a nao diferenca
entre os grupos FOR e NFOR nos momentos TMP-7 e 9 em nosso trabalho, revelando
que a corticosterona pode ter sido alterada durante o protocolo de overtraining, no
entanto possivelmente seus valores se normalizaram apds algumas semanas de
treino. Suportando esta hipétese, outro estudo com ratos revelou que a analise das
concentracdes deste hormonio néo diferiu entre os grupos treinados (Lalanza et al.,
2012). Ou seja, mudancas ao longo do tempo na intensidade e mesmo no volume do
treinamento podem promover mudancgas transitorias nas concentracdes hormonais,
transmitindo informacgOes sobre o estado de recuperacdo e os estados atuais de
estresse (Stone et al., 2017).

Sabe-se que a reducado da aptidao fisica €, ainda hoje, a Unica variavel bem
estabelecida na literatura que estd relacionada com as condicdes NFOR/SOT
(Meeusen et al., 2013; Grandrou et al., 2020), sendo considerada como padrao ouro
no diagndstico desta condicdo em testes de desempenho realizados até a exaustéo
(Hohl et al., 2009). Dentro deste contexto, a dinamica dos desempenhos obtidos para
FOR e NFOR indicou, que numa populacdo de roedores, alguns individuos
responderam satisfatoriamente ao incremento de intensidade, frequéncia e volume do
treinamento, enquanto outros sofreram reducdo no desempenho atlético. Ou seja, 0
protocolo previamente elaborado ao qual os ratos foram submetidos (Hohl et al., 2009)
mostrou-se novamente sua reprodutibilidade em relacéo a separagao de dois grupos

de ratos com desempenhos diferentes ao final do PO (Moranza, 2017).
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A reducéo persistente da performance observada na condicdo NFOR em TMP-
7 foi notdria, sendo que os valores de desempenho néo retornaram aos anteriormente
atingidos nos TMP-3, 4, 5 e 6. Esta reducdo se manteve no periodo de recuperacao
passiva. Este achado corroborou os resultados encontrados em estudos previamente
realizados em ratos e camundongos (Hohl et al, 2009; Pereira et al., 2012; da Rocha
et al., 2015), que revelaram reducdo persistente do desempenho no grupo NFOR.

O percentual alto (75%) de ratos corredores obtidos no inicio do experimento,
pode ser explicado a partir da comparacgao entre os delineamentos experimentais de
outros estudos. No presente estudo, todos os ratos tiveram maior periodo de
adaptacao, ou seja, uma semana a mais em relacao ao protocolo de Hohl et al. (Hohl
et al., 2009) e duas semanas a mais em relacéo ao utilizado por Pereira et al. (Pereira
et al., 2012). Vale ressaltar que existem protocolos que utilizam corrida em declive
(Pereira et al., 2012; da Rocha et al., 2017), os quais induzem overtraining em 100%
dos individuos. Contudo, no presente estudo a intengéo foi mimetizar uma populacdo
de atletas, onde todos sdo submetidos ao mesmo protocolo e respondem aos
incrementos impostos de acordo com a individualidade de cada organismo.

Os resultados dos biomarcadores obtidos nesse estudo refletem respostas
agudas ao protocolo de overtraining ao qual os animais foram submetidos, visto que
gue as amostras bioldgicas foram processadas imediatamente ap0s o teste de
exaustdo. Nestas condi¢cdes a enzima citrato sintase néo diferiu entre os grupos, ou
seja, ndo observamos associacdo na reducdo da capacidade oxidativa do musculo
gastrocnémio vermelho com redu¢des no desempenho do grupo NFOR. Por outro
lado, trabalhos anteriores mostraram que a atividade sérica da citrato sintase se
apresentou reduzida no grupo NFOR e aumentada no grupo FOR (Hohl et al., 2009;
Ferraresso et al., 2012). No entanto, em programas de treinos intensos relativamente
prolongados, enzimas musculares podem apresentar elevagoes intramuscular (Stone
et al.,, 2017) ou mesmo nao se alterarem, levando autores a sugerir gue um tempo
pés-treino pode ser necessario para avaliar os danos associados ao estado de
competicdo ao usar a creatina quinase e outros marcadores biomoleculares (Stone et
al., 2017). Assim, um periodo pés-treino mais prolongado tem sido proposto para

avaliar os danos (Stone et al., 2017).
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O glicogénio € um polimero multiramificado de moléculas de glicose que tem
por funcdo o armazenamento de energia (Cheng et al., 2020). E encontrado numa
variedade de tecidos, sendo quantitativamente elevados nos musculos esqueléticos e
no figado (Cheng et al., 2020). Nestas condi¢des, observamos que as concentracdes
de glicogénio do musculo sbéleo encontrou-se reduzida para FOR e NFOR em
comparacao com AT em ambos os momentos (TMP-7 e TMP-9). Para o musculo
gastrocnémio medial observou-se uma reducédo de glicogénio do grupo NFOR em
relacdo ao AT. NO musculo gastrocnémio lateral, em TMP-9, observou-se reducdes
das concentracdes de glicogénio de FOR e NFOR em relacdo ao AT bem como
reducbes de ambos os grupos de TMP-7 para TMP-9. Para o0 musculo
semimenbranaceo observou-se em TMP-7 reducédo em relacdo ao TMP-9 para todos
0s grupos. Para o figado, apesar de em TMP-7, FOR e NFOR apresentarem maiores
concentracbes de glicogénio, observou-se que ambos 0s grupos depletaram
glicogénio de TMP-7 para TMP-9. Estes achados podem demonstrar que houve uma
deplecado nas concentracdes de glicogénio muscular e hepatico em ambos 0s grupos,
sendo possivel que este seja uma das variaveis responsaveis pela reducédo de
desempenho observada no grupo NFOR, ndo descartando a hip6tese da reducdo dos
estoques de glicogénio muscular como uma das causas subjacentes da reducgéo da
performance. Desta maneira, a deplecdo de glicogénio intramuscular pode ser um
contribuinte significativo para a fadiga e recuperagcdo pés-exercicio prejudicada do
grupo NFOR, ademais sabe-se que a taxa de ressintese de glicogénio muscular é
lenta e leva de horas a varios dias para se restaurar por completo (Cheng et al., 2020).
Por outro lado, estudo com roedores submetidos as condicbes de FOR e NFOR
demonstrou que ndo houve diferenca significativa entre os grupos (Hohl et al., 2009).

Vale ressaltar que o padrao diferente de respostas de diferentes musculos
esqueléticos esta associado ao padrdo de fibras musculares que os mesmos séo
constituidos por populacdes mistas de fibras musculares brancas ou vermelhas
(Close, 1972). A exemplo temos predominio de contracdo lenta no soéleo;
gastrocnémio medial possui fibras mosaico e gastrocnémio lateral predominio de
fibras de contracdo rapida (Tipo Il), alta poténcia, mas que fadigam rapidamente.

As fibras podem ser classificadas em trés grupos principais: fibras de contracao

lenta, oxidativa (TIPO | ou vermelhas), a qual possui baixo nivel de enzimas
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glicoliticas, diametro pequeno, moderado a elevado grau da capacidade aerdbia
(Peter et al., 1972, Berne et al.,, 2004; Paixao, 2011); Fibras de contracdo rapida,
oxidativa e glicolitica (TIPO IlIA ou brancas). atividade aerObia moderada a alta,
didmetro intermediario contendo elevada concentracdo de enzimas oxidativas (Peter
et al., 1972, Berne et al., 2004, Paixdo, 2011); contracdo rpida, glicolitica (TIPO 1B
ou brancas): com alta concentracdo de glicogénio, diametro maior e baixa atividade
enzimatica oxidativa (Peter et al., 1972, Berne et al., 2004, Paixao, 2011).

A dindmica das concentra¢@es de lactato € considerada indicador adequado de
esforco anaerébio e da aptidao fisica dos atletas. No meio esportivo, reducdes nas
concentracfes de lactato durante exercicios de intensidades submaxima e maxima
sdo associados a melhorias na aptidao fisica do individuo. Contudo, no overtraining,
ja foram observadas reducdes nas concentracdes de lactato subméaximas e maximos
(Borresen et al., 2009). A exemplo disso, Jeukendrup e Hesselink (1994)
demonstraram em ciclistas, reducdo nas concentracées maximas e submaximas de
lactato em conjunto com a reducdo do desempenho e queixas de irritabilidade e
disturbios do sono, sendo diagnosticado overtraining. Este achado elucida a
importancia da avaliagao cuidadosa das concentracdes de lactato, pois a diminuigao
paradoxal nas [lac] plasmatico em testes submaximos e maximos sao considerados
marcadores de NFOR/SOT (Meeusen et al., 2010). Neste estudo, observamos
reducdo da [laclmaximas no momento TMP-2 para grupo FOR e no TMP-6 para
ambos os grupos (FOR e NFOR). O motivo desta queda no lactato plasméatico ainda
ndo esta claro, mas especula-se que esta reducdo no grupo NFOR pode estar
relacionada a reducdes nas concentracdes de glicogénio muscular apos sessdes de
exercicios extenuantes, diminuicdo da resposta simpatica ou na producdo e na acéo
das catecolaminas sobre as fibras musculares (Gleeson, 2002).

Sabe-se que as catecolaminas exercem importante funcdo regulatoria na
glicogendlise, desta maneira, sua reducdo pode causar diminuicdo da producéo de
lactato (Jeukendrup e Hesselink, 1994). Estes resultados sdo semelhantes aos
encontrados por Meeusen et al. (Meeusen et al., 2013) e Jeukendrup e Hesselink
(1994), que encontraram que de maneira geral, atletas humanos de resisténcia que
apresentam NFOR/SOT, redugdo nas concentragdes submaxima e maxima de

lactato. Em exercicios de intensidade moderada a intensa, o carboidrato é o principal



71

substrato energético envolvido, sendo este estocado sob a forma de glicogénio no
musculo que durante a atividade fisica é rapidamente depletado, sendo que em niveis
criticos, sua deplecéo esta associada a fadiga, sendo que esta deplecao de glicogénio
durante o exercicio parece possuir influéncias tanto nas concentragfes plasmaticas
de glicose e lactato (Conlee et al., 1987), ou seja, a deplecao de glicogénio encontrada
no presente trabalho pode ser responsavel pelas reducdes nas concentracdes de
lactato.

Tendo em vista que os musculos esqueléticos consumem e produzem lactato,
o0 qual é transportado pelos MCTs (Transportadores de Monocarboxilatos), outra
hipotese para reducao nas [lac] na condicdo NFOR pode estar relacionada a alteracao
nas concentracfes destes transportadores, ja que é sabido que a expressdo dos
MCTs pode ser modulada de acordo com os desafios metabdlicos impostos por
diferentes protocolos de exercicio (Scariot et al., 2016). Sabe-se que aisoforma MCT1
€ responsavel pelo influxo de lactato, enquanto o MCT4 auxilia na extrusao de lactato.
Neste contexto, o treinamento aumentou a expressao da isoforma MCT1 no musculo
séleo de ratos treinados, aumentando a capacidade de remocéao do lactato do sangue
(Scariot et al., 2016). Dentro deste contexto, nosso protocolo de overtraining foi capaz
de modular a expressdo destes transportadores, aumentando a expressao da
isoforma MCT4 na musculatura esquelética em individuos NFOR, promovendo
possivelmente a maior concentracdo de lactato em relagéo ao grupo FOR no momento
TMP-6. O lactato é liberado das fibras glicoliticas via MCT4 e, em seguida, absorvido
pelas fibras oxidativas via MCT1 (Brooks, 2009). Pesquisas humanos e roedores
demonstraram que a expressédo de MCT1 aumentou apds o treinamento continuo de
baixa intensidade e alta intensidade, por outro lado, para aumentar a expressao da
isoforma MCT4, o treinamento de alta intensidade seguido por um aumento na
concentracdo de lactato foi necessério (Thomas et al., 2012; Yoshida et al., 2004).
Kitaoka et al. (2011) demonstraram que o treinamento de alta intensidade foi
necessario para manter o nivel de proteina MCT4 em cavalos treinados acima de 90%
da VO2. No entanto, estudos adicionais com outros musculos devem ser realizados
para obter informacdes sobre os mecanismos das concentragdes reduzidas de lactato
em conjunto com a expressao dos transportadores monocarboxilatos em ratos nas
condi¢cbes FOR e NFOR.
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Com relacdo a proteina auxiliar CD 147, esta foi expressa em trés pesos
moleculares diferentes (28, 57 e 60 kDa), contudo apenas na isoforma de 57 kDa
(Figura 32B) observou-se um aumento para grupo NFOR em relacéo ao grupo AT. O
peso molecular de CD147 varia entre 31 e 65 kDa dependendo do grau de
glicosilacéo, contudo, o0 mecanismo subjacente ao efeito da glicosilagédo na regulacao
da funcdo de CD 147 ainda precisa ser totalmente elucidado (Liu et al., 2019). Em
estudo com céancer epitelial de ovario, Liu e colaboradores (2019) encontraram uma
isoforma da proteina CD 147 de 26 kDa.

Com relacéo aos resultados obtidos para as concentracdes de glicose nos
testes maximos, obtivemos no momento TMP-6 o grupo FOR demonstrou menor
glicemia em relacdo ao grupo AT. Com relacéo as reducfes de glicemia nos grupos
FOR e NFOR em TMP-6, estudo com ratos submetidos a treinamento moderado
mostrou reducao da glicemia quando comparado aos grupos controle e sedentério,
sendo que a literatura revela que ratos em treinamento apresentaram concentracoes
reduzidas de triglicerideos, colesterol e glicose em repouso quando comparado aos
outros grupos (Lalanza et al., 2012).

Pouco se sabe sobre a influéncia do exercicio sobre o comportamento em
modelos animais, em especial nas condicbes FOR e NFOR. Para o0 nosso
conhecimento, ndo houve estudos em roedores sobre a influéncia das condicées FOR
e NFOR sob as alteragcbes comportamentais. Embora a andlise estatistica ndo tenha
evidenciado diferenca entre os grupos para a maioria das variaveis comportamentais
guantificadas, numa avaliacdo descritiva do comportamento destas para o0s trés
grupos experimentais, a ACP evidenciou uma distribuicdo oposta e bem marcada
entre FOR e NFOR. Considerando a necessidade de marcadores eficazes para
diferenciar estas duas condicdes, este tipo de analise mostrou-se promissora, uma
vez que permite a correlagdo de varidveis ou grupo de variaveis. Na Figura 23 esta
apresentado o comportamento descritivo das variaveis do CA, sendo que os dois
componentes principais foram responsaveis por 63,48% de toda variancia observada.
A disposicao grafica das variaveis para os grupos evidenciou separacao do grupo AT
dos grupos FOR e NFOR. Quanto ao LCE, os dois componentes principais foram
responséaveis por 94,1% da variancia observada. Contudo, a disposicéo gréafica das

variaveis ndo evidenciou separagdo entre 0S grupos.
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Com relacdo aos indices sométicos, ao todo, a Figura 29 contém 72,22% da
variacdo dos dados e a figura 30 detém 82,04% da variacdo dos dados. Vale ressaltar
gue grande parte da variancia total € explicada por apenas 2 eixos da ACP. Ademais,
a disposicao gréafica das varidveis para os grupos evidenciou separacao bem definida
dos grupos em AT, FOR e NFOR no momento TMP-7.

Por fim, os principais achados comprovaram a reprodutibilidade do protocolo
gue provocou em ratos submetidos a intensidades incrementais, as condicdes de FOR
e NFOR, as quais nao foram capazes de provocar alteracdes significativas na
capacidade oxidativa do musculo gastrocnémio vermelho por meio da atividade
enzimatica da citrato sintase. Ademais, observamos de maneira geral uma deplecao
no conteudo de glicogénio muscular e hepatico dos animais. As analises de ACPs
tanto comportamentais quanto de indice soméaticos se mostraram promissoras na
identificacdo e separagao dos grupos FOR e NFOR na presente tese. Considerando
que o NFOR/SOT foi capaz de reduzir as concentracoes de lactato e que a atividade
fisica pode modular a expressdo dos MCTs, o grupo NFOR apresentou maior
conteudo proteico em relacao a proteina MCT4, responsavel pelo efluxo de lactato do

musculo.

8. CONCLUSAO

Em conclusdo, nosso estudo demonstrou que o protocolo de overtraining
utilizado induziu redugdes nas concentragcdes de MCT4 no grupo NFOR. Nos testes
maximos e submaximos, obtivemos reduc¢des nas concentracdes de lactato e reducao
nas concentracdes glicose em TMP-6. Ademais, observou-se deplecéo de glicogénio
em uma andlise geral. Tais resultados demonstram a importancia da avaliacdo do
lactato submaximo e maximo em conjunto com a determinacdo do conteudo proteico
de transportadores de monocarboxilatos musculares. A analise de ACPs tanto
comportamentais quanto de indice somaticos se mostraram eficazes e promissoras

na identificacdo e separacao dos grupos FOR e NFOR.
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