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TREINAMENTO E "OVERTRAINING" INDUZIRAM ALTERACOES
COMPORTAMENTAIS E BIOQUIMICAS EM RATOS WISTAR

RESUMO

Objetivo: investigar o comportamento, concentracdes de corticosterona, lactato e
glicose de ratos Wistar submetidos a um protocolo de "overtraining” (PO) para o
desenvolvimento de "Functional" (FOR) ou "Nonfunctional Overreaching” (NFOR).
Métodos: inicialmente a amostragem de individuos foi de 49. O grupo controle (C,
n= 16) realizou um programa de condicionamento leve (1 sessao/dia/ 2x/sem./12
m.min1). Os outros ratos (n= 33) foram submetidos ao PO, com duracéo de 12 sem.,
prescrito para produzir um desequilibrio entre as sessdes de exercicio e o periodo
de recuperacdo. Em 8 sem. foram realizadas sessfes de treino diarias, por 5 d
consecutivos seguidas por 2 d de recuperagdo. Nas 4 sem. subsequentes, houve
aumento da frequéncia de treino (2, 3, 4 e 4 x/d) e reducdo do tempo de
recuperacdo entre as sessdes (4, 3, 2 e 2 h). Para avaliacdo da aptidao fisica, os
ratos foram submetidos a sete testes de esforco maximo (T-méx) durante e dois
testes ap6s o PO. Dois grupos foram identificados pela diferenga da inclinagao (a)
obtida a partir da regressao linear dos desempenhos individuais nos Tmax-3, 4, 5, 6
e 7. Ratos NFOR (n= 14) tiveram a= < -0.98. Analisou-se a recuperacao passiva de
2 sem., sendo realizado testes de Campo Aberto (CA) e Labirinto em Cruz Elevado
(LCE). Neste periodo, dois Tmaxs (8 e 9) foram realizados para verificacdo da
continuidade das condicbes FOR e NFOR. Em Tméax-2, Tmax-6 e Tmax-9
realizaram-se coletas sanguineas para quantificacdo das concentracdes plasméaticas
de lactato ([lac]antes € [laclapss) € glicose ([gliclantes € [glic]apss). Quantificou-se
corticosterona durante o repouso e ap0s 0s Tmax-7 e 9, ([cort]repouso € [COrt]apss).
Glandulas adrenais foram coletadas e pesadas. Para analise estatistica aplicaram-
se ANOVA de uma via e para medidas repetidas no tempo, testes t de Student
pareado e ndo pareado e foi realizada correlacdo de Pearson (P< 0.05).
Resultados: FOR e NFOR tiveram aumento de desempenho a partir do Tmax-2
(303.8+13.8; 294.3+£18.9 e 190.2+12.2 kg.m, respectivamente). O grupo NFOR teve
o desempenho reduzido no Tmax-7 (292.2+36.4 kg.m). No teste CA, ocorreu
aumento da frequéncia de levantar para os grupos FOR e NFOR em relacdo ao
grupo C. Houve reducao da [laclapés para FOR e NFOR no Tmax-6 em relagdo ao
grupo C (3.61+0.38; 5.43+0.63; 7.64+0.43 mmol/L, respectivamente) sendo que
NFOR obteve lactatemia maior que FOR. Ainda no Tmax-6, a [gliclapss foi menor em
FOR em relagéo ao grupo C (5.66+0.17 vs. 6.52+0.21). Nao houve diferenca para as
concentragfes de corticosterona. Houve aumento do indice adrenosomético para o
grupo NFOR no Tmax-7 e reducéo deste apés o Tmax-9. Conclusdes: "functional”
ou "nonfunctional overreaching” provocou ansiedade e alteracdes nas concentracdes
de lactato e glicose em ambos o0s grupos bem como aumento do indice
adrenosomatico nos ratos que demonstraram a condicdo NFOR.

Palavras chave: alteragcdes comportamentais, campo aberto, corticosterona, esteira,
exercicio fisico, labirinto em cruz elevado



TRAINING AND OVERTRAINING INDUCED BEHAVIORAL AND BIOCHEMICAL
CHANGES IN WISTAR RATS

ABSTRACT

Purpose: To investigate the behavior, corticosterone and lactate concentrations of
Wistar rats submitted to an overtraining protocol (OP) for the development of
functional (FOR) or nonfunctional overreaching (NFOR). Methods: Sampling of rats
was 49. The control group (C, n= 16) performed a mild conditioning program (1
session/day / 2x/wk/12 m.min-1). The other rats, n= 33, were submitted to 12-week
OP prescribed to produce an imbalance between the exercise sessions and the
recovery period. In 8 wks. daily training sessions were performed for 5 consecutive d
followed by 2 d of recovery. In the following 4 wks. (2, 3, 4 and 4 x / d) there was an
increase in training frequency and reduction of recovery time between sessions (4, 3,
2 and 2 h). To evaluate physical fitness, the rats were submitted to seven maximum
tests (Tmax) during and two tests after the PO. Two groups were identified by the
slope difference (a) obtained from the linear regression of individual performances at
Tmax-3, 4, 5, 6 and 7. NFOR rats (n= 14) had a = -0.98. Passive recovery of 2 wks
was analyzed, and Open Field (OF) and Elevated Plus Maze (EPM) tests were
performed. In this period, 2 Tmaxs (8 and 9) were performed to verify the continuity
of FOR and NFOR conditions. Blood samples were collected for Tmax-2, Tmax-6
and Tmax-9 for the quantification of plasma lactate concentrations ([lac]pefore and
[lac]ater) and glucose ([glic]oefore and [glic]atter). Corticosterone was measured at rest
and after Tmax-7 and 9, ([cort]rest and [cOrt]atter). Adrenal glands were collected and
weighed. For statistical analysis one-way ANOVA and repeated measures ANOVA,
paired and unpaired Student's t-tests and a Pearson correlation were performed (P <
0.05). Results: NFOR and FOR had an increase in performance from Tmax-2
(303.8+13.8, 294.3+18.9 and 190.2+12.2 kg.m, respectively). The NFOR group had
reduced performance in Tmax-7 (292.2+36.4 kg.m). In the OF test, there was an
increase in the frequency of rearing for the FOR and NFOR groups in relation to the
C group. There was reduction of [lacC]atter for FOR and NFOR in Tmax-6 compared to
group C (3.61+0.38, 5.43+0.63 , 7.64 + 0.43 mmol/L, respectively) and NFOR
obtained lactate concentrations greater than FOR. Still in Tmax-6, [glic]atter was lower
in FOR compared to group C (5.66+£0.17 vs. 6.52+0.21). In Tmax-7, resting was
lower for the NFOR group compared to C. There was no difference in corticosterone
concentrations. There was an increase in the adrenosomatic index for the NFOR
group in the Tmax-7 and a reduction in the latter after the Tmax-9. Conclusion:
functional and nonfunctional overreaching caused anxiety and changes in lactate and
glucose concentrations in both groups as well as increase in the adrenosomatic
index in rats that demonstrated the NFOR condition.

Keywords: behavior alterations, open field, corticosterone, treadmill, physical exercise,
plus maze
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OT - "overtraining"

SOT - sindrome de "overtraining"
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CAPITULO 1 - Consideragdes gerais

1. INTRODUCAO

A incidéncia da sindrome do "overtraining" (SOT) est4 relacionada com a
reducdo da aptiddo fisica nos atletas de alto rendimento. Numa temporada de
treinamento periodizado ocorre prescricdo de intensidades progressivas com 0
propdsito de produzir alteragbes fisiologicas e comportamentais benéficas para
aumentar a capacidade fisica dos atletas (MEEUSEN et al., 2013). Neste processo,
atletas podem ser submetidos a varios ciclos dentro de um periodo competitivo, com
momentos de inadaptacdes, notadamente nas fases de intensificagdo do treino, que
sdo costumeiramente utilizadas na tentativa de se incrementar a aptidao fisica.
Neste momento, quando o tempo de recuperacdo ndo € respeitado, a resposta
estressante gerada, a partir do treinamento desequilibrado, pode trazer reacdes
negativas, provocando uma inadaptacdo psicosomatica com possiveis repercussées
indesejaveis no rendimento atlético, podendo desencadear a SOT (DE FREITAS;
MIRANDA; BARRA FILHO, 2009).

Tendo em vista o conflito de nomenclatura existente na literatura sobre a
SOT, nesta dissertacao seguimos o posicionamento do Colégio Europeu de Ciéncias
do Esporte e do Colégio Americano de Ciéncias do Esporte (MEEUSEN et al.,
2013), que caracterizou o "overtraining" (OT) como um processo continuo de
treinamento progressivo e intenso com possivel inducdo das condi¢des "functional
overreaching” (FOR), "nonfunctional overreaching” (NFOR) ou sindrome de
"overtraining" (SOT).

A condicdo FOR é caracterizada pela intensificacdo das sessfes do treino,
que provoca reducdo momentanea da aptidao fisica, sendo revertida pela prescricao
de periodos adequados de recuperacdo (AUBRY et al., 2015). Isto provoca o efeito
conhecido como "supercompensacao” que promove condicionamento (GANDRA et
al., 2012). Sabendo que o treinamento desportivo visa principalmente a maximizacéo

do desempenho promovida por adapta¢gdes bioquimicas, musculares, neurolégicas 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 a NFOR ocorre quando se intensifica as intensidades de esforco, sem a
devida atenc&o ao ciclo sessao de treino-recuperagédo, acarretando numa reducéo
persistente ou estagnacdo da aptidao fisica, com tempo de reversao desta condi¢ao
podendo durar semanas ou meses. Esta condicdo apresenta sintomas como fadiga
cronica e alteracdes maléficas enddcrinas, bioquimicas, imunolégicas, fisioldgicas e
comportamentais (AUBRY et al., 2015; MEEUSEN et al., 2013). A NFOR ao longo
do tempo pode desencadear a SOT, que possui etiologia multifatorial sendo
caracterizada pela recuperacdo ainda mais prolongada. Esta sindrome &
considerada uma importante resposta do organismo dos atletas de alto rendimento
sendo relacionada a diminuicdo do desempenho, tanto em humanos quanto em
equinos (MCGOWAN; WHITWORTH, 2008).

Além da reducdo no desempenho, outras alteracbes fisioldégicas e
comportamentais sao descritas na NFOR/SOT, como depressao, ansiedade,
irritabilidade, distarbios do sono, falta de motivacdo, perda de apetite e peso
corpéreo, alteracdes na frequéncia cardiaca e pressdo arterial, suceptibilidade a
infeccbes e diminuicdo das concentracdes de lactato em testes méaximos e
submaximos (GRAAF-ROELFSEMA et al., 2007). No entanto, nenhuma dessas
alteracdes foi considerada confiavel quando encontrada isoladamente para ser
usada no diagnéstico NFOR/SOT (PETIBOIS et al., 2002).

Outro aspecto importante é a relacdo entre exercicio e condi¢do psicolégica,
sendo que o esforco fisico intenso pode afetar, de maneira negativa, o estado de
humor do atleta (SAKURAGI; SUGIYAMA, 2006). Desta forma, alteracdes no
comportamento sdo atualmente aceitas como uma das variaveis consistentes de
SOT em humanos, sabendo que as alteragbes comportamentais podem ser um dos
principais sintomas desta condi¢cdo (COUTTS et al., 2007).

Considerado um estimulo estressor, o exercicio fisico causa alteracdes
fisiologicas tanto em atletas da espécie humana como em animais, promovendo, por
vezes, aumentos ou reducgdes nas concentracdes de certos hormoénios, com intuito

de suprir o aumento da demanda energética e manutencdo da homeostase



(GRAAF-ROELFSEMA et al., 2007). Alteracdes nas concentracdes de cortisol
(humanos) e de de corticosterona (ratos) revelam que as concentracdes de tais
horménios podem ser importantes indicadores de estresse (MOSTL; PALME, 2002;
CONTARTEZE et al., 2007).

A maioria dos estudos sobre FOR/NFOR utilizou roedores no delineamento
experimental. Estes modelos experimentais possibilitam que sejam realizadas
analises de amostras bioldgicas que podem contribuir para elucidacdo dos
mecanismos etiopatogénicos envolvidos com a reducao do desempenho (PEREIRA
et al., 2012). Estas pesquisas utilizaram a corrida em esteira ou a natacdo, sendo
que os roedores apresentam boa resposta ao exercicio (GOBATTO et al., 2001).

Atletas de elite e treinadores precisam de métodos simples para prevencao e
diagnéstico da SOT. Como possibilidade, a utilizacdo conjunta de biomarcadores
comportamentais, musculares e endécrinos pode ser um método para diagndstico
da SOT (TOMAZINI; SILVA, 2014).

1.1.OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos de um protocolo de "overtraining" para o desenvolvimento
das condicbes de FOR e NFOR sobre parametros comportamentais e bioquimicos
em ratos Wistar com o objetivo de contribuir na busca de marcadores da condicéo
NFOR.

1.2.OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Induzir as condicbes FOR e NFOR por meio da utilizagdo de um protocolo de
de "overtraining” e avaliar o desempenho dos ratos por meio de testes de
esforgco maximo;
e Investigar as possiveis alteracdes desencadeadas pelas pelas condi¢cbes de
FOR e NFOR a sequir:
e Comportamentais: por meio de testes comportamentais da

determinacao das concentracdes plasmaticas de corticosterona,



e Eixo Hipotalamo-hipofise-adrenal (HHA): por meio das quantificacfes
das concentracdes de corticosterona e do peso de glandulas adrenais
(indice adrenosomatico);

e Biogquimicas: por meio da quantificacdo da lactatemia e glicemia antes

e apos a realizacéo de testes de esforco maximo.



1.3.REVISAO DE LITERATURA

1.3.1. "Nonfunctional overreaching" (NFOR) e Sindrome do "overtraining"
(SOT)

A sindrome de "overtraining", que foi descrita em 1923, tem sido considerada
uma patologia enigmética desde sua descoberta (CARFAGNO; HENDRIX, 2014). A
etilogia da condicdo NFOR/SOT esta relacionada com programas de treinamento
incorretos, notadamente, pelo desequilibrio entre o volume/intensidade e o tempo de
recuperagcdo. Contudo, existem outros possiveis indutores de NFOR/SOT, como
treinos monétonos, nimero elevado de competicdes e alteracdes comportamentais
(MEEUSEN et al., 2013).

Quando a periodizacdo do treinamento é prescrita inadequadamente e o
treino torna-se excessivo, os atletas podem desenvolver a condigdo NFOR (SILVA;
SANTHIAGO; GOBATTO, 2006). Alguns autores afirmaram que a condicdo NFOR
pode evoluir para a SOT, estado clinico que pode ser classificado como
“‘inadaptacao prolongada” do atleta (MEEUSEN et al., 2013). Entretanto, observando
cuidadosamente a literatura sobre este tema, a distincdo entre o estado NFOR e
SOT é ténue, pois estas condi¢cdes sdo comumente associadas aos mesmos sinais
e sintomas, sendo diferenciada apenas pelo tempo de recuperacao, onde a duracéo
por meses (Figura 1) pode ser observada nas duas condi¢cdes (HOHL et al., 2009;
CARFAGNO; HENDRIX, 2014). Estas condicbes podem ser apresentadas pelos
atletas de alto rendimento devido as grandes exigéncias existentes no meio
esportivo (CARFAGNO; HENDRIX, 2014).



Treinamento Treino intensificado
PROCESSO (sobrecarga) c
Fadiaa aquda Functional Nonfunctional Sindrome do
RESULTADO 98 49 overreaching overreaching overtraining
RECUPERAGAO dias dias - semanas semanas -[meses meses|- anos
L
DESEMPENHO | _ - reducéo e o redugao
temporaria ¢

Figura 1. Figura adaptada de Meeusen et al. (2013) dos possiveis
resultados do treinamento atlético.

Adicionalmente, em humanos, alguns sintomas que Ssd0 comumente
associados as condicbes NFOR/SOT podem ser observados na Tabela 1. E
importante ressaltar que atletas equinos também demonstraram sinais e sintomas
relacionados a essas condi¢cdes, como mudancas comportamentais relativas a
auséncia de equilibrio na relacdo treinamento:recuperacao. Estas foram associadas
ao elevado numero de competicbes, concomitante a periodos longos de transporte e
mudancas ambientais (GRAAF-ROELFSEMA et al., 2007). A ocorréncia da condi¢cao
NFOR/SOT em equinos foi descrita pela primeira vez em cavalos de corrida, por
meio de observacdes de cavalos e éguas que apresentaram sinais de fadiga e
reducdo da aptiddo fisica, bem como perda de peso corpéreo, inapeténcia e
alteracdes comportamentais (MCGOWAN; WHITWORTH, 2008). Estes sinais sao

semelhantes aos observados em humanos.



Tabela 1. Sinais e sintomas relacionados a sindrome do
"overtraining" e ao "nonfunctional overreaching" em humanos
Alteracdes na presséo arterial e frequéncia cardiaca;
frequéncia respiratoria aumentada; consumo de O2
aumentado em exercicio subméximo; fadiga cronica; taxa
metabdlica aumentada; reducdo de desempenho;
Fisiologicos recuperacao prolongada; tolerancia reduzida ao
treinamento; reducao da forca muscular; reducao da
capacidade maxima de trabalho; perda de coordenacéo
motora; nausea; dores de cabeca; inapeténcia; distlrbios
gastrintestinais.

. Fadiga mental; reducado de apetite; distlrbios do sono;
depressao; apatia geral; baixa autoestima; instabilidade
emocional; medo da competicdo; dificuldade de
concentracdo; mudancas na personalidade; aumento da
distracéo; irritabilidade.

Proteina C-reativa elevada; creatina quinase elevada;
balanco negativo de nitrogénio; reducdo das concentracdes
de lactato apos testes maximos e submaximo (paradoxo);
aumento na concentracdo de uréia; aumento na
concentracao de 4cido drico; disfuncao hipotalamica;
reducdo nas concentracdes de glicogénio muscular;
hemoglobina diminuida; reducao da testosterona livre;
aumento nas concentragdes de cortisol; diminuicdo da
glutamina plasmética; queda de peso; diminuicdo da
excrecdo urinaria de catecolaminas.

Aumento na suceptibilidade em contrair resfriados e
alergias; reducéo da atividade dos neutrdfilos; diminui¢cao
da contagem de linfocitos totais; aumento da contagem de
eosindfilos no sangue; diminuicdo das concentraces de
hemoglobina, ferro sérico e ferritina.

FONTE: ALVES; COSTA; SAMULSKY, 2006; GRAAF-ROELFSEMA et al., 2007,
MCGOWAN; WHITWORTH, 2008.

Psicologicos e
comportamentais

Metabdlicos,
neuroenddécrinos
e bioquimicos

Hematolégicos e
imunoldgicos

No esporte, a incidéncia de NFOR/SOT varia de acordo com a modalidade da
atividade exercida, sendo que esportes que envolvem altas cargas de treinamento,
onde o corpo esta sob grande estresse por longos periodos, como futebol, corridas,
natacdo e ciclismo, frequentemente possuem maior risco de desencadear essas
condi¢cGes, demonstrado maior porcentagem de ocorréncia de NFOR/SOT (ALVES;
COSTA; SAMULSKI, 2006; CARFAGNO; HENDRIX, 2014). Dentro deste contexto,
Armstrong e Vanheest (2002) relataram que estudos tém reportado que os sinais
clinicos destas condicdes ja foram observados em 33% dos jogadores de basquete
gue participam de 4 semanas de treinamento intenso (VERMA; MAKINDROO;
KANSA., 1978), 50% dos jogadores de futebol profissional durante uma temporada
competitiva de 5 meses, em que 0 treinamento ocorreu quatro vezes por semana
sendo realizado um jogo de campeonato por semana (LEHMANN et al., 1992) e em

mais de 60% dos corredores de longa distancia durante as suas carreiras atléticas
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(MORGAN et al., 1987). Carfagno e Hendrix (2014) salientam 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 episodios de SOT pelo menos uma vez
durante suas carreiras. A reducdo no rendimento resultante desta sindrome
costumeiramente é confundida com falta de estimulo (intensidade), levando, de
maneira equivocada, a prescricdo de cargas mais elevadas de exercicios pelos
treinadores, sendo que desta maneira, 0s atletas podem ultrapassar seus proprios
limites tornando-os mais susceptiveis a desenvolver o NFOR/SOT (HALSON;
JEUKENDRUP, 2004; FERRARESSO, 2010).

E notdrio que a carga ideal é dificil de ser determinada tanto para atletas
guanto para seus treinadores, podendo contribuir com a prevaléncia das condi¢cdes
NFOR/SOT em atletas humanos ou equinos (GRAAF-ROELFSEMA et al., 2007).

Esta sindrome, em esportes de alto nivel, tornou-se uma importante
intercorréncia, sendo observada em atletas que realizam programas de treinamento
comumente planejado de maneira equivocada. Mesmo que ndo exista um consenso
de que essas condi¢cdes causem danos irreversiveis ao atleta, estes estdo expostos
diariamente ao risco de lesdes, desenvolvimento de doencas ou retirada precoce do
esporte (ALVES; COSTA; SAMULSKY, 2006), ja que o controle para os fatores
desencadeados pelo NFOR/SOT é o repouso prolongado (CARFAGNO; HENDRIX
et al., 2014), sendo este necessario e essencial para a recuperacéo fisica e mental
do atleta (ALVES; COSTA; SAMULSKY, 2006). Portanto, € importante que os
profissionais e os demais envolvidos no treinamento esportivo compreendam melhor
0os sintomas e as causas do NFOR/SOT, afim de se obter um diagnostico
antecipado, auxiliando a reduzir a probabilidade de sua ocorréncia, tanto para atletas
humanos quanto equinos (DA CRUZ; JUNIOR; VIEIRA, 2013).

Existem biomarcadores com potencial para serem empregados no diagnostico
da NFOR/SOT, como horménios, e indicadores bioquimicos, bem como testes
psicolégicos e de esforco fisico (MEEUSEN et al.,, 2013). A avaliacdo da
variabilidade da frequéncia cardiaca em repouso (VFC) é um dos meios nao
invasivos para o controle da carga de treino e tem-se sugerido que este parametro
possa ser um marcador adequado para a SOT, quando realizadas avaliacbes
individuais do atleta (DE FREITAS, MIRANDA, BARRA-FILHO, 2009). A avaliacao



da aptidao fisica ainda representa o “padrao-ouro” no que se refere ao diagnostico
do NFOR/SOT (CUNHA; RIBEIRO; OLIVEIRA, 2006). A identificacdo de
biomarcadores tornaria viavel a possibilidade de que treinadores ajustem as cargas
de treinamento ideais de modo que possa evitar o desenvolvimento do NFOR/SOT,
melhorando a aptiddo fisica do atleta e sua qualidade de vida (ALVES; COSTA;
SAMULSKY, 2006). Em humanos, fatores de estresse pessoais, como perda de
sono, aspectos sociais, econdmicos, exposicdo a tensdes ambientais, pressdes
ocupacionais, dificuldades interpessoais, viagens e monotonia contribuem para o
aumento do risco de desenvolver a SOT (MEEUSEN et al., 2013). A realizacao de
experimentos sobre NFOR/SOT em roedores € importante, pois desta maneira
elimina-se a possibilidade de acumulacdo de estresse de situacfes nao referentes
ao treinamento, como as citadas anteriormente, que é um fator em estudos com
humanos (PEREIRA et al., 2012). Ademais, tal modelo possibilita que seja realizada
a andlise de amostras teciduais e sanguineas, permitindo o esclarecimento dos

diversos mecanismos envolvidos nestas condi¢cdes (PEREIRA et al., 2012).

1.3.2. NFOR/SOT, eixo Hipotalamo-Hipo6fise-Adrenal (HHA) e cortisol

O exercicio fisico € um estimulo estressante que pode influenciar a secrecao
basal de diversos horménios, notadamente o cortisol (TABATA et al., 1989; GRAAF-
ROELFSEMA et al., 2007; RIVERO et al., 2008). Os principais produtos hormonais,
como a adrenalina, noradrenalina e o cortisol tem como funcédo redistribuir os
"combustiveis" metabdlicos, manter a glicose no sangue e aumentar a capacidade
de resposta do sistema cardiovascular (MEEUSEN et al., 2013), sendo que o cortisol
desempenha um importante papel em relacdo a regulacdo da ansiedade
(CHAMPAGNE et al., 2008).

Por muito tempo tem-se levantado a hipétese da ocorréncia de desregulacao
central mediada por hormonios durante a SOT, relacionada a uma inadaptacao do
eixo hipotadlamo-hipéfise-adrenal (HHA) e que a avaliagdo das concentragbes
hormonais poderiam axiliar na deteccao desta patogenia (MEEUSEN et al., 2013).
Neste contexto, durante o periodo de restabelecimento da homeostase, devido ao

estresse provocado pelo exercicio, os eventos hormonais podem ser divididos em
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catabolicos, com menor tolerancia ao esfor¢o seguido pelos anabdlicos, com maior
capacidade de adaptacédo e desempenho (GRAAF-ROELFSEMA et al., 2007). Um
dos sistemas ativados nesta fase é o eixo HHA. Quando a homeostase nao é
restaurada, 0 organismo vivencia o estresse crénico que estimula a ativacéo cronica
do sistema endocrino, provavelmente desencadeando uma desordem
neuroendocrina como a observada na SOT (GRAAF-ROELFSEMA et al., 2007).

Esta estimulacdo crénica do eixo HHA pode levar ao aumento nas
concentracdes de cortisol em humanos e de corticosterona nos roedores, horménios
que em altas concentracdes podem desencadear diversas respostas nao desejaveis
ao organismo, como diminuicdo da resposta imunoldgica e resisténcia a insulina
(CONTARTEZE et al.,, 2007; RIVERO et al., 2008), bem como o surgimento de
psicopatologias, como depresséo e ansiedade (DE KLOET; KARST; JOELS, 2008).

Artigo de revisdo sobre a sindrome de "overtraining", que comparou humanos
com equinos, revelou que exercicios de alta intensidade ou resisténcia (endurance)
causam aumento de ACTH e cortisol (GRAAF-ROELFSEMA et al.,, 2007). A
avaliacdo das concentracGes de cortisol apés testes de esforgco maximo de campo e
em esteira demonstraram que a sindrome de "overtraining” em cavalos de corrida
esta associada a uma diminuicdo da concentracao deste hormodnio (GOLLAND et al.,
1999; HAMLIN; SHEARMAN; HOPKINS, 2002). Em humanos, estudo com
individuos em OT relatou concentracdes de cortisol elevadas quando comparadas
com aquelas obtidas em individuos com atividade fisica normal (URHAUSEN;
GABRIEL; KINDERMANN, 1998). Em estudo realizado com ratos em exercicio
agudo, a realizacdo da natacdo na maxima fase estavel de lactato e 25% superior a
esta provocou aumentos das concentracdes de ACTH e corticosterona comparadas
aos animais em repouso (CONTARTEZE et al., 2007). No entanto, nem sempre sao
observados aumentos nas concentracfes séricas desse hormdnio na condicédo
NFOR/SOT (HALSON; JEUKENDRUP, 2004).

E importante ressaltar que existe grande divergéncia de resultados na
literatura em relacdo as alteracbes nas concentragcdes de cortisol e a condigao
NFOR/SOT (KREHER; SCHWARTZ, 2012). Alguns autores nao verificaram
alteracdo na concentracdo plasmatica basal de cortisol em atletas em OT (HOOPER
et al, 1993; URHAUSEN; GABRIEL; KINDERMANN, 1998). Outros estudos
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observaram um aumento (BARRON et al., 1985; ADLERCREUTZ et al., 1986) e até
mesmo diminuicdo (LEHMANN et al., 1992).

Diversas hipoteses foram propostas para explicar a ocorréncia da disfuncéo
no eixo HHA provocada pelo NFOR/SOT. Varios estudos forneceram evidéncias de
que o "overtraining" est4 associado a disfungdo hipotalamica, sendo esta associada
com um leve grau de insensibilidade da hipéfise (GRAAF-ROELFSEMA et al., 2007).
Foi identificado uma disfuncdo no eixo HHA em pesquisa com atletas com SOT,
sendo que esta foi associada a ocorréncia de hipersensibilidade da hipéfise seguida
por exaustdo/esgotamento dos hormdnios produzidos por este eixo (MEEUSEN et
al., 2004), sendo responsavel por uma resposta hormonal prejudicada (GRAAF-
ROELFSEMA et al., 2007). Ademais, foi sugerido uma possivel insuficiéncia da
adrenal com consequente reducdo das concentracdes de cortisol circulante, esta
ocorréncia esta relacionada com estresse fisico causado pelo "overtraining" podendo
causar esgotamento dos hormonios produzidos por essas glandulas (ARMSTRONG,;
VANHEEST, 2002; BROOKS; CARTER, 2013).

Além da quantificacdo das concentracdes de corticosterona em roedores,
outro método indireto de andlise da possivel resposta estressante provocada pelo
exercicio e da eventual disfungcdo das adrenais é por meio da pesagem destas
glandulas, fazendo-se o peso relativo da glandula em relacdo ao peso corpéreo
(indice adrenosomaético), pois quando sua atividade esta muito aumentada e por um
longo periodo de tempo essa glandula pode sofrer alteracdes em seu peso (REAL,
2009). Neste contexto, estudos com ratos treinados em esteira mostraram uma
tendéncia para um maior peso relativo da adrenal, demonstrando que a corrida
resultou em hipertrofia adrenal (MORASKA et al.,, 2000; LALANZA et al., 2012),
resultado associado a adaptacdes potencialmente negativas do exercicio. Outro
estudo com roedores verificou no grupo submetido ao treinamento anaerébio em
escada um aumento de 50% no peso da adrenal (RODRIGUES; BORIN; DA SILVA,
2016). A hipertrofia adrenal faz parte de alteracdes fisiopatoléogicas comuns
produzidas pelo estresse cronico e ocorre possivelmente devido a exposicdo
repetida ao estressor (exercicio) que causa a ativacdo crbnica do eixo HHA
(MORASKA et al., 2000). Este estimulo cronico da glandula adrenal resultara em
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proliferacdo de células corticais adrenais causando a hipertrofia (MORASKA et al.,
2000).

Embora existam estudos e hipoteses relacionadas a participacdo dos
horménios produzidos pelo eixo HHA e a disfuncdo neuroenddcrina observada na
SOT, ainda existe uma lacuna na literatura a respeito da relagcdo entre HHA,
corticosterona e comportamento. Informacdes detalhadas sobre as mudancas
hormonais em conjunto com alteracbes no indice adrenosomatico bem como no
comportamento poderiam fornecer uma maior compreensdo no entendimento da
adaptacdo normal do eixo ao treinamento e as adaptacdes patologicas relacionadas
ao NFOR/SOT. Portanto, estudos que busquem investigar as alteracbes destes
fatores modulados pelo NFOR/SOT em ratos Wistar em conjunto com avaliacdes
gue envolvam variaveis comportamentais e bioquimicas sdo essenciais para auxiliar

no entendimento dos sinais e sintomas provocados por esta patologia.

1.3.3. NFOR/SOT e aspectos comportamentais

A presenca de alteragbes comportamentais em casos de NFOR/SOT é
relativamente conhecida. O pesquisador William Morgan, nos anos 80, desenvolveu
um estudo seminal sobre este tema, em nadadores universitarios e em outros atletas
por meio de questionarios de perfil de estados de humor (POMS - "Profile of Mood
States"), que tem por finalidade avaliar as alteragbes comportamentais. Estes
individuos relataram eleva¢gbes nos humores negativos, como depresséao, tensao,
raiva e reducdo nos humores positivos durante os periodos de treinamento rigoroso
(DE FREITAS; MIRANDA; BARA FILHO, 2009; MEEUSEN et al., 2013). A avaliagao
psicolégica tem sido muito utilizada na tentativa de analisar os efeitos das cargas de
treino (KELLMANN, 2002), sendo hoje considerada um dos métodos mais eficazes e
nao invasivos para deteccdo e prevencado das condicdes de NFOR/SOT em atletas
humanos, realizada em conjunto com registros de desempenho e alteracbes
hormonais (MORGAN et al.,1987; RIETJENS et al., 2005; GRAAF-ROELFSEMA et
al., 2007).
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Com relacdo aos sintomas psicologicos e comportamentais observados no
NFOR/SOT, alguns estudos revelaram uma relacdo proporcional entre os disturbios
de humor e as cargas de treinamento (FLYNN et al., 1994; SILVA; SANTIAGO;
GOBATTO, 2006), que muitas vezes precedem alteracbes nas concentracfes de
cortisol em humanos (O'CONNOR et al., 1989; COUTTS et al., 2007; MEEUSEN et
al., 2013). Equinos podem apresentar modificagbes comportamentais relacionados
ao excesso de treinamento. Observaram queda de desempenho acompanhada por
sintomas como o nervosismo, falta de vontade de iniciar sessoes, irritabilidade,
sendo que estes animais tornaram-se mais dificeis de lidar (PERSSON, 1983;
MCGOWAN; WHITWORTH, 2008; RIVERO et al.,, 2008), revelando distlurbios
comportamentais semelhantes aos encontrados em humanos.

Alteracbes comportamentais em roedores em respostas a diferentes
intensidade de exercicio fisico sdo descritas na literatura, no entanto, estudos
envolvendo roedores submetidos a protocolos de inducdo de FOR e NFOR/SOT
previamente definidos e distirbios comportamentais ndo foram encontrados. Desta
maneira torna-se clara a importancia do desenvolvimento de estudos relacionados
as alteracdes de comportamento causadas pelo NFOR/SOT em roedores, visando
auxiliar a desvendar as possiveis vias envolvidas no desencadeamento dos
sintomas psicopatoldgicos provocados por essas condi¢des, sendo que futuramente
estes estudos podem contribuir para o desenvolvimento de possiveis tratamentos
para os sintomas psicolégicos encontrados em atletas de alto rendimento.

A avaliagdo comportamental em roedores € realizada por meio da utilizagédo
de testes comportamentais como o labirinto em cruz elevado (LCE) e o campo
aberto (CA) (Figuras 2 e 3). Estes modelos foram desenvolvidos com o objetivo de
se avaliar os efeitos ansiolitico ou ansiogénico de determinados farmacos. Também
para estudos sobre emocionalidade de ratos em ambientes ndo familiares,
possibilitando a avaliacdo da atividade exploratéria sobre um ambiente novo e néao
familiar (RODGERS; DALVI, 1997; HO; EICHENDORFF; SCHWARTING, 2002).
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Figura 2. Labirinto em cruz elevado Figura 3. Campo aberto

1.3.4. NFOR/SOT e lactato

Durante os ultimos anos, foi descoberto que o lactato ndo € somente um mero
produto residual do metabolismo celular, mas pode atuar também como substrato
energético para a musculatura esquelética, sendo a literatura recente revelou que
possivelmente os neurbnios também podem utilizar este metabdlito para producéo
de energia e como neurotransmissor (PROIA et al., 2016).

O lactato € um monocarboxilato, sendo um composto produzido no final da
glicélise anaerdbia, processo que a glicose € clivada enzimaticamente a piruvato,
gue 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). Dependendo do tipo de fibra muscular pode haver taxa de
glicdlise alta durante o exercicio (BONEN, 2001; BERGERSEN, 2007).

Durante o exercicio de baixa intensidade, o metabolismo muscular produz
energia (ATP) predominantemente pela via aerébia, a partir da contracdo de fibras
oxidativas, tipo I. Com o aumento da intensidade do exercicio, a demanda por
energia (ATP) aumenta. Desta maneira, a participacdo da via anaerdbia torna-se
fundamental para que o o atleta atinja altas velocidades, ocorrendo mobilizagéo de
fiboras musculares conhecidas como glicoliticas, tipo Il (CARVALHO; MASUDA;
POMPEU, 2005). Dependendo da aptidao fisica do atleta, nesta fase ocorre acumulo
de lactato sanguineo indicando maior contribuicdo do metabolismo anaerdbio para
producgdo de ATP (CARVALHO; MASUDA; POMPEU, 2005).
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Em exercicios de intensidade moderada a intensa, o carboidrato € o principal
substrato energético envolvido, sendo este estocado sob a forma de glicogénio no
muasculo que durante a atividade fisica € rapidamente depletado, sendo que em
niveis criticos, sua deplecdo esta associada a fadiga, sendo que esta deplecéo de
glicogénio durante o exercicio parece possuir influéncias tanto nas concentracdes
plasmaticas de glicose e lactato (CONLEE et al., 1987).

Entre 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; RIBEIRO; OLIVEIRA, 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 (ARAUJO et al., 2008). Portanto, a analise deste metabdlito em conjunto
com outros parametros tem se mostrado um bom indicador de esfor¢o anaerobio, o
que permite sua utilizagdo como um marcador da NFOR/SOT durante o treinamento
em conjunto com a avaliacdo de outros parametros (BOSQUET; LEGER; LEGROS,
2001; BONIFAZI; SARDELLA; LUPPO, 2000).

Em estudos com NFOR/SOT realizados em nadadores, corredores, ciclistas e
triatletas foram observados reducdo da aptiddo fisica acompanhada por uma
reducdo na concentracdo maxima de lactato (URHAUSEN; KINDERMANN, 2002) e
reducao do lactato sanguineo em resposta a testes submaximos (CUNHA; RIBEIRO;
OLIVEIRA, 2006). Outros estudos demonstraram que individuos que apresentaram
"overtraining” e "overreaching" obtiveram reduc¢des nas concentracdes de lactato em
teste incremental quando comparados ao controle (BOSQUET; LEGER; LEGROS,
2001). Em cavalos em "overtraining”, diferentemente do que € observado em
humanos, foi descrito um aumento das concentracfes de lactato apos testes
maximos e subméaximos (HAMLIN; SHEARMAN; HOPKINS, 2002).

A avaliacdo da lactatemia sanguinea € um método utilizado na rotina durante
o condicionamento atlético (CUNHA; RIBEIRO; OLIVEIRA, 2006), sendo relevante
diferenciar os efeitos do condicionamento dos efeitos do NFOR/SOT, tornando
importante desvendar se as quantificacbes das concentracdes de lactato poderiam
ser usadas como instrumento no diagnéstico destas condi¢cdes. No entanto, uma das

dificuldades existentes é que tanto o condicionamento como o NFOR/SOT
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promovem deslocamento da curva do lactato para a direita (CUNHA; RIBEIRO;
OLIVEIRA, 2006), evento comumente associado a melhoria na aptiddo fisica.
Contudo, no NFOR/SOT este deslocamento pode estar relacionado ao "paradoxo do
lactato” (GRAAF-ROEFSELMA et al., 2007), que é caracterizado pelo deslocamento
da curva devido a deplecdo nas reservas de glicogénio. Por ser uma técnica
acessivel e bastante utilizada no meio esportivo, o controle do lactato pode ser uma
ferramenta viavel na prevencdo do NFOR/SOT (CUNHA; RIBEIRO; OLIVEIRA,
2006), por isso estudos que busquem elucidar os componentes relacionados as
alteracdes neste metabdlito em conjunto com as avaliacdes da aptidao fisica sédo
importantes, sendo capaz de contribuir no desenvolvimento de técnicas faceis e
viaveis que possam facilitar o acompanhamento do treinamento, auxiliando na
melhora da aptiddo fisica e evitando a reducdo da performance atlética bem como
do desenvolvimento do NFOR/SOT.

Nosso grupo de pesquisa vem desenvolvendo estudos que utilizam as
concentracfes sanguineas e plasmaticas de lactato como indicadoras da
intensidade do esforco realizado por ratos durante protocolos de inducdo de
NFOR/SOT, levando em consideracdo que este metabdlito € um possivel indicar
dessas condicoes.

Dentro do contexto geral da NFOR/SOT, no presente estudo, nds obtivemos
resultados relevantes a partir do desenvolvimento de FOR e NFOR obtido a partir de
um delineamento experimental com roedores, que realizaram um protocolo de
"overtraning” em modelo animal desenvolvido e caracterizado pela equipe do
Laboratério de Bioquimica do Exercicio (LABEX) da Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP) (HOHL et al.,, 2009). Desta maneira, o proximo capitulo
intitulado "Treinamento e "overtraining” induziram alteracbes comportamentais e
bioguimicas em ratos Wistar" esta apresentado na forma de artigo. Neste manuscrito
foram apresentadas informacdes sobre alteracdbes comportamentais e
principalmente sobre a dinAmica das concentracdes plasmaticas maximas de lactato

e glicose ao longo do periodo experimental.
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CAPITULO 2 - Treinamento e "overtraining" induziram alteracdes

comportamentais e bioquimicas em ratos Wistar

2. INTRODUCAO

O treinamento de atletas de alto rendimento é um procedimento complexo,
onde deve existir equilibrio entre as cargas de treinamento e a recuperacao, sendo
que o objetivo principal € fornecer ao organismo estimulos adequados para induzir
mudancas adaptativas que conduzirdo num incremento da performance (27). Neste
contexto, elevacbes nas intensidades de treinamento produzem resposta
estressante e sdo costumeiramente realizadas por treinadores na tentativa de
melhorar a aptiddo fisica dos atletas (1). No entanto, muitas vezes o nivel de
estimulo fisico imposto ao atleta ultrapassa o limite. Tais fatores podem provocar
desequilibrios, como o desencadeamento do "overtraining” (OT) (27).

Tendo em vista o conflito de nomenclatura existente na literatura sobre OT, no
presente estudo seguimos o posicionamento da "Joint Consensus Statement of the
European College of Sport Science and the American College of Sports Medicine"
(23), que definiu "overtraining” como um processo de intesificagcdo do treinamento
com possivel inducdo das condicdes "functional overreaching'" (FOR), "nonfunctinal
overreaching?' (NFOR) e a sindrome de "overtraining" (SOT).

Quando o equilibrio entre o ciclo de incremento progressivo do treinamento e
recuperacao é interrompido, pode ocorrer a condi¢cdo conhecida como FOR (1). Este
processo pode ser incluido na periodizacdo do programa de treinamento, pois
quando sdo prescritos periodos de recuperacdo adequados, pode ocorrer aumento
da performance do atleta, efeito conhecido como "supercompensagdo” (23). A
condicdio NFOR ¢é caracterizada pela intensificacdo continua do treinamento
associada a prescricdo incorreta da recuperacao (27), tendo como resultado a
estagnacdo ou reducdo do desempenho, condicdo que pode perdurar semanas ou
meses, podendo apresentar sinais clinicos, fisiologicos e comportamentais

(1,16,18,23). A condicdo NFOR pode evoluir, ao longo do tempo, para a SOT,

IFunctional overreaching= overreaching funcional
2Nonfunctional overreaching = overreaching nédo funcional
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sindrome que possui etiologia multifatorial, provocando reducdo da capacidade fisica
acompanhada de uma "inadaptacdo psicosomatica" do atleta, possuindo tempo de
recuperacédo ainda mais prolongado (5,27).

Além da reducdo de desempenho e alteragcbes comportamentais, como
ansiedade, depresséao e distarbios de humor, alguns sinais clinicos sédo associados a
NFOR/SOT em humanos. Entre eles, destacam-se reducdes de apetite e peso
corporeo, disturbios de sono, aumento de enfermidades respiratérias, alteracbes
cardiovasculares e reducdo na concentracdo plasmatica de lactato [lac] apos testes
de esforco méximo (4,10). No entanto, quando observadas isoladamente, nenhuma
destas ocorréncias foi considerada confidvel para o diagnostico destas condicfes
(18,23).

A interacdo entre cargas progressivas e extenuantes podem produzir
distarbios comportamentais que, por vezes, podem preceder alteracdes nos
biomarcadores bioquimicos e enddcrinos da resposta estressante, como o lactato e
o cortisol (7,11,23). Estudos que destacaram fatores desencadeantes para inducao
de NFOR/SOT, como fadigas sucessivas (17), demonstraram que os indicadores
comportamentais podem ter sensibilidade diagnostica maior, sendo mais
consistentes quando comparados aos fisiologicos, podendo ser uma ferramenta
eficaz para diagndstico e prevencdo de NFOR/SOT em atletas humanos (33).

As equipes multidisciplinares que monitoram os atletas de alto rendimento
tém dificuldade para prevenir ou estabelecer o diagnostico de NFOR/SOT (37),
sendo que estes individuos possuem alta incidéncia dessas condi¢des durante suas
carreiras (27). Variaveis comportamentais, bem como, indicadores fisiolégicos de
treino e desempenho devem ser avaliados sob uma perspectiva integrada (5). Neste
sentido, faz-se necessario que testes de desempenho realizados sistematicamente,
em conjuncdo com a quantificacdo da [lac], sejam relacionados com resultados
obtidos a partir de testes comportamentais que possam avaliar ansiedade,
depressao, medo, entre outros (17).

Parece claro que estudos sobre NFOR/SOT induzida experimentalmente em
humanos, possuem um limite ético entre pesquisadores e a sociedade, devido aos
impactos causados por essas condicbes (15). Portanto, o desenvolvimento e a

utilizacdo de modelos experimentais com roedores pode ser vantajosa como método
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para 0 conhecimento das variaveis envolvidas na etipatogenia dos disturbios
comportamentais e fisiolégicos presentes na FOR-NFOR/SOT.

Estas modificacbes comportamentais podem ter componentes neuro-
endocrinos, como das vias gabaérgicas, noradrenérgicas e serotoninérgicas.
Adicionalmente, sdo descritas algumas alteragcbes no eixo hipotalamo-hipdfise-
adrenal (HHA) na NFOR/SOT (11), sendo que o exercicio fisico crénico pode
modificar as concentracdes de cortisol em humanos (11), bem como de
corticosterona em ratos (6). Este fato evidencia a necessidade de se quantificar
estes indicadores de estresse no organismo. Alguns estudos relacionando o
NFOR/SOT e cortisol ndo verificaram alteracdo na concentracdo de cortisol de
repouso em atletas sob condicéo de "overtraining" (24), enquanto outros observaram
aumento (35) e até mesmo diminui¢éo (20). E importante ressaltar que os resultados
encontrados na literatura em relagéo a este hormonio s&o bastante divergentes (25).

Do ponto de vista bioquimico, o principal marcador do NFOR/SOT pode ser o
lactato plasmatico, que pode ser avaliado em conjunto com a glicemia, sendo
indicador da necessidade de utilizacdo da via glicolitica anaerdbia para contracéo
muscular. Isto permite a avaliacdo da fadiga nas condigcdes FOR e NFOR/SOT (2).
Alguns estudos mostraram que atletas humanos de resisténcia, sob condigcéao
NFOR/SOT podem apresentar diminuicdo na [laclmax (5,37). Notou-se também
reducdo nas [lac]s em resposta a testes submaximos (11,12,37), bem como
mitigacdes nas [lac]ls em teste de esfor¢co incremental (2). A SOT foi estudada em
modelos experimentais em roedores (29) e a indu¢cdo de FOR/NFOR usando tais
métodos indicou que a reducdo do desempenho parece ser a Unica caracteristica
consistente quando comparado a atletas humanos (11). Portanto, estudos sobre
testes de esforco maximo sdo considerados essenciais para diagndstico de tais
condi¢bes (23), sendo que a dinamica do lactato parece ser lacuna nos roedores em
FOR/NFOR.

Até onde sabemos, ndo foram realizados estudos da influéncia da FOR/NFOR
sobre varidveis comportamentais, bioquimicas e hormonais em roedores. Visando a
auxiliar na busca por marcadores desta disfuncéo, nossa hipotese foi relacionada
com efeito ansiogénico e/ou depressor e as alteragdes bioquimicas e hormonais

provocadas pelo modelo de inducdo de FOR e NFOR. Pensando em responder esta
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questdo, nods investigamos a influéncia de um protocolo de "overtraining" (15) para
inducdo de FOR/NFOR sobre o comportamento, concentragoes de lactato, glicose e

corticosterona em ratos Wistar.

2.1. METODOS

2.1.1. Animais. O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Univ Estadual Paulista (UNESP),
Jaboticabal/SP-Brasil (n°® 23593/15). Inicialmente utilizaram-se 100 ratos Wistar
machos, jovens, peso corpéreo (PC) entre 150 e 200 g, alojados no biotério do
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal do Laboratério de Farmacologia e
Fisiologia do Exercicio Equino (LAFEQ) da Faculdade de Ciéncias Agréarias e
Veterinarias, UNESP - Jaboticabal/SP. Os ratos foram mantidos em ciclo de claro-
escuro invertido 12:12 h (luz das 18:00 - 6:00 h) com temperatura ambiente de
aproximadamente 23°C. Ragdo para roedores (Agromix Nutricdo Animal -
Jaboticabal/SP- Brasil) e 4gua foram fornecidos "ad libitum".

2.1.2. Protocolo de "overtraining" (PO). O protocolo "overtraining” utilizado foi
desenvolvido e caracterizado pela equipe do Laboratério de Bioquimica do Exercicio
(LABEX) na Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP, Campinas/SP) (15)
com um periodo adaptativo de trés semanas e adicdo de uma semana de
treinamento ao final do PO, na qual foram realizadas 4 sessfes diarias e duas horas
de pausa entre elas (Tabela 1). Os ratos foram adaptados a esteira composta por 12
pistas individuais que possui grades de choque localizadas posteriormente a manta
de rolamento (AVS projetos - Sdo Carlos/SP - Brasil). Este dispositivo fornece
estimulo elétrico de 1,5 mA, sendo considerado suave (15). Apés este procedimento,
procedeu-se a exclusdo de 25 ratos que ndo andaram voluntariamente na esteira.
Apods o periodo adaptativo, os ratos foram submetidos ao PO por 12 semanas. Estas
foram organizadas em 5 fases (F1-F5) de treinamento na esteira. Semanalmente, a
prescricao de treino foi de 5 dias consecutivos de sessdes de exercicio, com 2 dias
subsequentes de repouso passivo para recuperacao. As sessoes de treino durante o
PO ocorreram sempre no ciclo escuro, que corresponde ao periodo de atividade dos

ratos.
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A F1 foi composta por 4 semanas. Nesta fase houve incremento tanto da
velocidade como na duracdo de cada sessédo. Tal procedimento teve como objetivo
aumentar a adaptacdo a esteira e a aptidao fisica dos ratos. Na F2, a velocidade,
bem como a duracéo alcangadas ao final da F1 (25 m.min"}/60 min) foram mantidas
por mais 4 semanas. Nas 4 Ultimas semanas de condicionamento, a frequéncia de
sessoOes diarias foi aumentada para 2, 3 e 4 vezes e o0 periodo de recuperacao entre
estas foi restringido a quatro, trés e duas horas (F3, F4 e F5, respectivamente).
Nestas trés fases foi mantida a velocidade e a duracdo das sessbes da F2. O
proposito destas fases foi promover desequilibrio entre sobrecarga e recuperacao.
Ao final desse periodo parte dos ratos foi submetida a uma fase de recuperagéo
passiva que perdurou duas semanas (RP1-RP2). Neste periodo aplicou-se os testes

comportamentais (Tabela 1).

TABELA 1. Protocolo de "overtraining” (15).

Frequéncia
Fases do Hora de Velocidade Tempo de Recuperacéo
Semana = . - ~
Protocolo execucao (m/min) (min) sessfes (horas)
diarias
Adaptacio pré 18 13:00-17:00 12 10 1x 24
i 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
a . _ .
Fase 1(F1) 2 13:00-17:00 20 30 1x 24
32 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
a . _ .
Fase 2(F2) 6 13:00-17:00 25 60 1x 24
72 13:00-17:00 25 60 1x 24
82 13:00-17:00 25 60 1x 24
Fase 3 (F3) 92 6:00-18:00 25 60 2x 4
Fase 4 (F4) 102 6:00-18:00 25 60 3x 3
112 6:00-18:00 25 60 4x 2
Fase 5 (F5)
122 6:00-18:00 25 60 4x 2
12 (RP1) Sem treino (fim do protocolo) - Realizacdo testes
Recuperacao comportamentais
passiva ) )
22 (RP2) Sem treino (fim do protocolo)

PO= Protocolo de "overtraining"
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2.1.3. Testes de desempenho. O delineamento experimental para indu¢do de FOR
e NFOR pode ser visualizado na Figura 1. Aplicaram-se testes de esforco maximo
(Tmax) para avaliacdo do desempenho dos ratos. Todos os testes foram realizados
60 h apos a Ultima sessédo de treino semanal, sendo que os ratos retornaram as
suas atividades de treino apos 48 h de repouso.

Todos os ratos foram pesados imediatamente antes aos Tméaxs, sendo que
estes PCs foram utilizados para o calculo do desempenho. Os Tmaxs iniciaram
numa velocidade de 12 m.min, que foi incrementada 1 m.mint a cada 2 min, até
que a velocidade de 20 m.min? fosse antingida. Ato continuo, incrementou-se a
velocidade para 2 m.min a cada 3 min. Este acréscimo foi mantido até que os ratos
atingissem a exaustao, caracterizada quando os ratos tocassem a grade de estimulo

elétrico cinco vezes no periodo de 1 min.

Rat 70 <D <230 T'mix | FASES
Ratos iniciais5® Ratos corredores=> ochgo rnnl (n = 49) > +_
(1 =100) (n=175) '
F1 (4 semanas)
3 semanas de Grupo C (n = 16) Grupo TR (n=33) Pyl
adaptagdo

F2 (4 semanas)

3H—
| _F3 (1 semana)

| _F4 (1 semana)

671 F5(2 semanas)

EUTANASIA: |

-,r__) coletas sanguineas e i
1

1

das glandulas

| '
GrupoC (n=16) FOR (n=19) NFOR (7= 14) )l ! adrenais .
A }‘ ’, ---------------
_________________________________________ 4

[} I I H

! Submetidos a f----{ Submetidosa j|__! Submetidosa }/ f ‘

! eutanasia (n=8) | ! isia (n=8 i sia (n=8) | FIM DO
Lutandsia (n - 8 J eutandsia (n —8) y | eutandsia (n = 8) PROTOCOLO

RP1 (1 semana)

—— ==

Testes i
: comportamentais i

EUTANASIA: |
__________________________________ : coletas sanguineas e I
hﬁ das glandulas H

1 adrenais _:

FIGURA 1 - Fluxograma do experimento. Seta: selecdo antes do treinamento;
Linhas com circulo: selecdo ap6s Tméax-1; Linhas tracejadas: ratos submetidos a
eutanasia para coletas sanguineas e das glandulas adrenais. Linha pontilhada: ratos
submetidos aos testes comportamentais. TR, grupo treinado; C, controle; FOR,
"functional overreaching”; NFOR, "nonfunctional overreaching”; D, desempenho
(kg.m); RP1/RP2, 2 semanas de recuperacéo passiva.
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2.1.4. Quantificacdo do desempenho (D). Para determinagédo do desempenho de
cada rato empregou-se modelo massa-dependente previamente definido (15). Tal
procedimento considera todas as forcas relativas ao PC e as velocidades
proporcionais a intensidade de esforco (velocidade de corrida), atingida pelo rato em
cada etapa do Tméax. Desta maneira, a poténcia mecénica torna-se proporcional a
massa do rato vs. velocidade percorrida em cada etapa (15). O desempenho foi

expresso em quilogramas-metros (kg.m), como exemplificado na seguinte equacéao:

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

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

rato durante o teste.

2.1.5. Grupos experimentais. A partir dos resultados obtidos no Tmax-1, de acordo
com Hohl et al. (15), os ratos que obtiveram desempenho ente 70 e 230 kg.m (n =
49) foram selecionados para participar do PO. Dezesseis ratos foram utilizados
como controle (C) e foram submetidos a um condicionamento leve (1 sesséao/d /
2x/semana /12 m.min?1). Os 33 ratos remanescentes compuseram, inicialmente,
grupo treinado (TR) e participaram do PO. Para verificar se o desempenho do rato
reduziu (NFOR) ou ndo (FOR), apds o Tméax-7, quantificamos o grau de inclinacdo
(a) obtido a partir de uma fungao linear (y=ax+b) por meio da regressao linear dos
minimos quadrados.

Esta regressdo matematica foi elaborada a partir dos resultados (D) obtidos
nos Tmax-3, 4, 5, 6 e 7. O valor de diminuicdo de desempenho para a separagao
dos grupos FOR e NFOR foi baseado nos valores de a obtidos no grupo C, que
obteve inclinagédo de 14,38 + 15,36 kg.m. Portanto, o valor de a critico para distingao
dos grupos FOR e NFOR foi estabelecido a partir do valor médio dos individuos que
compuseram o grupo C menos 1 DP (15), sendo que o a critico foi - 0,98 kg.m. O
resultado deste procedimento pode ser visualizado na Figura 2, onde encontra-se o
histograma da distribuicdo de todos os ratos que realizaram o PO, realizada de

acordo com a critico. Esta distribuicdo revelou a existéncia de dois grupos, sendo
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que ratos com a < -0,98 kg.m foram classificados como NFOR e ratos com a > -0,98
kg.m como FOR. Desta maneira, obtivemos os grupos FOR (n = 19) e NFOR (n =
14). Ato continuo, 8 ratos de cada grupo experimental (C, FOR e NFOR) foram
submetidos a eutanasia logo apdés o Tmax-7, para obtencdo de amostras
sanguineas e retirada das glandulas adrenais. O restante foi submetido a duas

semanas de recuperacao passiva, como descrito anteriormente.

81 NFOR FOR

Numero de ratos
~
|

LA

UMM o

Valores de a

FIGURA 2 - Histograma de distribuicdo dos grupos;
"nonfunctional overreaching" (NFOR, n = 14) e "functional
overreaching" (FOR, n = 19). A seta indica o a critico de -0,98
kg.m utilizado para classificacdo dos grupos.

2.1.6. Avaliacao do periodo de recuperacédo. Apés o término do PO (Tméax-7), os
ratos remanescentes dos grupos C, FOR e NFOR foram submetidos a periodo de
recuperacdo passiva que teve duracdo de 11 dias. Quantificaram-se PC, consumo
de racéo e ingestdo de 4gua a cada dois dias. Para tanto, 4 ratos foram distribuidos
em caixas coletivas, de acordo com 0s grupos experimentais.

Foram fornecidos 400 g de racdo e 500 mL de agua, por caixa, sendo estas
guantificadas em balanca digital e proveta, respectivamente. Os valores de consumo

diario para estes itens, foram obtidos calculando-se o total fornecido subtraido
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daquilo que restou no dia seguinte, sendo o valor final dividido pelo nimero de

animais de cada caixa.

2.1.7. Testes comportamentais. Para avaliacdo das possiveis alteracdes
comportamentais foram realizados os testes labirinto em cruz elevado (LCE) e
campo aberto (CA) na primeira semana de recuperacdo (RP1). Os ratos foram
submetidos ao LCE duas vezes consecutivas, com 1 dia de intervalo entre as
medicdes. Ja o CA foi realizado uma Unica vez. Os testes ocorreram sempre no
periodo das 13:00 as 17:00 h.

Utilizaram-se contadores e crondmetros manuais para mensuracdo das
variaveis avaliadas, que foram quantificadas por um observador que permaneceu
numa sala monitorando as atividades de cada rato avaliado, individualmente, por um
periodo de 5 minutos, por meio de uma camera ligada a uma televisdo. Entre um
teste e outro, os aparelhos foram limpos com solugdo hidroalcodlica 5% (v/v), para
eliminacao dos possiveis sinais odoriferos deixados pelo rato antecessor.

Composto por uma arena circular, com o fundo demarcado em parcelas,
durante o CA foram mensuradas as variaveis comportamentais: frequéncia de
locomocéo, levantar, autolimpeza corporal ("grooming"), defecacédo, miccéo e
periodo de imobilidade (3).

O LCE possui dois bracos abertos que sdo cruzados por dois bracos
fechados, elevados a 50 cm do chado. 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. Calcularam-se as
porcentagens de entrada e de tempo despendido nos bracos abertos conforme
mostrado abaixo:

n° de entradas BA X 100

% de entradas no brago aberto= 4 o o BAYBF

Tempo em BA x 100
Total de tempo BA+BF

% de tempo no braco aberto=

Onde: BA= Braco aberto; BF= Braco fechado.
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2.1.8. Corticosterona. Para quantificagdo da corticosterona de repouso
([cort]repouso), as amostras sanguineas foram obtidas por meio puncdo da
extremidade distal da cauda dos ratos que foi levemente lancetada. Para facilitar tal
procedimento, a cauda dos ratos foi previamente imersa em agua a 40°C por 30
segundos, para promover a vasodilatacdo do local. Coletaram-se 200 pL de sangue,
depositados em microtubos de 1,5 mL contendo 5 pL de heparina sédica e 3 uL de
fluoreto a 1%. Os momentos de coleta foram imediatamente antes do inicio do PO,
do Tmax-7 e 9.

Coletas sanguineas também foram realizadas para avaliacdo da
corticosterona imediatamente apds ([cortlapss) 0 Tmax-7 e 9. Para tanto,
aproximadamente trés minutos apos os testes, os ratos foram anestesiados via i.p.,
com uma associacdo anestésica que continha cetamina, xilazina e acepromazina
nas doses de 5.56, 0.55 e 0.11mg.kg™?, respectivamente (36) e o sangue coletado
por meio de puncdo 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 andlises foram feitas pelo método de radioimunensaio, no
Laboratorio de Neuroendocrinologia do Estresse e Reproducdo da Universidade de
Sédo Paulo (USP- Ribeirdo Preto, Brasil). Realizou-se extracdo 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 separacdo das
fracOes livre e ligada foi realizada com carvao-dextran (0,5/0,05%). A concentracéo
minima detectavel foi de 0,08 ng.ml, sendo que os coeficientes de variagdo intra e

entre ensaio foram 4.5% e 11.4%, respectivamente.

2.1.9. Lactato e glicose. As coletas de sangue para analise das [lac] e [glic] foram
realizadas antes e logo apdés os Tmax-2, 6 e 9. Para tanto, todas as amostras foram
obtidas pela puncao da extremidade distal da cauda, como descrito anteriormente. A
quantificacdo das concentracbes de [lacClantes, [lac]apss, [gliClantes € [gliC]apss foi
realizada pelo método eletro-enzimatico em bioanalisador (YSI 2300 STAT PLUS,
YSI Incorporated, OH, USA).


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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2.1.10. Peso relativo das glandulas adrenais. Apds o Tmax-7 e 9 os ratos foram
anestesiados de acordo com o protocolo descrito anteriormente (36) e posicionados
em decubito dorsal. Realizou-se incisdo cutanea e subcutanea na linha alba, sendo
0 peritdnio parietal e os 6rgados expostos. Em seguida, as glandulas adrenais foram
cuidadosamente removidas e pesadas em balanca analitica (GR-202-AND company,
TO, Japao). O peso relativo das adrenais de cada rato (indice adrenosomatico) foi

realizado por meio da seguinte relacéo (27):

Peso das adrenais
X

- 100
Peso corpéreo

2.1.11. Analise estatistica. A analise estatistica foi realizada no programa Sigma
Plot 12.0. Para comparacao do desempenho (D) dos animais intragrupo aplicou-se
ANOVA para medidas repetidas no tempo. Para a comparacdo entre 0S grupos
aplicou-se ANOVA de uma via. Quando necessério aplicou-se o test post hoc de
Holm-Sidak para comparacdo das médias. Os testes t de "student" pareado e néo
pareado foram utilizados quando necessario para comparagfes intra grupos.
Realizou-se correlagdo de Pearson entre as concentragdes de corticosterona e
desempenho com o indice adrenosomatico. Para todas as analises utilizou-se 5% de
probabilidade (P < 0.05).

2.2. RESULTADOS
2.2.1. Desempenho dos grupos nos testes 1 a 9. A partir das trés semanas
adaptativas, nds obtivemos um percentual de ratos corredores de 75%. Para a
confirmacédo das condicdes FOR e NFOR em ratos, utilizamos o desempenho (D),
obtido a partir de Tmaxs, sendo que a Tabela 2 revela a comparacgao intra e entre
grupos C, FOR e NFOR. Houve aumento de desempenho para o grupo C a partir do
Tméax-5 (P < 0.001). Os grupos FOR e NFOR aumentaram a sua aptidao fisica a
partir do Tmax-2 (P < 0.001). NFOR teve reducao de desempenho no Tmax-7 (P =
0.001) que se manteve até o final do periodo de recuperacéo.

No Tmax-1, ndo houve diferenca entre os grupos (F = 0.433; P = 0.651).

Quando comparado ao grupo C, os grupos FOR e NFOR obtiveram desempenho
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maior a partir do Tmax-2, (F = 18.01, P <0.001; F=29.31, P <0.001; F=16.84, P <
0.001; F = 19.15, P < 0.001 e F = 24.22, P < 0.001, para os Tmax-2, 3, 4 e 5,
respectivamente). FOR e NFOR comecaram a se diferenciar a partir do Tmax-4 (F =
16.84; P < 0.001), sendo que este comportamento permaneceu até o Tmax-8 (F =
4.436; P = 0.024). No Tméax-9 ndo houve diferenca entre os grupos (F = 1.958; P =
0.165), a despeito do valor de D para o grupo FOR, que foi aproximadamente 36%

maior que o grupo NFOR (Figura 3; Figura 1A e 1B).

TABELA 2. Desempenhos dos grupos experimentais.
Desempenho kg.m (D)

Tmax C (n=16) FOR (n=19) NFOR (n=14)
1 1355+ 9.6 2 1295+5.6 2 131.5+£9.52
2 190.2 + 12.2P 303.8 +13.8 ™ 294.3 + 18.9'
3 185.9+11.9 b 391.3 +27.3 7 455.9 + 32.7°2
4 193.6 +13.9 ¢ 456.6 + 30.1°2 397.2 +35.7°P
5 218.6 + 24.3° 554.8 + 42.1* 348.3 £ 50.6®
6 248.1+17.8° 568.7 + 37.17 449.0 + 41.0™
7 230.5+16.9 ™ 559.7 +53.0°  292.2 + 36.4 P

Tmax (RC1; RC2) C (n=8) FOR (n=11) NFOR (n=6)

8 230.9 + 21.3° 339.1 + 47.92 177.4 + 17.2°
9 230.6 + 20.7°2 415.5 + 90.272 266.7 + 57.5*2

C = grupo controle;

FOR = grupo "functional overreaching";

NFOR = grupo "nonfunctional overreaching".

* Indica aumento de desempenho ao longo do periodo experimental (P < 0.05).
« |ndica redu¢ao de desempenho em relagdo ao Tmax-6 (P < 0.05).
Letras diferentes nas linhas indicam diferenga entre os grupos (P < 0.05).
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FIGURA 3 - Desempenho dos grupos controle (C), "functional overreaching"
(FOR) e "nonfunctional overreaching” (NFOR) nos Tmaxs. De Tméx-1 a 7:
C,n=16; FOR,n =19; NFOR,n=14. Tmax-8 e 9: C, n = 8; FOR, n = 11;
NFOR, n = 6. * Indica aumento de desempenho intragrupo em relacdo ao
Tméax-1 (P < 0.05). a Indica reducdo de desempenho em relacdo ao Tmax-6
(P < 0.05). Letras diferentes indicam diferenca entre os grupos (P < 0.05).

2.2.2. Peso corpdreo. PC é importante indicador da sindrome de "overtraining",
sendo que a pesagem foi realizada imediatamente antes dos Tméaxs e a cada 2 dias
no periodo de recuperacdo passiva. A partir do Tmax-3 até o Tmax-8, houve
reducdo do PC para os grupos FOR e NFOR em relagédo ao grupo C (F = 17.09; P <
0.001). No Tméax-9, correspondente a segunda semana de recuperacdo passiva
(RP2), os PCs dos grupos FOR e NFOR se igualaram ao C (F = 19.90; P = 0.996; P
= 0.965, respectivamente) (Figura 4). A Figura 5 revela o PC no periodo de
recuperacdo. FOR e NFOR tiveram PC menor até o quinto dia (F = 6.90; P < 0.001),
havendo recuperacdo a partir do sétimo dia (F = 6.90; P = 0.923 e P = 0.122,

respectivamente).
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FIGURA 4 - Peso (g) nos testes de esforco maximo. De Tméax-1 a 7:

C, controle (n = 16); FOR, "functional overreaching” (n = 19); NFOR,
"nonfunctional overreaching” (n = 14). Tmax-8 € 9: C,n =8; FOR, n =
11; NFOR, n = 6. * Indica reducao de peso dos grupos FOR e NFOR

pelo teste Holm-Sidak (P < 0.05). Dados apresentados como Média +
EPM.
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FIGURA 5 - Peso (g) durante 11 dias ap6s o fim do PO. * Indica
reducdo de peso de FOR ("functional overreaching”) e NFOR
("nonfunctional overreaching) em relacdo ao C (Controle) pelo teste

Holm-Sidak (P < 0.05). Dados apresentados como Média + EPM.
PO= Protocolo de "overtraning".
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2.2.3. Consumo de racdo e ingestdao de &gua no periodo de recuperacgéo.
Realizaram-se controle do consumo de racdo e ingestdo hidrica (Tabela 3). Houve
aumento de consumo médio de racdo para o grupo NFOR (F = 5.74; P = 0.004) em
relacdo aos grupos C e FOR. N&o foi observada diferencana média geral para
ingestao hidrica (F = 1.12; P = 0.329). No entanto, houve elevacdo do consumo de
agua para os grupos FOR e NFOR no primeiro dia apos o final do PO (P =0.02; P =
0.03).

TABELA 3. Consumo de racdo e agua dos grupos no periodo de recuperacao.

Dias Variaveis
Racé&o (g/dia) Agua (mL/dia)

C FOR NFOR C FOR NFOR

(n=8) (n=11) (n=6) (n=8) (n=11) (n=6)
1 24.9+0.432 23.0+0.692 24.7+1.642 41.2+1.89° 47.7+0.362 48.3+1.492
3 30.1+0.43> 27.5+1.07° 36.2+1.272 44.4+0.712 38.2+0.84°> 39.8+0.67"
5 26.8+0.28¢ 29.3+0.232 28.5+0.07° 33.842.362 39.1+1.062 39.2+0.372
7 24.8+0.28¢ 28.6+£0.71° 32.0+0.752 39.4+1.65° 40.0£1.97° 49.2+0.372
9 27.9+0.332 28.4+0.652 28.8+1.71@ 50.0+£3.78% 43.6+0.892 48.3+0.752
11 31.1+0.71° 34.3+0.652 32.2+0.822" 46.9+2.13" 55.5+1.042 52.5+0.372
Média geral £t EPM  27.5+0.39  28.5+0.49  30.3+0.75* 42.6x£1.1 44.01£0.8 449+0.9

Dados representados por Média + EPM. C = grupo controle; FOR = grupo "functional
overreaching"; NFOR = grupo "nonfunctional overreaching".

Letras diferentes entre colunas significam diferenca entre os grupos (P < 0.05).

* Indica aumento de consumo de rac¢édo do grupo NFOR em relagédo ao C e FOR

(P < 0.05).

2.2.4. Efeitos do PO sobre o comportamento. O teste LCE é comumente utilizado
para avaliacdo da comportamento ansioliticoou ansiogénico. O teste CA permite
avaliar a emocionalidade de ratos em ambientes n&o familiares com énfase na
atividade locomotora. No LCE néo houve diferenca entre os grupos na porcentagem
de entradas e nem no tempo de permanéncia no braco aberto em nenhum dos dois
testes realizados (1° teste: F = 2.65, P = 0.093; F= 1.38, P = 0.271; 2° teste: F =
1.46, P =0.252; F = 1.39, P = 0.269, respectivamente) (Figura 6).

No teste CA, os grupos FOR e NFOR tiveram frequéncia de levantar maior (F
= 3.95; P = 0.034) em relacéo ao grupo C. Para variavel locomocéao, a despeito da

auséncia de diferenca estatistica entre os grupos, houve um aumento percentual da
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locomogéo para os grupos FOR e NFOR de aproximadamente 30% em relagdo ao C
(F = 3.03; P = 0.069). Nao houve diferenca entre os grupos para as variaveis
"grooming" (F = 1.59; P = 0.226), tempo imovel (F = 1.15; P = 0.333), fezes (F =
1.83; P =0.183) e urina (F = 0.34; P = 0.711) (Figura 7).
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FIGURA 6 - Porcentagem de entradas do braco aberto (A) e porcentagem de
tempo de permanéncia no braco aberto (B) (P < 0.05). C = controle (n = 8);
FOR = "functional overreaching" (n = 11); NFOR = "nonfunctional
overreaching” (n = 6). Dados apresentados como Média £ EPM.
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FIGURA 7 - Frequéncia de locomocéo (A); Frequéncia de levantar
(B); Frequéncia de "grooming" (C); Tempo imovel (D). Dados
apresentados como Média + EPM. * Indica aumento da frequéncia
de levantar em relacéo ao grupo C (P < 0.05). C = controle (n = 8);
FOR = "functional overreaching” (n = 11); NFOR = "nonfunctional
overreaching” (n = 6).

2.2.5. Corticosterona. As avaliacfes das [cort]s sdo utilizadas como indicador de
alteracdes no eixo HHA. A Figura 8A revela que houve aumento da [cort]repouso para
o grupo C em relacdo ao momento imediatamente antes do inicio do treinamento (F
= 2.13; P = 0.0368). Nao houve diferenca entre os grupos imediatamente apds 0s
Tméax (Tmax-7 e 9) (F =1.88; P = 0.0979; Figura 8B).
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FIGURA 8 - Concentracbes de corticosterona de repouso (A).
Concentragdes de corticosterona apds o Tmax-7 e 9 (B). C = controle; FOR
= "functional overreaching"; NFOR = "nonfunctional overreaching”. Em

Tméx-7: C,n =8; FOR, n =8; NFOR, n =8. Em Tmax-9: C,n=8; FOR, n =
11; NFOR, n = 6. * Indica aumento em relagdo ao momento imediatamente
antes do inicio do PO (P < 0.05). Dados apresentados como Média £ EPM.
PO= Protocolo de "overtraining”.

2.2.6. Lactato e glicose. A lactatemia é considerada um bom indicador de esforco
anaerobio e da aptidao fisica. A Tabela 4 revela os resultados das concentracdes de
lactato e glicose intra e entre grupos (C, FOR e NFOR) nos momento antes e apés
Tméx-2, 6 e 9.

No Tmax-2 e 6 houve aumento da [lac]antes para o grupo C. Houve elevagao
para todos os grupos na [gliclapss €m Tmax-2, 6 e 9 (P < 0.001), exceto para o grupo
FOR no Tméax-9, que nao apresentou diferenca [gliC]antes € [gliC]apss (P = 0.117).

Houve reducao no grupo FOR na [lac]apss em relagéo ao grupo C no Tmax-2.
No Tméx-6 houve aumento da [laC]antes € reducéo [lac]apss para os grupos FOR e
NFOR em relacdo ao C, sendo que NFOR apresentou valores [lac]apss maiores que o
grupo FOR. No Tmax-9 ndo houve diferenca em nenhum momento. No Tméax-2 e 9
nao houve diferenca em nenhum momento entre 0s grupos nas concentragcdes de
glicose. No Tméax-6 houve reducdo dos valores [gliClantes para FOR e NFOR em

relacdo ao C, e reducéo na [glic]apss para FOR em relagéo ao C.
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Com relagao ao [lac]antes € [gliC]antes intragrupo, para o grupo C houve aumento
da lactatemia ao longo dos Tmaxs (P < 0.001) e glicemia no Tmax-2 em relacdo ao 6
(P = 0.004). O grupo FOR obteve menor lactatemia no Tmax-2 em comparagdo com
6 e 9 (P<0.001; P =0.004) e glicemia no Tméx-6 em relacdo ao 2 e 9 (P < 0.001
para ambos). O grupo NFOR obteve maior lactatemia no Tméax-6 em comparagéo ao
2 (P <0.001) e glicemia no Tmax-2 em relacéo ao 6 (P < 0.001).

Ja nas comparag0Oes intragrupo para [lac]apss € [gliClapss, N0 grupo C houve
aumento da lactatemia no Tmax-6 em relacdo ao 2 e 9 (P = 0.001; P = 0.003) e
glicemia no Tmax-6 em relacédo ao 2 (P = 0.02). O grupo FOR n&o mostrou diferenca
em relacédo a lactatemia e glicemia (P = 0.168; P = 0.335). O grupo NFOR também
nao obteve diferenca na lactatemia (P < 0.155) apresentando maior glicemia no
Tmax-6 em relagdo ao 2 (P = 0.001). Mesmo ndo havendo diferenca estatistica entre
0s grupos FOR e NFOR no momento Tméx-6 na [lac]apss, numericamente houve
aumento de 56% e 14% para os grupos C e NFOR, respectivamente, enquanto o
grupo FOR apresentou um decréscimo de 22%.

O grupo FOR obteve delta do lactato menor nos Tmax-2 e 6 em relacdo ao
grupo C enquanto que o NFOR obteve delta menor apenas no Tmax-6 em relacao
ao C. Nao houve diferenca entre os grupos em nenhum momento no delta da glicose
(Tabela 4; Figura 3A).



TABELA 4. Resultados das concentracfes de lactato e glicose durante os Tmax-2, 6 e 9.

43

Momentos de Avaliac&o

Variaveis - Grupos Tmax-2 Tmax-6 Tmax-9
Antes ApoOs A Antes ApoOs A Antes ApoOs A

o3 C 2.12+0.12¢ 5.10+0.438*% 2.98+0.46 3.38+0.26"  7.64+0.43/* 4.26+0.57 4.66+0.482 5.92+0.938 1.26+1.2
S E FOR 2.55+0.13" 3.32+0.36~" 0.77+0.41° 4.58+0.342% 3.61+0.38~" -0.97+0.47° 4.04+0.502 4.34+0.38% 0.3+0.51
- & NFOR  2.53x0.25" 3.82+0.63* 1.29+0.71" 4.68+0.402" 5.43+0.63A" 0.75£0.8"  4.04%0.842 4.76+0.814 0.72+0.65

F 2.01 3.95 5.05 4.37 19.38 20.38 0,.69 1.55 0.385

P 0.14 0.026 0.01 0.018 <0.001 <0.001 0.696 0.234 0.685
o C 454+0.112 5.61+0.178% 1.07+0.16 3.96+0.10° 6.52+0.21A* 2.56+0.22 4.10+0.102> 6.13+0.42AB#* 2.03+0.45
_é E FOR 4.59+0.072 5.32+0.12A4% 0.73+0.13 3.53+0.06* 5.66+0.174#  2.13+0.16 4.60+0.252 5.29+0.20% 0.69+0.40
©E NFOR 4.42+0.162 5.11+0.16%% 0.69+0.21 3.56+0.07"" 6.19+0.24A# 2.63+0.22 4.12+0.072* 5.37+0.3678# 1.25+0.30

F 0.531 244 1.518 8.12 4.68 1.89 1.99 2.10 2.83

P 0.592 0.098 0.230 <0.001 0.014 0.162 0.15 0.14 0.08

C = controle; FOR = "functional overreaching"; NFOR = "nonfunctional overreaching”. Em Tmax-2 e 6: C, n = 16; FOR, n = 19;
NFOR, n = 14. Em Tméax-9: C, n= 8; FOR, n = 11; NFOR, n = 6. *Indica reducdo em relacdo ao grupo C pelo teste Holm-
Sidak.t Indica aumento em relacdo ao grupo C pelo teste Holm-Sidak. £ Indica que NFOR foi maior que FOR pelo teste
Holm-Sidak. # Indica aumento em relacdo aos valores basais pelo teste t de "student" pareado. Letras minuscula diferentes
entre linhas indicam diferenca nos momentos antes intragrupo. Letras mailsculas entre linhas indicam diferenca nos
momentos apos intragrupo.
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2.2.7. Peso relativo das adrenais. O peso relativo das adrenais é um dos métodos
utilizados para avaliar resposta estressante em ratos submetidos a protocolo de
atividade fisica. A Figura 9 revela os pesos relativos das glandulas adrenais nos
momento Tmax-7 e 9.

Houve aumento no grupo NFOR no Tmax-7 em relacédo ao C (F = 3.574; P =
0.046). No Tmax-9 nao ha diferenca entre os grupos (F = 0.291; P = 0.750). Quando
comparadas as duas coletas, houve diminuicdo do indice adrenosomatico do grupo
NFOR no Tméax-9 em relacdo a ele mesmo no Tméx-7 (F = 3.779; P = 0.006). Nao
houve correlacdo entre os indices adrenosométicos e as concentracbes de
corticosterona (P = 0.473). Houve correlacéo entre o desempenho do grupo NFOR
no Tméax-7 com o indice adrenossomatico deste grupo neste momento (P = 0.03; R
= -0,754), demonstrando que o indice adrenosomatico aumentou de acordo com a
gueda em seu desempenho. O mesmo comportamento foi observado para NFOR no
Tméax-9, onde houve aumento de desempenho acompanho por reducdo do indice
adrenosomaético (P = 0.004; R = 0,94).

0,020 +
0,018 +
0,016 -
0,014 - #
0,012 ~
0,010 +
0,008 +
0,006 H

indice adrenosomatico

0,004 +
0,002 +

0,000 -
Tmax-7 Tméax-9

Momentos de avaliagéo

FIGURA 9 - indice adrenosomético. C = controle; FOR =
"functional overreaching"; NFOR = "nonfunctional overreaching".
Em Tmax-7: C, n = 8; FOR, n = 8; NFOR, n = 8. Em Tmax-9: C,
n =8; FOR, n = 11; NFOR, n = 6. *Indica aumento em relacdo ao
grupo C no Tméax-7 pelo teste Holm-Sidak (P < 0.05). # Indica
diminuicdo do grupo NFOR no Tmax-9 em relacdo a ele mesmo
no Tmax-7 pelo teste Holm-Sidak (P < 0.05). Dados
apresentados como Média + EPM.
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2.3. DISCUSSAO

Este € o primeiro estudo a submeter ratos Wistar a um protocolo de
"overtraining” (PO) previamente determinado (15) e avaliar a influéncia sobre o
comportamento e variaveis bioquimicas, incluindo o hormdnio corticosterona, lactato
e a glicose, sendo que as variaveis de comportamento e lactato sdo inéditas para
ratos FOR e NFOR. Os principais achados comprovaram a reprodutibilidade do
protocolo desenvolvido por Hohl et al. (15), que provocou em ratos submetidos a
intensidades incrementais, as condi¢cdes de FOR e NFOR. Podemos propor que tal
metodologia induziu em ambos os grupos ansiedade e diminui¢do nas [laC]maximas €
aumento do indice adrenosomatico no grupo NFOR.

Até o0 momento a Unica variavel estabelecida na literatura que esta
relacionada com as condicdes NFOR/SOT é a reducdo da aptidao fisica (23). A
dindmica dos desempenhos obtidos para FOR e NFOR indicou que numa populacéo
de roedores alguns individuos responderam satisfatoriamente ao incremento de
intensidade, frequéncia e volume do treinamento, enquanto outros sofreram reducao
da aptidao fisica. A reducdo persistente da performance observada na condicao
NFOR foi notéria, sendo que os valores de desempenho ndo retornaram aos
anteriormente atingidos nos Tmaxs (Tmax-3, 4, 5 e 6). Esta reducdo se manteve no
periodo de recuperacao passiva (Tmax-8 e 9). Este achado corroborou os resultados
encontrados em estudos previamente realizados em ratos e camundongos (15,29),
que revelaram reducéo persistente do desempenho no grupo NFOR. Ademais, a
aptidao fisica do grupo C, na comparacéo intra-grupo, melhorou de maneira ténue.
Este resultado pode ser explicado a partir da comparacdo entre os delienamentos
experimentais de outros estudos. Todos o0s ratos tiveram maior periodo de
adaptacao, ou seja, uma semana a mais em relagédo ao protocolo de Hohl et al. (15)
e duas semanas a mais em relacdo ao utilizado por Pereira et al. (29). Ademais,
acrescentamos uma semana de treino na ultima fase do PO (F5). Essas
modificacdes realizadas contribuiram tanto para ocorréncia da adaptacdo moderada
dos ratos que praticaram exercicio leve como para percentual alto (75%) de ratos

corredores obtidos no inicio do experimento.
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Outra variavel importante nas condicdes NFOR/SOT é o PC, sendo que
reducées sao apontadas como um dos sintomas destas condicdes em atletas
humanos (34). Durante o PO, os grupos FOR e NFOR apresentaram PCs menores
em relagdo ao grupo C, que permaneceram até o Tmax-8. Ambos recuperaram seus
PCs no sétimo dia da recuperacgéo passiva. Os PCs de FOR e NFOR néo diferiram.
Portanto, este resultado sugeriu que a reducdo do PC com o aumento da
intensidade e do volume das cargas de treinamento impostas pelo protocolo (15).
Hohl et al. (15) também mostraram reducdo do PC em ambos os grupos, obtendo
recuperacdo desta variavel em uma semana para o grupo FOR e duas semanas
para o grupo NFOR. Estes autores relacionaram esta redugcdo com o possivel
hipermetabolismo e protedlise promovidos pela intensificacdo do exercicio.

Houve maior consumo de racdo para o grupo NFOR na semana de
recuperacdo passiva, achado que pode estar relacionado com a maior demanda
energética provocada pelas sessbes de exercicio (29). Similarmente, Pereira et al.
(29) revelaram aumento na ingestdo alimentar do grupo OT durante o protocolo de
treinamento. JA& 0 aumento da ingestdo hidrica, no primeiro dia apés o final do PO,
para ambos 0s grupos, pode ter ocorrido devido ao aumento da perda de agua pela
via respiratéria (22). Durante o treinamento, a reposicdo natural de liquido pode ter
ocorrido inadequadamente, ocorrendo aumento da sede.

O LCE e o CA sao testes utilizados para avaliacdo da ansiedade e da
atividade exploratéria em roedores. Uma droga ansiolitica, como o diazepam, pode
ser utilizada para validar tais testes com intuito de avaliar a ansiedade (39). Neste
contexto, o efeito de uma substancia ansiolitica, aumenta a frequéncia de entradas e
o tempo despendido nos bragos abertos no LCE (10) e reduz a atividade locomotora
no CA. Estas respostas indicam reducéo da ansiedade (16). No presente estudo nao
foram observadas diferencas no LCE. Pesquisas com atividade fisica e
comportamento relataram que roedores submetidos a exercicios em altas
intensidades apresentaram menor percentual de entradas nos bracos abertos. Este
efeito pode ser considerado um efeito ansiogénico (9), sendo que ratos com aptidédo
fisica para realizarem exercicio de resisténcia exibiram maior comportamento de
ansiedade no LCE (38). No CA, o aumento da atividade locomotora é comumente

atribuido a efeitos ansiogénicos (9). No entanto, levando em consideracdo as
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circunstancias que o rato é exposto, este aumento pode ser indicativo de panico e
ansiedade, j4 que a locomocdo é reduzida por farmacos agonistas GABAérgicos,
como o diazepam e aumentada por seus antagonistas (9). Em relacdo aos
resultados obtidos nos testes comportamentais, é importante que se leve em conta
também a individualidade biolégica de cada animal, o que pode gerar respostas
comportamentais e adaptativas diferentes frente ao protocolo que foram submetidos.
Os resultados referentes ao CA revelaram aumento da atividade locomotora geral e
exploratéria para os grupos FOR e NFOR, observadas por meio do aumento das
frequéncias de locomocao e levantar. Esse resultado revela efeito ansiogénico,
sendo este um dos sintomas relacionados as condicdes NFOR/SOT em humanos
(27). Neste sentido, até os individuos FOR apresentaram certo grau de ansiedade. O
fato do grupo NFOR ter ingestdo de racdo maior em relacdo aos demais grupos
pode contribuir para a confirmagéo do desencadeamento da ansiedade neste grupo,
levando em consideracdo que aumento do consumo alimentar € um dos sintomas
observados nesta psicopatologia. Este achado evidencia a necessidade de mais
pesquisas que busquem esclarecer as provaveis vias neuronais relacionadas ao
desencadeamento dessas alteragbes comportamentais, como as gabaérgicas,
noradrenérgicas e serotoninérgicas, para que, futuramente, seja possivel utilizar
esses estudos nos protocolos terapéuticos das psicopatias desenvolvidas pelos
atletas de alto rendimento.

Do ponto de vista enddécrino, ndo houve alteracdo nas variaveis [cort]repouso
nem [cort]lapss para 0s grupos FOR e NFOR. Grande parte de pesquisas com
humanos concluiu que tanto exercicios de alta intensidade quanto os de resisténcia
causam aumento de ACTH e cortisol plasmaticos (12). Estudos com roedores
relataram reducdo de desempenho acompanhado de aumento das concentracdes
de corticosterona em individuos do grupo NFOR (21), aumento da corticosterona
durante natacdo em diferentes intensidades (6) bem como reducdo em todos os
roedores que praticaram atividade fisica, incluindo o grupo OT (28). E importante
ressaltar que nem sempre sé&o observados aumentos nas concentracbes deste
glicocorticéide na SOT (14) e que os resultados descritos na literatura sdo bastante
controversos. Um estudo com corrida voluntaria em roedores detectou elevacdes

nas concentragdes de corticosterona de repouso durante a primeira semana apés 0s
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animais serem submetidos a atividade fisica, sendo que houve normalizagcédo destes
valores apds 4 ou 8 semanas de treino (4). Deste modo, este resultado pode ser
uma explicacdo para a nao diferenca entre os grupos FOR e NFOR nos momentos
de repouso em nosso trabalho, revelando que a [cort]repouso pOde ter sido alterada
durante o PO, no entanto possivelmente seus valores se normalizaram apos
algumas semanas de treino. Suportando esta hipétese, outro estudo com ratos
revelou que a analise das concentracdes deste hormoénio néo diferiu entre os grupos
treinados (19).

A dindmica das [lac]s sé&o relacionadas com a aptiddo fisica dos atletas. Desta
maneira, este metabdlito pode ser usado como um marcador bioquimico do
"overtraining” (23). Houve reducao da [lac]apss NO momento Tmax-2 para grupo FOR
e no Tmax-6 para ambos os grupos (FOR e NFOR). Especula-se que esta reducédo
da lactatemia no grupo NFOR pode estar relacionada a reduc¢des nas concentracdes
de glicogénio muscular, na producédo e na acao das catecolaminas sobre as fibras
musculares (12). Estes resultados sdo semelhantes aos encontrados por Meeusen
et al. (24) que encontraram que de maneira geral, atletas humanos de resisténcia
que apresentam SOT, reducdo da concentracdo maxima de lactato.

Os resultados das concentracdes de glicose revelaram que no Tmax-2 e 9
ndo houve diferenca em nenhum momento entre os grupos. No Tméx-6 houve
reducdo das concentracdes na [gliclantes para FOR e NFOR em relacdo ao C, e para
FOR na [glic]apss. Em todos os momentos houve aumento da [gliclapss €em relacdo a
[glic]lantes para todos os grupos, exceto para o grupo FOR no Tmax-9. Estudo com
ratos submetidos a treinamento moderado mostrou reducdo da glicemia quando
comparado aos grupos controle e sedentario (19). Confirmando nossos resultados,
em modelo de exercicio fisico anaerodbio utilizando sessao aguda de esforco, foram
observados aumentos nas concentracdes séricas de glicose (30). Os autores
apontaram que esta resposta pode estar relacionada com o aumento da atividade
simpatica com consequente aumento da atividade glicogenolitica muscular e
hepética (31). Uma possivel deplecdo de glicogénio pode ter sido causada pelo
protocolo ao qual os animais foram submetidos, tem sido proposto na literatura que
a medida que o nivel de glicogénio muscular diminui, pode ocorrer sinalizacédo para

o figado para aumentar a sua producéo de glicose com intuito de evitar uma reducéo
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na concentracdo de glicose induzida pelo exercicio (13). Portanto, o aumento da
glicose observada nos grupos pode estar relacionado a estimulacdo do figado
devido a reducéo das reservas de glicogénio.

Com relacdo ao indice adrenosomatico, encontramos aumentos para 0 grupo
NFOR no Tmax-7 seguido por uma diminuicdo no Tméx-9, que corresponde ao
periodo apds duas semanas de recuperagdo passiva. Este achado pode ser um
indicador de NFOR durante o treinamento em roedores, ja que esta correlacionado
ao desempenho, sendo que no momento Tmax-7 houve reducdo da aptdao fisica
acompanhada pelo aumento do peso das adrenais, e a correlacdo inversa ocorreu
no Tméax-9, onde o aumento do desempenho foi acompanhado pela redugdo no
indice adrenosomatico. Dando respaldo aos nossos resultados, Lalanza et al. (19)
mostraram no grupo de ratos treinados em esteira uma tendéncia para um maior
peso relativo da adrenal e Moraska et al. (26) demonstraram que a corrida em
esteira também resultou hipertrofia adrenal, resultado associado a adaptacfes
potencialmente negativas do exercicio. A hipertrofia adrenal faz parte de alteracdes
fisiopatoldgicas comuns produzidas pelo estresse crénico, sendo que esta alteracéo
ocorre devido a estimulacdo por um longo periodo do eixo hipotalamo-hipofise-
adrenal (26). Possivelmente, a hipertrofia das glandulas adrenais ocorre pois a
exposicdo repetida ao estressor (exercicio) causa a ativacdo crénica do eixo HHA
que ira estimular a producdo do hormdnio adrenocorticotréfico (ACTH). Este
estimulo crénico da glandula adrenal pela ACTH imposto pelo exercicio resultard em
proliferacdo de células corticais adrenais causando a hipertrofia (26). A hipertrofia da
adrenal também esta relacionada a "sindrome do estresse" proposta por Selye em
1936 (32), o que indica que possivelmente este seja um sintoma que corrobora com

o desenvolvimento da ansiedade demontrada no teste de CA.
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2.4. CONCLUSOES

O protocolo de "overtraining" utilizado no presente trabalho induziu nos ratos
as condi¢cbes FOR e NFOR, que desencadearam comportamento ansioso bem como
alteragbes nas concentragfes de lactato e glicose. Houve aumento do indice

adrenosomaético no grupo NFOR.

2.5. IMPLICACOES FUTURAS

Sugere-se que novos estudos devem ser conduzidos sobre as alteragoes
comportamentais e 0s possiveis eixos neuronais relacionados a essas, como
gabaérgicos, noradrenérgicos e serotoninérgicos com a finalidade de se encontrar

um possivel tratamento para a sintomatologia psicologica da SOT.
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3. APENDICE A

700 - BN C (n=16)
1 FOR (n= 19)
a [ NFOR (n= 14)
600 -

500 A a

400 A

300 A

200 A

Desempenho (kg.m)

100 A

0

Tmax-4 Tmax-5 Tmax-6 Tmax-7
1A - Desempenho dos grupos controle (C), "functional overreaching"
(FOR) e "nonfunctional overreaching” (NFOR) no Tmax-4, 5, 6 e 7.
Resultados apresentados como Média = EPM. Letras diferentes
indicam diferenca estatistica entre grupos (P < 0.05).

600 -

I B C (n=28)
| =1 FOR (n = 11)
| a B NFOR (n = 6)
500 -1 I
3 |
2 400 a |
g | :
S 300 - |
o ab | a
= |
8 200 b |
Peb) |
a |
100 - |
|
|
0 |
Tmax-8 Tmax-9
Periodo de recuperacéao passiva (RP1 e RP2)
2A - Desempenho dos grupos controle (C), "functional
overreaching” (FOR) e "nonfunctional overreaching” (NFOR)
nos Tméx-8 e 9. RP1 e RP2 = recuperacdo passiva.

Resultados apresentados como Média = EPM. Letras diferentes
indicam diferenca estatistica entre grupos no periodo de
recuperagdo passiva pos PO (P < 0.05). PO = Protocolo de
"overtraining”.
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Delta lactato (mmol/L)
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Delta glicose (mmol/L)
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T 0, 5 T T T 1
Tmax-2 Tmax-6 Tmax-9 Tmax-2 Tmax-6 Tmax-9

3A - C = controle; FOR = "functional overreaching”; NFOR = "nonfunctional
overreaching". Em Tméx-2 e 6: C, n = 16; FOR, n = 19; NFOR, n = 14. Em Tméax-9:
C, n=8; FOR, n = 11; NFOR, n = 6. *Indica aumento em relacdo aos grupos FOR e
NFOR.



