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APRESENTAGAO

A presente dissertagcdo de mestrado, exigéncia para obtengédo do titulo de
mestre, pelo Curso de Mestrado em Educagao Fisica da Universidade Federal de

Pelotas, € composta pelos seguintes itens:
1) Projeto de Pesquisa (apresentado e defendido em 1° de setembro de 2009)
com incorporagdo das sugestbes dos revisores, Professores Dr. Marlos

Rodrigues Domingues e Dra. Maria Ester Pereira;

2) Relatério da coleta de dados realizada no Laboratério de Bioquimica e
Fisiologia do Exercicio da ESEF/UFPel (LABFex);

3) Artigo: “Dano oxidativo e atividade imunolégica de ratos treinados,
suplementados com maltodextrina”, o qual servira de base para os pareceres
da banca. Apés apreciagao dos mesmos, sera submetido a Revista Brasileira
de Medicina do Esporte;

4) Comunicado a imprensa, com o0s principais achados para a imprensa local;

5) Apéndice.

6) Anexos utilizados no trabalho.



PROJETO DE PESQUISA

Mestranda: Catia Fernandes Leite

Orientador: Dr. Airton José Rombaldi



RESUMO

LEITE, Catia Fernandes. Dano oxidativo e atividade imunolégica de ratos
treinados, suplementados com maltodextrina. 2011. 54f. Projeto de Pesquisa
(Mestrado) — Curso de Mestrado em Educagéo Fisica. Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas/RS.

Introdugdo: A fadiga pode ser causada pela acidose metabdlica, a deplegdo de
substratos e a acdo das espécies reativas de oxigénio (EROs). A hipoglicemia, por
exemplo, também resulta em imunossupressao. Sendo o carboidrato um nutriente
importante para retardar a acidose metabdlica, melhorar o desempenho esportivo,
minimizar a queda na atividade imunolégica e reduzir a ocorréncia de estresse
oxidativo, além de haver uma escassez de estudos nesta area se reforcam a
necessidade de novos estudos. Objetivo: verificar a ocorréncia de dano oxidativo e
alteragcdes nas concentragbes de leucécitos sanguineos em ratos treinados e
suplementados ou ndo com maltodextrina. Materiais e Métodos: Ratos machos (69
no total), Wistar, com 60 dias serdo divididos em seis grupos experimentais: SN
(sedentario ndo suplementado, n=12), SS (sedentario suplementado, n=12), TEN
(treinado em EEML - Estado Estavel Maximo de Lactato - ndo suplementado, n=11),
TES (treinado em EEML suplementado, n=11), TAN (treinado em alta intensidade
nao suplementado, n=12) e TAS (treinado em alta intensidade suplementado, n=11).
O protocolo de treinamento consistira de oito semanas de exercicios de natacdo em
padrao continuo em EEML (6Omin.dia'1) ou intermitente (2 periodos de 30min, com
intervalo de 10min), com sobrecargas correspondentes a 5% e 10% do peso
corporal, respectivamente. Os animais serao suplementados por oito semanas com
uma dose diaria de 0,489.kg'1 de maltodextrina dissolvida em agua ou receberao
somente agua pura. As concentragdes de lactato sanguineo, conteudo de glicogénio
hepatico e muscular, peroxidacao lipidica através de TBARS, oxidacido de proteinas
e contagem total e diferencial de leucdcitos serdo analisadas.

Palavras-chave: condicionamento, fadiga muscular, células brancas, estresse
oxidativo, ratos Wistar.
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INTRODUGAO

1.1. Identificagao do problema

A fadiga é causada por complexas modificagbes metabdlicas que ocorrem dentro
do musculo esquelético durante o exercicio. Estas mudangas variam dependendo do
padrao e duragao do recrutamento muscular e podem incluir, entre outros fatores, a
acidose metabdlica e a deplecdo de substratos (FERREIRA; REID, 2008). A acéo
das espécies reativas de oxigénio (EROs), cujo acumulo deriva do musculo em
contragdo, em conjunto com outras perturbagdes, também, promovem a fadiga
(FERREIRA; REID, 2008).

Existe uma forte associacdo entre a queda dos estoques intramusculares de
glicogénio e o aumento na concentragdo de EROs na indugdo da fadiga muscular
(SILVEIRA et al., 2008). Em decorréncia deste fato, os radicais livres produzidos
durante o exercicio representam um importante papel na indugédo e propagacéo da
inflamacéo pos-exercicio que pode aumentar as lesbes celulares (FINAUD; LAC,;
FILAIRE, 2006). A hipoglicemia ocasionada durante o exercicio, também, resulta em
elevada resposta ao estresse e uma associada imunossupressao (CLOSE et al.,
2005). Além disso, o atleta que se exercita em estado hipoglicémico tem maior
perturbagdo em varios aspectos da fungdo imunolégica (GLEESON; NIEMAN;
PEDERSEN, 2004).

Assim sendo, um dos principais motivos para se fazer uso de suplementacao
carboidratada se apdia na influéncia do carboidrato (CHO) sobre as células de
defesa que provavelmente esteja relacionada com supressao transitoria da fungéo
imune, potencializando os efeitos adversos sobre a distribuicdo celular das células
imunoldgicas observada em exercicio intenso (BRAUN; VON DUVILLARD, 2004). O
consumo de uma solugdo carboidratada durante o treinamento, também, é
recomendado para atenuar alguns dos efeitos imunossupressivos do exercicio
prolongado (GLEESON ; NIEMAN; PEDERSEN, 2004). Para tanto, suplementactes
com maltodextrina sdo desejaveis, pois a principal vantagem da maltodextrina em
relagdo aos monos e dissacarideos para inclusao em solugdes esportivas, € que ela

nao tem gosto adocicado e sua palatabilidade é mais bem aceita do que solugdes
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com outras fontes de CHOs que sdo mais doces (ROMBALDI e SAMPEDRO, 2001).
A maltodextrina, também €& um polimero que normalmente provoca uma alta
resposta glicémica (WOLF et al., 2003) e por ser um CHO complexo é assimilado
mais lentamente que os monossacarideos (ROMBALDI e SAMPEDRO, 2001), ou
seja, ela € metabolizada de forma mais lenta e constante no organismo e com
gradual liberagao de glicose para o sangue.

Diante do exposto, sendo o CHO um nutriente importante para retardar a acidose
metabdlica, melhorar o desempenho esportivo e minimizar a queda na atividade
imunoldgica e como poucos sao os estudos que associam tais variaveis com dano
oxidativo acarretado pelas EROs, este trabalho propdée como problema de pesquisa
a seguinte questao:

Quais as alteragées produzidas no dano oxidativo e na contagem total e
diferencial de leucécitos em ratos treinados sob carga de Estado Estavel
Maximo de Lactato (EEML) ou de alta intensidade, suplementados ou ndo com

maltodextrina?

1.2. Objetivos
1.2.1. Geral

Verificar dano oxidativo e atividade imunoldgica em ratos submetidos a exercicio
aerobio em EEML ou de alta intensidade e as diferengas proporcionadas pelo uso ou

nao de solugao carboidratada por estes animais.

1.2.2. Especificos

Determinar as alteragdes produzidas em ratos Wistar treinados sob cargas de
EEML ou de alta intensidade e suplementados ou ndo com maltodextrina a 12%
(m/v) sobre:

a) peroxidagao lipidica através da medida de espécies reativas ao acido
tiobarbiturico - TBARS (concentragao de malondialdeido - MDA);

b) concentragao de proteina carbonil;

c) concentragao de lactato sanguineo;

d) conteudo de glicogénio hepatico e muscular; e

)

e) contagem total e diferencial de leucécitos.
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1.3. Hipoteses de trabalho

O aumento da carga de treinamento resultara em maior dano tecidual. Por outro
lado, a suplementagdo carboidratada com maltodextrina proporcionara uma
diminuicdo no dano e menor alteragao da imunidade, bem como em maiores niveis
de lactato sanguineo no exercicio sob carga de alta intensidade decorrente do maior

tempo em atividade e niveis mais elevados de glicogénio hepatico e muscular.

1.4. Justificativa e relevancia do estudo

O maior efeito do exercicio fisico produzido sobre o corpo € o processo de
adaptacado. Os efeitos adaptativos do exercicio regular sdo sistémicos e dependem
das caracteristicas do programa de treinamento (RADAK et al., 2008).

Normalmente, a carga de treinamento se refere a dosagem para a qual os atletas
estdo expostos. Tal dosagem ocorre em fungéo da intensidade, frequéncia e volume
do treinamento. Tipicamente os atletas tém sua carga ajustada e modificada
baseada na sua periodizagdo do plano de treinamento (HACKNEY; BATTAGLINI,
2007).

Para que haja a adaptacdo é necessario atingir certo nivel de estresse fisico.
Baixo nivel de sobrecarga imposta pelo exercicio pode ser efetivo em casos de
baixo nivel de aptidao fisica, mas para individuos bem treinados um alto nivel de
estresse é obrigatdrio (RADAK et al., 2008). Entretanto, o exercicio fisico de alta
intensidade pode causar doencas, lesbdes e fadiga crénica que podem conduzir a
sindrome de “overtraining” (FINAUD; LAC; FILAIRE, 2006).

Em contraste ao exercicio moderado, o esforgo fisico intenso pode causar varias
mudancgas na imunidade que refletem o estresse psicoldgico e a supressao destas
células (MOREIRA et al., 2007). Além disso, a participagado de atletas em programas
de treinamento de alta intensidade pode elevar o risco de maiores transtornos na
sua imunocompeténcia (AOI; NAITO; YOSHIKAWA, 2006). Todavia, ha poucas
informacgdes se o exercicio regular, acima de determinada intensidade ou duragao
seria prejudicial a saude. Desta forma, é de interesse cientifico identificar a carga de
treinamento que aumenta certas fungdes fisioldgicas que tem um significante efeito
preventivo contra algumas doengas e que ndo causam acumulo de dano oxidativo
(OGONOVSZKY et al., 2005) e outras lesdes celulares subsequentes.
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A relevancia deste estudo apdia-se na necessidade de novas pesquisas para
avaliar o efeito do treinamento permanente sobre células imunoldgicas, pois ainda
nao ha um consenso na literatura sobre a carga de treinamento que possa acarretar
queda na atividade imune. Também se reforca a importancia na utilizagcdo de
solucao esportiva carboidratada antes, durante e apds a execugao do esforco fisico.
Pois, apesar de haver varios estudos que avaliaram o uso de suplementagdes
carboidratadas sobre diversas subpopulagdes de células imunoldgicas, como os
realizados por Carlson et al., 2008; Cox et al., 2008; Timmons; Tarnopolsky e Bar-
Or, 2006 e Nieman et al., 2004, ainda n&o ha informagdes conclusivas sobre qual o
tipo de carboidrato e concentracdo que melhor influenciaria na concentragao
sanguinea destas células. Além disso, conforme Silveira et al. (2008) ainda existe a
possibilidade de a suplementacédo carboidratada reduzir a ocorréncia de estresse
oxidativo decorrente do exercicio fisico. Neste sentido, havendo uma escassez de
estudos que associem dano oxidativo e concentragdo de leucocitos decorrentes do
esforco fisico com o uso de suplementagbes carboidratadas se reforca a
necessidade de estudos nesta area. Desta maneira, este trabalho propbe-se a
avaliar dano oxidativo e atividade imunoldgica de ratos Wistar treinados sob cargas
de EEML ou de alta intensidade e as diferencas proporcionadas pelo uso ou nao de
solucao carboidratada por estes animais.

1.5. Definigao de termos

O termo referido neste estudo, “Estado Estavel Maximo de Lactato”, ou como
alguns autores o preferem chamar, Maxima Fase Estavel de Lactato Sanguineo é
definido como a maior intensidade de exercicio de carga constante onde ainda é
observada estabilidade na concentragdo sanguinea de lactato (GRECO et al., 2010).
Seres humanos apresentam o EEML a uma concentracéo fixa de lactato sanguineo
de 4mmol/L. Em animais de laboratério, como ratos da linhagem Wistar, esta
terminologia adota como principio a forma do exercicio empregada podendo variar a
carga de treinamento. Gobatto et al. (2001) realizaram um estudo para determinar o
EEML de ratos sedentarios com 90 dias no comecgo do experimento e submetidos a
exercicio de natacdo. Os autores obtiveram o EEML destes animais em 5,5mmol/L
de lactato sanguineo com sobrecargas de 5 e 6% do peso corporal. Neste estudo se
adotara a sobrecarga de 5% do peso corporal para a carga correspondente ao
EEML.
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1.6. Definigao das variaveis
1.6.1. Variaveis independentes

As variaveis independentes deste estudo sao:

a) Suplementacéo (solu¢ao carboidratada ou agua): a solugdo com 12% (m/v)
de maltodextrina ou agua pura, sera introduzida via tubo gastrico (“gavage”) para o
interior do estdmago dos ratos, antes de iniciar a natacdo e apds, um prévio
aquecimento dos animais em meio liquido durante 2 minutos. Os animais né&o
suplementados receberao somente agua pura utilizando-se a mesma técnica e nos
mesmos momentos dos grupos suplementados. Os animais em repouso ingerirao
suas quotas de CHO ou agua pura nos mesmos periodos de tempo;

b) Exercicio/repouso: os animais realizarao exercicios de natagéo sob cargas
de EEML ou de alta intensidade ou permanecerao em repouso (banho de imerséo,

ver materiais e métodos).

1.6.2. Variaveis dependentes
a) peroxidagao lipidica através da medida de TBARS (MDA);
b) concentragdo de proteina carbonil;
c) concentragao de lactato sanguineo;
d) conteudo de glicogénio hepatico e muscular; e

e) contagem total e diferencial de leucécitos.

1.6.3. Variaveis de controle
a) idade, raga, sexo e a alimentagao dos animais em estudo.



REVISAO DE LITERATURA

2.1. Metabolismo energético no musculo em contragao

O organismo humano obtém energia para a realizagao do trabalho biolégico a
partir dos nutrientes ingeridos na alimentagdo. A energia quimica advinda dos
nutrientes € transformada em mecanica para realizagdo da contracdo muscular. O
adenosina trifosfato (ATP) € o intermediario quimico comum usado para
potencializar as contragcbes musculares e outras formas de trabalho celular
(BROOKS et al., 1999).

O metabolismo produz a energia necessaria para o corpo. A fonte de energia
imediata para o trabalho biolégico € o ATP, sendo que, a quantidade de ATP
estocada no musculo é limitada, este tecido necessitara de um fornecimento
continuo de energia durante exercicio anaerdbio e aerobio (ILHAN et al., 2004).

No exercicio com duragdo aproximada de 10seg, o principal substrato a ser
utilizado predominantemente vem do sistema creatina fosfato (ATP-CP) (LAPIN et
al.,, 2007). De acordo com Hoffman et al. (2008), a creatina € um aminoacido
derivado da arginina, glicina e metionina e sintetizado pelo figado, rins e pancreas. A
creatina (Cr) € um importante reservatorio de energia para a contragdo muscular,
pois cerca de, 95% da creatina corporal sdo armazenados no musculo esquelético
sob a forma livre e fosforilada (como creatina fosfato — PCr). Quando a demanda por
energia aumenta, a PCr fornece o fosfato para o adenosina difosfato (ADP) com a
finalidade de sintetizar ATP, esse tipo de reagdo ocorre rapido e resulta em energia
para exercicios fisicos de alta intensidade e curta duracdo (COSTALLAT et al.,
2007), (figura 1).
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Figura 01. Acado da creatinacina na sintese de ATP.
Fonte: ROBERGS; GHIASVAND; PARKER, 2004, p.505.

Nos exercicios intensos com duragdo superior a 10seg a producdo de ATP
dependera predominantemente do sistema glicolitico (LAPIN et al., 2007). A
musculatura esquelética e o figado constituem os principais 6rgaos de
armazenamento de glicogénio, embora no figado haja uma maior concentragéo
desse composto (até 6%), as reservas sao maiores, em termos absolutos, na
musculatura esquelética (LIMA-SILVA et al., 2007). Entretanto, o estoque corporal
de carboidratos € limitado e seu excesso advindo do consumo alimentar € estocado
como gordura (SAHLIN et al., 2008).

Os lipideos sdo moléculas altamente energéticas, fornecendo 9Kcal/g, estocados
nos adipocitos e musculos, fazendo com que sejam mais eficientes quanto ao
estoque energético por unidade de peso do que o glicogénio (ANDRADE; RIBEIRO;
CARMO, 2006). Porém, niveis elevados de lactato podem estar relacionados a um
aumento do alfa-glicerolfosfato, forma ativada do glicerol necessario para a
producgéo de triglicerideos, dificultando a liberacdo de acidos graxos livres (AGLs)
para o fornecimento de ATP (POWERS; HOWLEY, 2005). Neste caso, os AGLs
formados na hidrdlise dos triglicerideos podem sofrer reesterificagdo se associando
a uma molécula de glicerol-3-fosfato, formando novos triacilgliceréis nos adipdcitos
(ANDRADE; RIBEIRO; CARMO, 2006).

Os aminoacidos executam um papel fundamental durante o metabolismo intenso
quando os niveis de glicose sérica diminuem e os estoques de glicogénio séo

depletados. A alanina e a glutamina, por exemplo, carregam a amdnia resultante da
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desaminagao de outros aminoacidos para o figado e rins, evitando que os musculos
acumulem esse composto téxico (GARCIA; PITHON-CURI; CURI, 2000). Esses
mesmos aminoacidos sao reutilizados para produzirem glicose pela gliconeogénese.
A alanina, por exemplo, € transportada via corrente sanguinea para o figado, onde é
transaminada de volta a piruvato, que € um precursor da glicose, esse processo é
chamado de ciclo da glicose-alanina (VOET; VOET, 2006). Este ciclo depende da
gliconeogénese no figado, seguida pela liberagao de glicose por este tecido e sua
utilizacdo em tecidos periféricos havendo um suprimento continuo de glicose a
tecidos que necessitam deste substrato como fonte primaria de energia (DEVLIN,
2007), como o musculo esquelético, no caso de exercicios em torno do EEML.

2.2. Bioquimica muscular: formagao de espécies reativas de oxigénio

Radicais livres sdo moléculas com atomos altamente reativos que contém
numero impar de elétrons em sua ultima camada eletronica (FANHANI; FERREIRA,
2006). E que ocorrem naturalmente pelos processos normais de oxidagao celular
(ALDRED, 2007).

No musculo esquelético em atividade a formacédo de radicais livres pode trazer
sérias consequéncias as proteinas contrateis deste tecido. De acordo com Powers e
Howley (2005), os danos relacionados aos radicais livres nas proteinas contrateis
dos musculos (por exemplo, actina e miosina) podem prejudicar a produgao de forga
muscular ao limitar a ligagdo em ponte cruzada da miosina com a actina, isso
reduziria o numero de pontes cruzadas da miosina em um diferente tipo de ligagéo e
diminuiria a produc¢ao de forgca muscular.

As EROs sao produtos de ordem fisiologica normal do metabolismo aerdbio
(RADAK et al., 2007). Porém, o aumento no consumo de oxigénio durante o
exercicio fisico conduz ao aumento na formacgéo de EROs (ARAUJO et al., 2008).
Desta forma, o acumulo de reacgbes oxidativas pode contribuir para alteragdes
severas em diversas estruturas celulares como lipideos, proteinas, organelas e
acidos nucléicos (NETO, 2008).

Para se proteger de lesbes induzidas pelo exercicio fisico, as células musculares
contém complexos mecanismos de defesa (enzimaticos e ndo enzimaticos
antioxidantes) para eliminar EROs (MOREIRA; TEODORO; MAGALHAES NETO,
2008). De acordo com Silveira (2004) o sistema de defesa antioxidante pode ser

enzimatico, que inclui a superoxido dismutase, a glutationa peroxidase, a glutationa
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redutase e a catalase. E 0 ndo enzimatico representado por compostos sintetizados
pelo organismo humano como bilirrubina, ceruloplasmina, hormoénios sexuais,
melatonina, coenzima Q, acido urico e demais composto ingeridos através da dieta
regular ou via suplementagcdo como acido ascorbico (vitamina C), d-tocoferol
(vitamina E), B-caroteno (precursor da vitamina A) e grupos fendis de plantas
(flavondides) (SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004).

Apesar de essas defesas antioxidantes reduzirem os riscos de lesbes oxidativas
por EROs, os organismos podem vivenciar situagdes onde a protegao é insuficiente
(PEREIRA, 1996), como no caso de exercicios de alta intensidade. O exercicio fisico
associado com dano oxidativo depende do tipo e da intensidade do exercicio, mas,
apesar dos grandes esforgos despendidos, as causas do desequilibrio entre os
agentes oxidante e antioxidante durante o exercicio ainda sdo desconhecidos
(PINHO et al., 2006).

2.3. Contragao muscular e danos tissulares

O exercicio fisico intenso aumenta de 10 a 20 vezes o consumo total de oxigénio
do organismo induzindo a formacgao excessiva de EROs associada ao metabolismo
energético acelerado, essas espécies podem contribuir para danos tissulares e
celulares, incluindo modificagdo oxidativa do DNA, contudo, prejudicando o
desempenho fisico (ZANELLA; SOUZA; GODOQY, 2007) (figura 2).

Alternativamente a mitocéndria, o processo inflamatério no tecido muscular
parece condizente com o estresse metabdlico proporcionado pelas contragdes
anaerdbias intensas. Tanto o exercicio aerdobio quanto o anaerdbio acarretam
estresse oxidativo, sendo assim, a maioria das respostas e adaptagbes sendo
diferenciadas conforme o tipo de fibra muscular recrutada (SOUZA; FERNANDES;
CYRINO, 2006).

Os movimentos realizados com determinada sobrecarga podem resultar em
danos nas estruturas musculares como membranas, linha Z, sarcolema, tubulos T e
miofibrilas (FOSCHINI; PRESTES; CHARRO, 2007). Estas microlesdes se
caracterizam por disturbios nas proteinas estruturais encontradas nas células
musculares e no tecido conjuntivo sempre quando houver a predominancia de

contragdes musculares excéntricas (NASCIMENTO et al., 2007).
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Figura 02. Locais de dano oxidativo.
Fonte: FULLE et al., 2008.

Para reparar o dano muscular os leucdocitos migram para o local lesionado
iniciando a resposta inflamatéria (FOSCHINI; PRESTES; CHARRO, 2007). Com a
lesdo da membrana plasmatica ocorre uma difusdo dos componentes intracelulares

para o intersticio e para o plasma promovendo o deslocamento dos neutrofilos ao
tecido (NASCIMENTO et al., 2007).

local danificado combatendo este
Provavelmente os produtos da fagocitose de neutréfilos e macréfagos sejam os

responsaveis pelo estimulo a terminacdes nervosas livres do musculo esquelético
instalando a dor muscular de inicio tardio (figura 3) (FOSCHINI; PRESTES;

CHARRO, 2007). Dependendo do individuo esta dor podera perdurar de 24 a 48
horas apds o exercicio (NASCIMENTO et al., 2007).
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Figura 03. Relagéo entre exercicio, dano muscular e dor muscular de inicio tardio.
Fonte: FOSCHINI; PRESTES; CHARRO, 2007, p.104.

2.4. Metabolismo intermediario: formagao da acidose metabdlica

Em exercicios que exigem um recrutamento rapido das fibras musculares, como
nos que ocorrem com predominancia anaerdbia, a incapacidade em manter os
potenciais de acdo em altas frequéncias constitui um importante fator
desencadeador da fadiga (LIMA-SILVA; OLIVEIRA; GEVAERD, 2006).

O lactato € um metabdlico produzido constantemente por diversos tecidos do
corpo humano, como o figado, intestinos, hemacias e musculo esquelético, mesmo
em repouso (ARAUJO et al., 2008). Durante o exercicio intenso, o musculo
esquelético contribui com a maior parte do lactato produzido em excesso pelo
organismo (SOUZA; ELIAS, 2008). A concentracdo de lactato no sangue aumenta
exponencialmente com a intensidade do exercicio (VOLTARELLI; GOBATTO;

MELLO, 2002). Contudo, estudos mostram que a acidose metabdlica ocorre quando
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ha uma alta demanda por ATP (pela alta hidrolise de ATP) excedendo a taxa na qual
o ATP é produzido na mitocondria via sistema aerébio (BROOKS et al., 1999). Isto é
evidenciado pela fonte imediata que produz prétons, pois ATP é hidrolisado pela
ATPase produzindo ADP + H" + Pi + energia (figura 4). Este produto reage com a
creatina fosfato pela acdo da creatinacinase ressintetizando ATP + Cr e
incorporando os proétons, s6 que este processo € pouco eficiente em tamponar os
protons de hidrogénio (H*) produzidos pela hidrélise do ATP (BROOKS et al., 1999)
(figura 1, pag. 22).
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Figura 04. Hidrolise do ATP pela ATPase e a formagdo de H'.
Fonte: ROBERGS; GHIASVAND; PARKER, 2004, p.509.

Grande parte da energia gerada pelas vias anaerobias utiliza o sistema da
glicdlise com consequente formagao de acido lactico (PEREIRA; BORGES, 2006). O
acido lactico é 99% dissociado em anion de lactato e H* (GLADDEN, 2004). O
lactato gerado pelo metabolismo glicolitico, representa uma molécula de
tamponamento aos ions hidrogénio formados durante o processo de degradagéo
dos substratos (LAPIN et al., 2007) (figura 5).
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Figura 05. Tamponamento temporario de H" pelo lactato.
Fonte: ROBERGS; GHIASVAND; PARKER, 2004, p.509.
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Outro fato importante sobre a acidose metabdlica € o revelado pelo estudo
realizado por Juel et al. (2004), demonstrado através da figura 6, onde as
concentragdes de lactato e prétons na musculatura esquelética ndo sao equivalentes
em exercicio intermitente de alta intensidade, portanto a acidose metabdlica néo

deve ser exclusivamente atribuia ao lactato.
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Figura 06. Diferencas na concentracao de lactato e prétons.
Fonte: JUEL et al., 2004.

2.5. Interferéncia da intensidade do exercicio sobre a utilizagcdo de
glicogénio/glicose.

Os horménios podem afetar significativamente o metabolismo energético,
durante o exercicio, por exemplo, a acado da insulina, do horménio do crescimento
(GH), do glucagon, do cortisol e das catecolaminas tem influéncia na disponibilidade
de energia e na sua obtencao pelos tecidos alvo (LAPIN et al., 2007).

Em tecidos que respondem a insulina como o muscular, este hormonio multiplica
por varias vezes o transporte de glicose para dentro das células, mas a velocidade
maxima (Vmax) de transporte de glicose aumenta ndo porque a insulina altera a
atividade catalitica intrinseca do receptor, mas porque ela aumenta o numero de
transportadores na superficie da célula (PRATT; CORNELY, 2006). A insulina atua

aumentando a captagao de glicose nos tecidos para que possa ser utilizada como
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substrato energético e/ou armazenada na forma de glicogénio, no figado e no
musculo esquelético (LAPIN et al., 2007). Durante o exercicio a concentragado de
insulina & diminuida em fungdo da acédo das catecolaminas sobre o pancreas
(ANDRADE; RIBEIRO; CARMO, 2006).

O glucagon, diferentemente da insulina, estimula o figado a liberar glicose
produzida pela glicogendlise e pela gliconeogénese e estimula o tecido adiposo a
sofrer lipdlise, liberando acidos graxos para a circulagdo, o grande diferencial é que
as células do tecido muscular ndo expressam receptor de glucagon, e assim, néao
respondem ao horménio (PRATT; CORNELY, 2006).

As células musculares, no entanto, possuem receptores para adrenalina
(epinefrina; receptores B-adrenérgicos), os quais controlam, com a intermediagcéo do
cAMP, a cascata de fosforilagdo/desforilagdo que regula a sintese e a degradagéo
do glicogénio, este € o mesmo sistema de cascata que controla a competigao entre
a glicolise e a gliconeogénese no figado em resposta ao glucagon (VOET; VOET,
2006).

As elevacdes nas concentragdes séricas de adrenalina e noradrenalina ativam a
glicogenodlise no musculo durante o exercicio para fornecer substrato para a
contragdo muscular (LAPIN et al., 2007). A adrenalina, e em menor extensao a
noradrenalina, atua inibindo a liberacao da insulina em exercicio leve e moderado,
mas em exercicios intensos ha uma grande demanda energética, dependente dos
CHOs, o que pode levar ao aumento das concentragbes de lactato (ANDRADE;
RIBEIRO; CARMO, 2006).

Em relagcdo ao horménio GH, este eleva a liberagao de AGLs a partir do tecido
adiposo e reduz a utilizagao de glicose como fonte primaria de energia (LAPIN et al.,
2007).

O horménio do estresse, cortisol, expressa uma ac¢ao catabodlica importante,
prevenindo a reesterificacdo dos AGLs e induzindo a lipdlise (ARAUJO et al., 2008).

As reservas de glicogénio muscular sao estreitamente relacionadas ao
desempenho e tempo de sustentacdo do esfor¢co em determinado exercicio, sendo
que a transferéncia de predominancia do metabolismo de glicogénio muscular para o
de lipideos acontece com o prolongamento do exercicio, a medida que diminuem as
reservas de CHOs (LIMA-SILVA et al., 2007).

Nos primeiros estagios do exercicio, a maior parte da energia obtida dos CHOs,

deriva do glicogénio muscular, a medida que o exercicio prossegue, a utilizacdo de
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glicogénio muscular diminui, sendo que a redugdo da dependéncia do glicogénio
muscular € compensada por uma maior dependéncia da glicemia para obtencdo de
energia proveniente dos CHOs (ARRUDA et al., 2006).

Os AGLs no plasma fornecem a maioria dos substratos oxidados pelo musculo
esquelético durante exercicio de baixa e moderada intensidade (25 a 65% do
consumo maximo de oxigénio - VOo,max) (VAN LOON et al., 2001).

Em exercicios submaximos (entre 65 a 75% do VO;max), a degradacao absoluta
do glicogénio diminui com o prolongamento do exercicio, enquanto os AGLs
circulantes no plasma e a glicose sanguinea aumentam sua participagdo na
ressintese do ATP (LIMA-SILVA et al.,, 2007). Entretanto, durante o exercicio
prolongado ha um aumento da demanda por glicose pelo musculo em contragdo o
que causa uma elevagdao no consumo deste substrato por este tecido que se
mantém em atividade (SUH; PAIK; JACOBS, 2007), este processo é chamado

“crossover point”, como mostra a figura abaixo.

CHO

oty 100%

Substrato usado pelo musculo

CHO
40% o \

Repouso 20 40 60 80 100

Intensidade de exercicio (% do méximo)

Figura 07. “Crossover point”.
Fonte: Adaptado de BROOKS; MERCIER, 1994.
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2.6. Suplementacao para atletas

Quando ha um sincronismo adequado entre a intensidade e o volume de
treinamento, com tempo suficiente para descanso, ocorre uma situagao propicia
para a adaptacdo e, consecutivamente, a supercompensagao (SANTOS;
CAPERUTO; ROSA, 2006). Mas, a interrupgdo antecipada dos periodos de
recuperacdo, aliada ao aumento progressivo do volume ou da intensidade de
treinamento, torna a rotina do atleta cada vez mais extenuante (ROGERO;
MENDES; TIRAPEGUI, 2005).

Nestas condi¢cdes, uma boa nutricdo € importante, pois facilita a recuperacédo do
treinamento (MILLARD-STAFFORD et al., 2005). Niveis aumentados de glicogénio
muscular, obtidos por combinagdo de exercicio e dieta (supercompensagao),
prorrogam o tempo de permanéncia no esforgo, enquanto niveis reduzidos por jejum
ou reposicao inadequada de CHOs dietéticos levam a uma diminuicdo no tempo em
atividade (LIMA-SILVA et al., 2007).

O consumo de solugdes esportivas contendo variadas quantidades de eletrélitos
e outros nutrientes como CHOs podem evitar ou diminuir algumas das respostas que
0 exercicio produz no organismo e que sao, ou podem ser, causa de fadiga
(ROMBALDI; SAMPEDRO, 2001). A glicose sanguinea vem a ser, um rico e
precioso combustivel, que deve ser utilizado, predominantemente, pelo musculo
ativo, quando alta concentracado plasmatica desse substrato passa a ser mantida,
por infusdo ou ingestao (LIMA-SILVA et al., 2007). Portanto, a ingestdo de CHOs
aumenta a taxa de utilizacdo deste substrato e ainda auxilia a retardar o comeco da
fadiga (WU; WILLIAMS, 2006).

A maioria dos estudos que utilizam suplementagdes a base de CHOs sobre o
desempenho tem utilizado solug¢des liquidas como a sua forma de suplemento
(CAMPBELL et al., 2008). As solugdes esportivas comercialmente disponiveis s&o
formuladas de modo a incluirem CHOs em concentracdes de 2 a 10%, em diversas
formas, podendo ser por glicose, sacarose, frutose e polimeros de glicose
(maltodextrina) (LEE et al., 2008). A tabela abaixo apresenta os principais tipos de

CHOs utilizados em solugdes esportivas.
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Tabela 01: Osmolaridade de alguns CHOs em solugéo.

Solugées Osmolaridades
Glicose a 5% 277mOsm.L™
Glicose a 8%* 444mOsm.L™
Glicose a 10% 555mOsm.L™"
Maltodextrina a 8%* 67mOsm.L"’
Sacarose a 8%* 233mOsm.L"
Sacarose a 10% 292,5mOsm.L"’
Plasma humano 280-300mOsm.L™"
Estdomago humano +300mOsm.L™"

* Solugdes com a mesma massa de soluto dissolvida, mas com osmolaridades diferentes.

Fonte: Tarefas laboratoriais de graduagdo em Fisiologia do Exercicio. Dados nao publicados.

Como muitos atletas treinam ou competem em dias consecutivos a restauragao
rapida dos estoques musculares de glicogénio durante o periodo de recuperagao &
essencial. Portanto, o consumo de alimentos com altos teores de CHOs ou solugdes
liquidas nutritivas ingeridas apds o exercicio € agora uma pratica comum
(STEVENSON et al.,, 2005). Dessa maneira, Rombaldi (1996) enfatiza que a
ingestdo de (glicose, sacarose ou polimeros de glicose (por exemplo, a
maltodextrina) imediatamente antes, durante ou apds exercicio podem aumentar a
capacidade de desempenho fisico, entretanto, ainda existem duvidas sobre o valor
da ingestdo de CHOs em exercicios de intensidades elevadas (acima de 80% do
VO,max) e menor duragéo (até uma hora), e fundamentalmente, se ocorre ou nao

economia nas reservas de glicogénio muscular e hepatico em humanos.

2.7. Aspectos imunolégicos associados a reposi¢ao de carboidratos
A principal fungado do sistema imunolégico é proteger o corpo contra doencgas
infecciosas. A caracteristica fundamental deste sistema € que ele envolve multiplos
tipos celulares funcionalmente diferentes e que permitem uma ampla variedade de
mecanismos de defesa. Também, é bem estabelecido que o estado nutricional geral
de um individuo modula sua funcédo imune (ALBERS et al., 2005).
Neste sentido, Carlson et al. (2008) investigaram as mudangas em
subpopulag¢des celulares do sistema imunoldgico, apds sessado aguda de exercicio
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de resisténcia e também observaram se a ingestdo de CHO atenuaria estas
respostas, em atletas do sexo masculino. Os participantes ingeriram uma solugao
contendo 1g de CHO/Kg de peso corporal ou volume igual de uma solugao placebo.
Imediatamente apds o exercicio houve uma menor (p<0,05) concentracédo de
linfcitos no grupo que consumiu a solugdo CHO comparada ao grupo que consumiu
a solucéo placebo.

Nieman et al. (2004) realizaram um estudo onde homens treinados
executaram exercicio de resisténcia muscular por duas horas e utilizando solugéo
CHO (6%) ou placebo. Os principais resultados indicaram que o aumento nas
quantidades celulares totais de leucécitos, neutréfilos e mondcitos foi atenuado no
grupo que ingeriu CHO comparado com o grupo placebo. A média de neutrocitose
foi de 39 e 82% e de monocitose 4 e 42% nas condigbes CHO e placebo,
respectivamente (efeitos da interagéo, p<0,05).

Para determinar o efeito de solugdo CHO sobre as células natural killer (NK),
onze atletas completaram dois testes de exercicio aerobio a 73,5% do consumo de
oxigénio de pico (VOqpico), SOb condicdes CHO ou placebo. Na atividade das células
NK foi encontrada uma interagdo entre solugdo x tempo (F=4,8; p=0,022) onde as
concentracdes celulares para solugdo CHO imediatamente apds exercicio e placebo
imediatamente apds exercicio foram significativamente maiores do que pré-exercicio
(McFARLIN; HUTCHISON; KUEHT, 2008).

2.8. Aspectos imunolégicos associados ao exercicio fisico

A resposta imune tem papel fundamental na defesa contra agentes infecciosos e
se constitui no principal impedimento para a ocorréncia de infecgcdes disseminadas,
habitualmente associadas com alto indice de mortalidade. Também, é conhecido o
fato de que, para a quase totalidade das doencgas infecciosas, o numero de
individuos expostos a infecgdo € bem superior ao dos que apresentam doenca,
indicando que a maioria das pessoas tem condicbes de destruir esses
microorganismos e impedir a progressao da infeccao (MACHADO et al., 2004).

Considerando a acédo do exercicio sobre as células do sistema imunoldgico,
alguns estudos observaram que a glutamina é o principal substrato para as células
deste sistema. A glutamina € o aminoacido precursor da purina e pirimidina, que
sd0 necessarias para a ativagao rapida dos linfécitos e dos macréfagos (ROTH et

al., 2002). Alguns dos carbonos da glutamina sdo completamente oxidados pelas
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células do sistema imune. Esta oxidagdo parcial da glutamina é conhecida como
glutamindlise, além disso, a glutamina fornece nitrogénio para a sintese de
nucleotideos da purina e pirimidina, sendo estes nucleotideos necessarios para a
sintese de novos DNA e RNA durante a proliferagao de linfcitos e macrofagos, para
a sintese de mRNA e o reparo de DNA. Entretanto, a taxa de glutamindlise em
linfocitos € substancialmente maior do que a taxa de sintese destes compostos
(CASTELL, 2002).

Garcia; Pithon-Curi e Curi (2000) enfatizam que o treinamento tem como
caracteristica estimular adaptagbes morfoloégicas e metabdlicas nos musculos
esqueléticos e alterar a mobilizagdo e utilizagdo de substratos energéticos. No
treinamento, outras alteragbes como irritabilidade e diminuicdo do desempenho
podem ser observadas, juntamente com a diminuigdo da concentragao de glutamina
e maior incidéncia de sintomas de infec¢des respiratorias, caracterizando uma
condicdo denominada como sindrome do excesso de treinamento (overtraining)
(FRANCISCO et al.,, 2002). Dentre as alteragdes fisioldgicas, acarretadas pelo
“overtraining”, deve-se incluir a fungdo imune (GARCIA; PITHON-CURI; CURI,
2000).

Periodos prolongados de exercicio fisico podem causar depressao temporaria
em diversos aspectos da fungdo imunologica, contudo, em intensidade e volume
moderados de treinamento ocorrem as melhores respostas imunes, comparados a
intensidades baixas e elevadas (ARAUJO et al., 2008).

O exercicio fisico de alta intensidade ou de duragéo prolongada pode produzir
uma “janela aberta” indicativa de um maior risco de infecgbes (RADAK et al., 2008).
Além disso, o exercicio fisico de alta intensidade causa danos aos tecidos, produgao
de horménios do estresse e alteragao na quantidade circulante e na fung¢ao de varias
células do sistema imune (NATALE et al., 2003). Principalmente, o exercicio fisico
que acarreta estresse oxidativo pode causar danos ao sistema imunolégico (HEMILA
et al., 2006).

2.8.1 Resposta imunolégica de atletas ao exercicio fisico

Parece haver um limiar de estimulo necessario para que ocorram mudancgas
na imunidade ou na distribui¢do celular. E quanto maior a intensidade aplicada nos
exercicios maior sera a perturbagao ocasionada (BRAUN; VON DUVILLARD, 2004).
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A resposta imunoldgica de atletas ao exercicio fisico revelou os seguintes
resultados.

Em corredores saudaveis que realizaram um protocolo de corrida intensa em
esteira rolante a uma velocidade correspondente a 80% do VO,max e até chegarem
a exaustdo os resultados indicaram aumento imediatamente apds o exercicio
(p<0,05) no numero total de linfocitos, seguido por queda no numero das
subpopulag¢des de linfécitos uma hora depois do término do teste resultando em
linfocitopenia (p<0,05) (SIMPSON et al., 2007).

Em jogadores masculinos de futebol de elite da Categoria Junior, saudaveis e
livres de lesdes foi investigado o efeito do treinamento de campo para o
desenvolvimento do desempenho esportivo sobre diferentes células imunoldgicas.
Os resultados mostraram que o numero de leucécitos diminuiu em 20% devido a
diminuicdo no numero de células T (linfocitos T) e células B (linfocitos B). O numero
de neutréfilos e mondcitos sanguineos ndo se modificou antes e apds o treinamento
de campo. Observou-se, também, que nao houve mudanga significativa no niumero
circulante de células NK. O nimero de células T auxiliares (CD3" CD4") e T
citotoxicas (CD3" CD8") ambas diminuiram em aproximadamente 30% apos, o
treinamento (MALM; EKBLOM; EKBLOM, 2004).

Karacabey et al. (2005) investigaram as diferencas entre mulheres atletas e
mulheres sedentdrias sobre os efeitos do exercicio aerdbio e anaerdbio nos
parametros imune humoral. As mulheres atletas foram divididas em dois grupos. As
que foram submetidas a 30min de exercicio aerébio em esteira rolante a uma
intensidade aproximada de 60 a 70% da reserva cardiaca e o grupo que realizou um
teste de Wingate em 30seg. O terceiro grupo chamado controle foi composto por
mulheres sedentarias. Os resultados do estudo ao comparar os grupos de atletas
com o de mulheres sedentarias indicaram aproximadamente 30% a menos de IgA e
IgG no grupo de mulheres sedentarias (p<0,05). No segundo e quinto dias apds, o
exercicio obteve-se aproximadamente 16% de elevacéo nos niveis de IgA (p<0,05) e
de 11% e 100% de elevagcdo nos niveis de IgG (p<0,05) e IgM (p<0,01),
respectivamente, em mulheres atletas submetidas ao exercicio aerébio.

Trinta e sete homens ciclistas, experientes na modalidade participaram de um
dia de prova de ciclismo em Otztaller Radmarathon que pertence & categoria de
“Cycle-Touring Event” da Union Cycliste Internationale (UCI). A prova consistiu em

percorrer uma distancia de 230km em altitude de 550-2500m acima do nivel do mar.
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Observou-se que a média da concentracao de IL-8 no plasma (142,27+21,85pg/mL
pré-prova) permaneceu quase inalterada imediatamente pos-prova
(124,35+13,16pg/mL, p=1,00), mas declinou significativamente 24h depois da prova
(62,92+6,80pg/mL, p=0,002) (NEUMAYR et al., 2005).

Embora as amplas diversidades de estudos referentes as alteragdes
imunoldgicas decorrentes do exercicio fisico faltam dados conclusivos na literatura
sobre danos celulares e reparagdo dos tecidos associados com as modificagdes

imunes impostas pelo treinamento crénico.



MATERIAIS E METODOS
3.1. Animais

Para o desenvolvimento deste estudo ser&o utilizados 69 ratos machos, Rattus
novergicus — Wistar/UFPel, com idade de 60 dias e pesando entre 200 a 300g no
comego do experimento. Os animais provenientes do Biotério da UFPel seréo
alimentados com racgdo balanceada padrdo (Nuvilab® CR1 — alimento completo,
balanceado ou formulado para camundongos e ratos) e agua “ad libitum?,
distribuidos em gaiolas para ratos nas dimensdes de 41x34x16¢cm em polipropileno
autoclavavel e tampa em arame galvanizado, mamadeiras em vidro de 350mL com
rolha de borracha preta conica e bico reto em inox. Os animais serdo alojados em
grupos de cinco ou quatro por gaiola conforme o espago recomendado para
roedores de laboratério obtido no Manual sobre cuidados e usos de animais de
laboratério, 2003. A alocacdo se dara de maneira que a cada duas gaiolas
correspondera a um grupo experimental, totalizando dez ou nove animais por grupo.
A temperatura ambiente sera controlada entre 21-25°C, umidade entre 50-60% e
fotoperiodo de 12h claro e 12h escuro, comegando as 18h.

Antes do periodo de adaptagdo ao meio liquido, os animais serdo pesados e
distribuidos aleatoriamente em seis grupos: SN (sedentario ndo suplementado,
n=12), SS (sedentario suplementado, n=12), TEN (treinado em EEML nao
suplementado, n=11), TES (treinado em EEML suplementado, n=11), TAN (treinado
em alta intensidade nido suplementado, n=12) e TAS (treinado em alta intensidade
suplementado, n=11). O periodo de adaptagcado ao meio liquido (duas semanas) sera
realizado pelos animais submetidos ao protocolo de treinamento. A natacdo sera
sempre realizada em tanque coletivo cilindrico de 77cm de didametro e 62cm de
altura. A agua sera mantida em profundidade de 50cm e permanecera a temperatura
de 30+1°C através de uma central de aquecimento de agua.

ApoGs, cada sessdo de treinamento de natagdo todos os animais serdo secos e
colocados em ambiente com temperatura entre 21 e 25°C, para evitar complicacdes

fisiologicas provenientes do frio e da umidade.
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3.2. Protocolo de suplementagao

Toda esta técnica sera realizada seguindo as recomendacgdes utilizadas por
Rombaldi (1996). Os animais dos grupos SS, TES e TAS (grupos sedentario,
treinados em EEML e em alta intensidade, suplementados) serdo suplementados
com solugao carboidratada liquida a 12% (m/v) de maltodextrina dissolvida em agua
destilada. A massa de CHO ingerida sera de 0,48g.kg” de peso, sendo que o
volume de solugdo ou de agua pura (grupo nao suplementado) ingerido por cada
animal sera calculado a partir do peso de cada roedor. Administrar-se-a 1mL de
liquido para cada 250g de peso e a cada 5g de peso superior ou inferior ao peso
base, o volume aumentara ou diminuira em 0,02mL (Anexo 1), sendo que tanto a
solugdo carboidratada como a agua destilada pura serdo providenciadas no dia
anterior ao treinamento e armazenadas a 5°C. No dia do treinamento, os recipientes
com as solugdes serdo mantidos em gelo dentro de uma caixa de isopor fechada de
maneira a manté-las na temperatura de 5°C.

A suplementacdo carboidratada ou &gua pura serdo administradas
imediatamente antes de iniciar o treinamento, apdés um prévio aquecimento de
natacdo dos animais por 2min. A administracdo da solugdo carboidratada ou agua
pura sera realizada sempre pela mesma pessoa com experiéncia no uso da sonda
orogastrica (tubos gastricos — “gavage”) em ratos.

Os animais nao suplementados (grupos SN, TEN e TAN) receberdo somente
agua pura utilizando-se a mesma técnica e nos mesmos momentos dos grupos
suplementados.

A suplementagdo liquida com solugdo carboidratada a 12% (m/v) de
maltodextrina (carboidrato complexo) passara a ser administrada, apos o periodo de
adaptagcdo dos animais ao meio liquido. Os animais serdo suplementados cinco

vezes por semana, durante o periodo de treinamento (por 37 dias).

3.3. Protocolo de treinamento

O periodo essencial para que o treinamento produza as necessarias adaptacoes
sera de oito semanas. Os animais nadardo cinco vezes por semana
consecutivamente, durante 60min por dia e de forma continua ou intermitente (2
periodos de 30min, com 10min de intervalo entre os periodos, sendo o padrao de
exercicio e repouso de 15seg de duracgdo, caracterizando a forma intermitente).

Durante as duas primeiras semanas, 0os animais serdo adaptados progressivamente
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a sobrecarga pretendida, de modo que no final da segunda semana suportem o
sobrepeso de 5% e o exercicio continuo (em EEML) com 60min de duragdo ou o
sobrepeso de 10% com a mesma duragéo por sessao, porém de padrao intermitente
(exercicio de alta intensidade). O experimento sera realizado no ciclo claro entre
18h00min e 6h00min. As sobrecargas utilizadas serdo correspondentes a 5% do
peso corporal, pois de acordo com Gobatto et al. (2001), ratos destreinados
suportam sobrecargas de 5 a 6% do peso corporal e permitem a estabilizagdo do
EEML a uma concentragdo de lactato sanguineo de 5,5mmol/L, ou de 10% do peso
corporal, considerada carga de treinamento de alta intensidade. O peso corporal dos
ratos sera monitorado semanalmente, as segundas-feiras, durante todo o periodo
experimental e feito a correcdo da sobrecarga advinda pela adaptagdo ao
treinamento. Os animais dos grupos sedentarios serdo colocados em tanque com
agua rasa, em profundidade de 10cm (banho de emersao) a temperatura de 30+1°C,
por 20 minutos, 5 dias/semana e serdo usados como controles. O quadro 1,

apresenta um resumo do protocolo de treinamento e suplementacéo.

Quadro 01: Resumo do protocolo de treinamento e suplementacao.

PROTOCOLO DE TREINAMENTO E SUPLEMENTAGAO

PERIODO DE ADAPTAGAO

12 Semana (grupos treinados em EEML e em alta intensidade)

Dias Qua Qui Sex Sab Dom
Minutos 30 60 30 60 20
Sobrecarga L* L 3%** 3% 4%**
22 Semana (grupos treinados em EEML)

Dias Qua Qui Sex Sab Dom
Minutos 30 50 60 30 60
Sobrecarga 4% 4% 4% 5%** 5%
22 Semana (grupos treinados em alta intensidade)

Dias Qua Qui Sex Sab Dom
Periodos/minutos 2/20 2/20 2/20 2/20 2/30
Intervalo (min) 10 10 10 10 10

Sobrecarga 6%** 7%** 8%™* 10%** 10%
PERIODO DE TREINAMENTO E SUPLEMENTAGAO
32 a 8% Semanas (grupos treinados em EEML)
Dias Qua Qui Sex Sab Dom
Minutos 60 60 60 60 60
Sobrecarga 5% 5% 5% 5% 5%
Solugdes (CHO X X X X X
ou HZO)

32 a 8% Semanas (grupos treinados em alta intensidade)

Dias | Qua | Qui | Sex | Sab | Dom
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Periodos/minutos 2/30 2/30 2/30 2/30 2/30
Intervalo (min) 10 10 10 10 10
Sobrecarga 10% 10% 10% 10% 10%
Solugdes (CHO X X X X X
ou HZO)

ULTIMO DIA DE TREINAMENTO (82 SEMANA)

Exercicio de exaustao sob carga de 10% do peso corporal e administracéo das
solugdes CHO ou H,0 para os grupos treinados em alta intensidade.

*Livre de sobrecarga. **Sobrecarga a partir do peso corporal de cada animal.

3.4. Exercicio de exaustao

No ultimo dia do experimento, os animais dos grupos TAN e TAS nadarao até a
exaustdo. A sobrecarga utilizada sera correspondente a 10% do peso corporal. A
exaustdo sera determinada quando os animais permanecerem submersos por um
periodo superior a 30seg (ROMBALDI, 1996). O exercicio de exaustdo sera
realizado com o objetivo de verificar o efeito do exercicio anaerobio de alta

intensidade sobre as variaveis dependentes deste estudo.

3.5. Delineamento experimental

De acordo com Vieira; Hoffmann (1989) e Gomes (1990), esta pesquisa se
caracteriza como sendo do tipo experimental com delineamento inteiramente casual
distribuido em seis grupos experimentais (SN, SS, TEN, TES, TAN, TAS). Este

estudo seguira o seguinte delineamento experimental, apresentado no quadro 2.

Quadro 02: Delineamento experimental do estudo.

Grupo Tratamento Experimental

experimental

SN Animais mantidos sedentarios durante todo periodo

experimental + administragcdo de agua pura.

SS Animais mantidos sedentarios durante todo periodo

experimental + suplementacdo a 12% de maltodextrina.

TEN Seis semanas de treinamento de natagdo em padrdo
continuo e em EEML (60min/sesséo, 5 vezes/semana) +

administragdo de agua pura.

TES Seis semanas de treinamento de natagdo em padrdo
continuo e em EEML (60min/sesséo, 5 vezes/semana) +
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suplementagdo a 12% de maltodextrina.

TAN Seis semanas de treinamento de natagdo em padrdo
intermitente de alta intensidade (60min/sesséo, 5
vezes/semana) + exercicio de exaustao no udltimo dia de

treinamento + administragé&o de agua pura.

TAS Seis semanas de treinamento de natagdo em padrdo
intermitente de alta intensidade (60min/sesséo, 5
vezes/semana) + exercicio de exaustdo no ultimo dia de

treinamento +

suplementacéo a 12% de maltodextrina.

Onde:
SN: grupo sedentario ndo suplementado;
SS: grupo sedentario suplementado com maltodextrina 12% (m/v);
TEN: grupo treinado em EEML n&o suplementado;
TES: grupo treinado em EEML suplementado com maltodextrina 12% (m/v);
TAN: grupo treinado em alta intensidade nao suplementado; e
TAS: grupo treinado em alta intensidade suplementado com maltodextrina 12%
(m/v).

Neste estudo serdo realizadas analises bioquimicas de lactato sanguineo, do
conteudo de glicogénio hepatico e muscular (musculo gastrocnémio, porgdes branca
e vermelha), de peroxidagao lipidica através de produtos que reagem ao &acido
tiobarbiturico (MDA), de proteina carbonil e analise imunoldgica da contagem total e

diferencial de leucodcitos.

3.6. Procedimentos e métodos de eutanasia

Ao final do periodo experimental, imediatamente apdés a ultima sessdo de
treinamento, os animais passarao por anestesia prévia e amostras sanguineas serao
coletadas em tubos de ensaio. Apds, eutanasia dos animais por extragao total do
conteudo sanguineo sera coletada amostra do tecido hepatico e do musculo
gastrocnémio (porgdes brancas e vermelhas).

Primeiramente, a imobilizagdo do animal se dara por contencao fisica, conforme

técnicas ja consagradas. Apds, a contencéo fisica o animal sera anestesiado com
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Tiopental. A via de administragdo do anestésico sera a intraperitoneal e a dosagem
utilizada sera correspondente a 25mg/kg/v (KIRK, 1984).

A coleta sanguinea sera feita por pungéo cardiaca com anestesia prévia, ao final
do periodo experimental. Durante a coleta sanguinea, os animais sofrerdo
eutanasia. A eutanasia sera necessaria, devido a hipovolemia que o animal
apresentara ao final da coleta, pois se precisara de aproximadamente 5mL de
sangue para avaliagao de todas as variaveis do presente estudo, assim sendo, em
ratos esta é a quantidade sanguinea aproximada que se pode obter, portanto, para
evitar sofrimento destes animais, o emprego da eutanasia justifica-se em obediéncia
a LEIN° 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008 (Capitulo IV, Art. 14, §1°).

O método de eutanasia seguira as recomendagdes da Resolugdo CFMV N° 714,
DE 20 DE JUNHO DE 2002.

* Dispde sobre procedimentos e métodos de eutanasia em animais, e da outras
providéncias.

Resolve:

Art. 1° Instituir normas reguladoras de procedimentos relativos a eutanasia em
animais.

Posteriormente, a eutanasia, amostra do tecido hepatico e muscular sera
coletada e analisada em duplicata para a determinagado do conteudo de glicogénio
nestes tecidos.

As carcagas dos animais serdo congeladas até que haja o recolhimento e
incinerag&o por uma firma especializada e contratada pela UFPel (AMBIENTUUS —
Tecnologia Ambiental Ltda.).

A Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) da UFPel devera
aprovar o protocolo experimental que segue as normas sugeridas pelo Comité
Brasileiro de Experimentagdo Animal e Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais
de Laboratério (COBEA/SBCAL).

3.7. Coleta e analise do material
3.7.1. Obtencao das amostras de sangue

Ao final do periodo experimental todos os animais (grupos SN, SS, TEN, TES,
TAN e TAS) serdo submetidos a anestesia, conforme descrito no item acima para

coleta de sangue com material descartavel. Apos, o uso do material descartavel,
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este sera imediatamente desprezado em uma caixa especial para depdsito de lixo
para descarte.

Posteriormente a extracdo das amostras sanglineas (com ou sem
anticoagulante) em torno de 1mL serd depositado em tubo de ensaio com o
anticoagulante EDTA para a determinagdo da contagem total e diferencial de
leucdcitos, a segunda amostra do sangue total sem anticoagulante, 25uL para
determinacdo da concentragdo de lactato e outros 4mL serdo centrifugados a
3000rpm por 10min para obtencdo do soro. Aliquotas deste material recém obtido
serdo armazenadas a 20°C negativos para posterior analise das demais variaveis

deste estudo.

3.7.2. Obtencao das amostras de tecido hepatico e muscular

Por laparotomia mediana sera retirada uma porgao de aproximadamente 0,29
do figado. A pele da pata posterior sera removida e serdo extraidas cerca de 0,2g do
musculo gastrocnémio (porgdes brancas e vermelhas). Aliquotas duplicatas de cada
tecido serdo removidas, pesadas e estocadas a 20°C negativos até a extracéo e

quantificac&o do glicogénio.

3.7.3. Determinagoes bioquimicas
3.7.3.1. Dano oxidativo
3.7.3.1.1. Peroxidacao lipidica: Dosagem de MDA

A peroxidacdo lipidica sera estimada pela medida de substancias reativas ao
acido tiobarbiturico (TBARS) em amostras de soro pelas modificagbes do método de
Jentzsch et al.,, (1996). Em 0.2mL de soro sera adicionado 0,55mL de &gua
deionizada, 1mL de acido ortofosférico (0,2mol/L) e 0,25mL de solugao alcalina de
acido tiobarbiturico - TBA (0,1mol/L) (volume final de 2,0mL) seguido por incubagéo
a 90°C durante 45min. A absorbancia sera determinada em 532nm e comparada
com a curva padrao de malondialdeido. Os resultados serdo expressos como nmol
MDA/mL.

3.7.3.1.2. Dosagem de proteina carbonil
A dosagem de proteina carbonil no soro sera feita conforme as modificagdes do
método de Levine et al. (1990). A proteina sera precipitada adicionando 0,5mL de

TCA 10% e centrifugagdo a 5000rpm por 5min descartando o sobrenadante.



44

Adicionar a este precipitado 0,25mL de 2,4 DNPH 10mM em HCI e incubacdo a
temperatura ambiente no escuro por 30min, a cada 15min agitar no vértex por
10seg. Apods, a incubacdo, 0,25mL de TCA 10% sera adicionado a proteina
precipitada e centrifugada em 5000rpm por 5min. Desprezar o sobrenadante e lavar
o precipitado por centrifugagcdo a 3500rpm por S5min duas vezes com 1mL de
etanol/acetato de etila (1:1). O precipitado sera dissolvido em 1500uL de tampé&o
desnaturacao SDS 2% pH 8,0 e incubado por 10min a 37°C. A intensidade da cor do
sobrenadante sera medida usando espectrofotbmetro em 370nm e zerando o
aparelho com 1,5mL de SDS 2%. O conteudo de proteina carbonil sera expresso

como nmol/mg de proteina.

3.7.3.2. Determinagao do conteudo de proteinas
A proteina sera determinada de acordo com Bradford (1976) utilizando albumina

sérica bovina como proteina padréo.

3.7.3.3. Concentragao de lactato sanguineo

Sera determinado no sangue total. Apds, a ultima sessdo de treinamento, 25uL
de amostras de sangue serao utilizadas para a determinagao das concentragdes de
lactato. O equipamento utilizado para medir as concentragbes de lactato sera o
ACCUSPORT® (Boehringer-Mannheim, Alemanha). A técnica de medida sera
através da “determinacédo enzimatica e fotometria de reflexdo, com comprimento de
onda de 660nm”.

3.7.3.4. Conteudo de glicogénio hepatico e muscular

A extracao dos tecidos sera feita como descrito por Peixoto e Pereira (2007).
As amostras de figado e musculo gastrocnémio (em torno de 200mg por tecido)
serdo adicionadas a 2,0mL de KOH 30% e incubadas em 100°C até a completa
dissolugéo do tecido e entédo serao resfriadas em agua gelada. A estas dissolugdes
serdo adicionados 2,0mL de etanol, apds misturar as solugdes, estas seréo
incubadas a 70°C por 10min. Posteriormente, os tubos seréo resfriados em gelo por
3min e centrifugados em 3000rpm por 5min. O sobrenadante sera desprezado e
0,2mL de HCI 5N e 3,8 e 1,8mL de agua deionizada sera adicionada ao precipitado
de figado e musculo, respectivamente. O conteudo de glicogénio sera determinado

conforme o meétodo de Krisman (1962). As amostras (50uL para figado e 200uL para
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os extratos de musculo) serdo misturadas com solugéo reativa de iodo [I> 0,01% e KI
0,1% em uma solugado saturada de (NH4),SO4]. A absorbancia sera determinada em
460nm e comparada com a curva padrdo de glicogénio. O conteudo de glicogénio

dos tecidos sera expresso como mg de glicogénio por 100mg de tecido.

3.7.4. Determinagao imunolégica
3.7.4.1. Contagem total e diferencial de leucécitos

Esta determinagédo sera feita de maneira adaptada de Dantas et al. (2006). A
contagem global dos leucocitos sera realizada em camara de Neubauer, a partir de
amostras de sangue com EDTA diluidas na proporg¢ao de 1:20 em liquido de Turk. O
material, assim obtido serda homogeneizado em agitador magnético, durante 45seg e
realizada a contagem total de leucdcitos em microscopio Zeiss. A contagem
diferencial das células da série leucocitaria sera realizada em esfregacos de sangue
fixados e corados pelo método de Giemsa. A lamina devera ser imersa no corante
durante 20 a 30min apds, deve-se lavar a lamina em agua corrente. O verso da
lamina devera ser limpo e esta devera secar ao ar livre. Sera realizada a contagem
diferencial dos leucdcitos em microscopio 6ptico, usando-se objetiva de imersdo em

oleo.

3.8. Analise estatistica

A analise estatistica sera conduzida no pacote estatistico STATISTICA para
Windows, versao 8, da Statsoft. Se as variaveis seguirem a curva normal, sera
empregada a analise de variancia fatorial para a comparagcado entre as médias.
Quando o F for significativo, para localizar as diferencas usar-se-a o teste de Fisher.
Se as variaveis apresentarem comportamento ndo paramétrico, se utilizara o teste
Kruskal-Wallis. Os valores serdo expressos como medias e desvio-padrao, sendo
adotado o nivel de significancia de p<0,05.



CRONOGRAMA DE ATIVIDADES
Quadro 03. Cronograma de atividades.
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Ano 2 0 0 9 2 0 1 0
Meses Abril a | Setembro | Setembroa | Novembro a | Janeiroa | Margo a | Setembroa | Novembro a Dezembro
Atividades Julho Novembro Janeiro Margo Agosto Outubro Dezembro de 2010
a Margo de
2011

Elaborac&o do projeto

Qualificagéo

Estudo piloto

Aprovacgao do projeto

pelo Comité de Etica

Registro do projeto no
COCEPE

Reserva dos animais

no Biotério

Aplicacao pratica

Coleta de dados

Analise estatistica

Revisao de literatura

Conclusao

Entrega/Defesa
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1. Introdugao

No ano de 2009, com meu ingresso no Curso de Mestrado em Educagao
Fisica da Universidade Federal de Pelotas, na Linha de Pesquisa em Atividade
Fisica, Nutricdo e Saude, deu-se inicio a uma nova forma de pesquisa utilizando
animais como modelo biologico (Rattus novergicus — Wistar). Desta maneira, o
presente relatério de coleta de dados foi redigido de maneira diferenciada dos
demais relatérios até entdo elaborados por mestrandos integrantes desta Linha de

Pesquisa.

1.1 Meta

Com objetivo de verificar as adaptagdes bioquimicas e imunoldgicas
decorrentes de um programa de exercicio fisico aerébio em carga de treinamento
correspondente ao Estado Estavel Maximo de Lactato (EEML) ou de um programa
de exercicio fisico de alta intensidade (carga de treinamento acima do EEML, porém
inferior ao consumo maximo de oxigénio - VO,max) se utilizou sobrepesos de
chumbo de 5% ou 10% do peso corporal de cada roedor. Verificou-se, também, se a
utilizacdo de solugao carboidratada (suplementacdo permanente com maltodextrina)
possibilitaria modificacbes quantitativas nas variaveis analisadas. Neste sentido,
este estudo apresentou um design fatorial 3x2 - animais com trés condigbes de
treinamento (sedentarios, treinados em exercicio aerdbio e treinados em exercicio
de alta intensidade) e duas condi¢cdes de suplementagcado (com maltodextrina x agua
pura) e uma analise multivariada.

Os resultados deste estudo poderao servir para ampliar a compreensao dos
processos adaptativos do desempenho esportivo sob manifestacoes inflamatérias
em fungcéo do excesso de treinamento (overtraining) sofrido por atletas de diferentes
niveis de competicdo, além de contribuir com a area da nutricdo esportiva. Isto sera
possivel, por tratar-se de animais mamiferos, ndo ha impedimentos que os
resultados deste estudo sejam extrapolados para humanos, com Obvias restrigoes.
Considerando as restricdes, o proximo passo sera realizar este estudo com
humanos.

O relatério de coleta de dados realizada no Laboratorio de Bioquimica e
Fisiologia do Exercicio descreve o sistema de aprovagédo do projeto e reserva dos
animais, o trabalho laboratorial, a coleta final dos dados e as determinacdes

bioquimicas e imunoldgica.
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2. Aprovagao do Projeto e Reserva dos Animais

Antes da reserva dos animais no Biotério Central da UFPel o projeto de
dissertagao passou por duas aprovagdes e um cadastro. A primeira aprovagao do
projeto foi realizada pelo Médico Veterinario responsavel pelo Biotério Central da
UFPel. Apds, esta aprovacdo com carta de liberacdo da execucdo deste trabalho,
este documento foi anexado aos demais exigidos para cadastro no protocolo da
UFPel e entdo encaminhado para aprovacdo na Comissdo de Etica em
Experimentagdo Animal (CEEA/UFPel). O projeto de dissertacdo passou por duas
reavaliagbes da CEEA/UFPel. Com a incorporacdo dos documentos e ajustes
necessarios o projeto foi aprovado por esta Comissdo sob numero de processo
5873/2009.

Logo apds a aprovagao do projeto pela CEEA/UFPel, foi encaminhado para
cadastro no Conselho de Ensino, Pesquisa e Extensdo - COCEPE/UFPel. De posse
do numero de cadastro no COCEPE/UFPel foi realizada a reserva dos animais no
Biotério Central da UFPel. O procedimento legal para se fazer reserva de animais no
Biotério sdo os numeros de registro do projeto na CEEA e no COCEPE e um
professor com titulo de doutor como responsavel pela execugdo do mesmo. Entre a
qualificagdo que ocorreu em setembro de 2009 e a reserva dos animais no Biotério
se passaram sete meses. Em abril foi feito o pedido de reserva dos animais com
prazo previsto de entrega no LABFex para o més de julho pois, os animais deveriam
ser entregues com 60 dias de idade.

3. Trabalho Laboratorial
Os animais ao chegarem ao LABFex (em setembro de 2010, sexta-feira)
foram distribuidos em gaiolas para ratos nas dimensdes de 41x34x16cm em
polipropileno autoclavavel e tampa em arame galvanizado. A principio, os animais
foram alojados em grupos de cinco por gaiola, mas para evitar qualquer tipo de
estresse decorrente de fatores ambientais, conforme foi aumentando o tamanho e o
peso corporal de cada roedor, os animais passaram a ser distribuidos em numero de
dois por gaiola. As gaiolas coletivas foram identificadas conforme o grupo
experimental e data de eutanasia de cada subgrupo (ver quadro da pagina 60).
Uma semana apos (para adaptacdo ao ambiente novo), os animais foram

pesados e marcados na cauda com caneta (marcador permanente colorido) para
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identificacdo através de simbolos que representavam seus respectivos grupos
experimentais. No dia seguinte, se confeccionou as sobrecargas que seriam
utilizadas durante a primeira semana de adaptacdo ao meio liquido. Este processo
de pesagem e remarcagao dos animais, bem como confecg¢ao de novas sobrecargas
era realizado todas as segundas- e tercas-feiras até a ultima semana de
experimento. Além destas tarefas, nas tergas-feiras, as gaiolas com os animais eram
retiradas dos locais de alocagao para limpeza geral do laboratério. A cada dois dias
as gaiolas, mamadeiras e bicos eram removidos para limpeza e a maravalha
trocada. Todos os dias da semana eram feitas as reposigdes da racdo e da agua
para beber. A maravalha e o lixo de descarte eram recolhidos em sacos leitosos e
colocados nos coletores de residuos. Sempre que necessario eram feitos pedidos de
reposi¢cao de maravalha e ragéo ao Biotério Central.

Nos dias de treinamento dos animais (que ocorreu de quarta-feira a domingo)
as tarefas laboratoriais comegavam com o aquecimento da agua do tanque de
natagcédo coletiva. Apds, os animais dos grupos treinados eram colocados na agua
para realizarem um breve aquecimento de natagédo, em torno de dois a trés minutos,
e entdo os animais eram rapidamente retirados do tanque para colocagao das
sobrecargas e administracdo das solugdes esportivas (solugdo com maltodextrina ou
solugdo com agua pura). Em seguida os animais eram recolocados no tanque para
realizacdo do exercicio de natagdo. Depois que todos os animais dos grupos
treinados terminassem sua sesséo de treinamento diario, o nivel da agua do tanque
era reduzido até ficar a 10cm do fundo do tanque e os animais dos grupos
sedentarios eram suplementados (solugdo com maltodextrina ou com agua pura) e
colocados no tanque para realizacdo do banho de imersao por pelo menos 10min.
Este procedimento laboratorial durante os dias de treinamento dos animais teve uma
duracao de 12 horas.

As tarefas laboratoriais envolvendo os animais comeg¢aram na primeira sexta-
feira do més de setembro e com término no primeiro domingo do més de dezembro.
Para n&o correr o risco de perder grupos experimentais durante o periodo de
treinamento e eutanasia dos animais, dividiram-se 0s grupos experimentais em
subgrupos conforme a data de eutanasia dos roedores. Houve um intervalo de uma
semana de diferenga para cada dia de sacrificio e em cada grupo experimental

(n=12) os subgrupos foram construidos com quatro animais. Portanto, cada grupo
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experimental foi dividido em trés subgrupos com uma semana de diferenga até o dia

do sacrificio, conforme mostra o quadro abaixo.

Quadro 1: Identificacdo dos subgrupos experimentais conforme dia de eutanasia.

SUBGRUPO 1
Grupo experimental (n=4) Periodo de Periodo de Dia da
adaptacao treinamento e eutanasia
suplementacdo | (total de 24
animais)
Aerdbio ndo suplementado; Comeco dia 15 | Comeco dia 29 21 de
Aerdbio suplementado; de setembro de | de setembro de | novembro de
Alta intensidade nao 2010. 2010. 2010.
suplementado; Final dia 26 de Final dia 21 de
Alta intensidade suplementado; setembro de novembro de
Sedentario ndo suplementado; 2010. 2010.
Sedentario suplementado.
SUBGRUPO 2
Grupo experimental (n=4) Periodo de Periodo de Dia da
adaptacao treinamento e eutanasia
suplementacdo | (total de 24
animais)
Aerdbio ndo suplementado; Comeco dia 22 Comeco dia 6 28 de
Aerdbio suplementado; de setembro de | de outubro de | novembro de
Alta intensidade nao 2010. 2010. 2010.
suplementado; Final dia 3 de Final dia 28 de
Alta intensidade suplementado; outubro de novembro de
Sedentario ndo suplementado; 2010. 2010.
Sedentario suplementado.
SUBGRUPO 3
Grupo experimental (n=4) Periodo de Periodo de Dia da
adaptacao treinamento e eutanasia
suplementacao | (total de 24
animais)
Aerdbio ndo suplementado; Comeco dia 29 | Comeco dia 13 5 de
Aerdbio suplementado; de setembro de | de outubro de | dezembro de
Alta intensidade nao 2010. 2010. 2010.
suplementado; Final dia 10 de Final dia 5 de
Alta intensidade suplementado; outubro de dezembro de
Sedentario ndo suplementado; 2010. 2010.

Sedentario suplementado.

Perdas

No final da primeira semana de adaptagcao ao meio liquido, durante exercicio

de natagdo ainda de maneira continua, um rato do grupo de alta intensidade

suplementado morreu no tanque durante a sessao de exercicio de natagdao. Na
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sexta e oitava semana de experimento morreu no tanque, durante a natacdo, um
rato de cada grupo experimental - aerdbio suplementado e aerdbio nao
suplementado, totalizando trés perdas no decorrer dos periodos de adaptagao e
treinamento. Assim, concluiu-se a etapa experimental deste estudo com um total de
69 ratos (n=12 para os grupos sedentarios; n=11 para os grupos aerobios; n=11 e
n=12 para os grupos de alta intensidade suplementados e ndo suplementados,

respectivamente).

4. Coleta final dos dados (eutanasia)

A coleta final dos dados deste estudo foi realizada nos dias das eutanasias
dos animais correspondentes a cada subgrupo. Participaram desta etapa seis
estudantes de graduagcdo em Educacgdo Fisica. Quatro estudantes ja tinham
experiéncia prévia em coleta sanguinea de animais de laboratorio e ficaram
responsaveis pela eutanasia e coleta dos tecidos.

Nos dias das eutanasias os animais dos grupos sedentarios receberam as
suas solugdes liquidas (maltodextrina ou agua pura) as 7h15min. Apds a
administracdo das solugdes, os animais foram colocados em tanque com agua rasa
para realizagdo do banho de imers&o. Em seguida retirou-se a ragdo destes animais
e eles permaneceram em repouso por uma hora. A eutanasia destes animais
procedeu-se apoés este periodo.

Os animais dos grupos aerobio suplementado e ndo suplementado realizaram
a ultima sessao de treinamento na parte da manha obedecendo as regras para
suplementagcdo da mesma forma que ja vinha sendo realizada. A administracéo da
solugao carboidratada com maltodextrina ou a agua pura, bem como a realizagao do
exercicio de exaustao dos animais dos grupos de alta intensidade foram realizadas
no turno da tarde (Apéndice 1).

Nos dias das eutanasias foram realizadas coletas sanguineas (sangue total
com EDTA e sem o anticoagulante para obtengcdo do soro) e de tecidos hepatico,
muscular (gastrocnémio) e renal.

O sangue total com EDTA (1mL) foi armazenado entre 2 a 4°C para analise
da contagem total e diferencial de leucdcitos e do conteudo de hemoglobina.
Aliquotas contendo em torno de 3mL de soro foram colocadas em microtubos tipo
eppendorf de 1,5mL cada e armazenados em dois racks para armazenamento de

microtubos. Um dos racks contendo uma das amostras soroldgicas (1,5mL) ficou
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armazenado entre 2 a 4°C para as seguintes determinagbes bioquimicas:
triglicérides, colesterol total, colesterol HDL, colesterol LDL, glicose, proteinas totais,
acido urico, creatinina, transaminase oxalacética, transaminase piruvica. O segundo
rack foi armazenado a 20°C negativos para posterior determinagao bioquimica de
dano oxidativo.

Amostras duplicatas dos tecidos hepatico, muscular e renal foram pesadas,
colocadas em tubos de ensaio e armazenadas em freezer até a extracdo e
quantificagdo do glicogénio (no maximo em cinco dias). Concluida a coleta de todos
os tecidos, o laboratério foi limpo e procedeu-se a determinacdo do conteudo de
hemoglobina e feito os esfregagos sanguineos para a determinacdo da contagem
diferencial dos leucdcitos. Também se registrou o tempo que os animais do grupo de
alta intensidade levaram até chegar a exaustdo (em segundos), a concentracédo de

lactato e o peso inicial e final dos 69 animais.

5. Determinagdoes Bioquimicas e Imunolégicas

Na redacao final deste estudo de mestrado nao serdo utilizadas todas as
analises bioquimicas efetuadas. Mas, o processo de determinagao das variaveis nao
citadas seguiu as determinagdes dos kits da Labtest (Lagoa Santa/MG/Brasil).

Na segunda-feira, apds a eutanasia procedeu-se as determinacbes da
contagem total de leucécitos e a coloragdo das laminas com os esfregagos
sanguineos para a determinagdo da contagem diferencial de leuctcitos a ser
realizada na sexta-feira. A contagem total e diferencial de leucdcitos foi realizada no
laboratério do Programa de Pés-Graduagao em Biotecnologia localizado no Campus
Capao do Ledo da UFPel. A contagem total dos leucécitos foi realizada na parte da
manha e inicio da tarde. Ainda na segunda-feira, com inicio as 18h e término as 6h
da manha de terga-feira, realizaram-se as determinagdes da glicemia, triglicérides,
proteinas totais, acido urico, creatinina, colesterol total e colesterol HDL (no
LABFex).

Na terca-feira, as 16h, iniciaram-se a extracédo e quantificacdo do conteudo de
glicogénio hepatico e muscular. Na quarta-feira, as 18h, iniciaram-se a extracao e
quantificagdo do conteudo de glicogénio muscular (das amostras restantes) e renal,
e as determinacdes de transaminase pirldvica. Na quinta-feira, realizaram-se as
andlises de transaminase pirdavica (amostras restantes) e de transaminase

oxalacética. Na sexta-feira, procedeu-se a determinagéo da contagem diferencial de
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leucocitos com inicio as 9h e termino no inicio da tarde. Este processo de
determinagdes bioquimicas e imunoldgica foi seguido durante as trés semanas de
sacrificio dos animais. Na ultima semana, apds o sacrificio dos animais, comegaram
as determinagdes bioquimicas de dano oxidativo. A determinacdo de peroxidagéo
lipidica (dosagem de MDA) dos 69 animais teve inicio as 16h de quinta-feira e
termino as 6h de sexta-feira. A Dosagem de proteina carbonil (oxidagao protéica) foi
realizada em trés dias consecutivos (sabado das 9h as 20h, domingo das 12h as
18h e segunda-feira das 17h as 23h).

Apos, todas as determinagdes bioquimicas terem sido realizadas, o LABFex
foi limpo, o lixo e os reagentes para descarte removidos em recipientes apropriados
e identificados e depositados nos coletores. As carcagas dos animais foram
congeladas em material apropriado e descartadas no dia de recolhimento pela
AMBIENTUUS — Tecnologia Ambiental Ltda (firma especializada e contratada pela
UFPel para recolhimento e incineragcao de materiais).

Os dados foram registrados em uma planilha do Microsoft Office Excel para
serem transportados para o programa estatistico que foi utilizado para obtencéo dos

resultados do presente estudo.
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RESUMO

Introdugédo: A fadiga pode ser causada pela deplecao de carboidrato e pela agao
das espécies reativas de oxigénio. Assim, carboidratos sdo reconhecidos como
importantes para melhorar o desempenho, minimizar a queda na atividade
imunoldgica e reduzir o estresse oxidativo. Objetivo: verificar a ocorréncia de dano
oxidativo e alteragbes nas concentragdes de leucécitos sanguineos em ratos
treinados e sedentarios, suplementados ou ndo com maltodextrina. Materiais e
Métodos: ratos machos Wistar (60 dias) foram divididos em seis grupos: sedentarios
nao suplementados (n=12) e suplementados (n=12); treinados em EEML - Estado
Estavel Maximo de Lactato - ndo suplementados (n=11) e suplementados (n=11);
treinados em alta intensidade ndo suplementados (n=12) e suplementados (n=11). O
protocolo de treinamento consistiu de 8 semanas de natagdo em padrdo continuo
em EEML (60min.dia™) ou intermitente (2 periodos de 30min, com intervalo de
10min), com sobrecargas correspondentes a 5% e 10% do peso corporal,
respectivamente. Durante 37 dias os animais foram suplementados com uma dose
diaria de 0,48g.kg” de maltodextrina dissolvida em agua ou receberam agua pura.
As concentragdes de lactato sanguineo, conteudo de glicogénio hepatico e
muscular, peroxidagao lipidica, oxidagao protéica e contagem total e diferencial de
leucdcitos foram analisadas. Resultados: apesar da falta de significancia estatistica
na concentracdo de malondialdeido e na contagem total e diferencial de leucécitos
entre 0s grupos experimentais, ambos os modelos de exercicio impuseram
aumentos nas concentragdes de proteina carbonil (p<0,001). O exercicio aerébio e a
suplementacdo com maltodextrina proporcionaram aumento no conteudo de
glicogénio muscular quando comparado aos grupos sedentarios recebendo agua
(p=0,007) ou com maltodextrina (p=0,008). Conclusées: Os exercicios fisicos nao
ocasionaram danos nas camadas lipidicas, nem alteragdes nas concentragdes de
leucdcitos circulantes; entretanto, ambos os padrdes de treinamento proporcionaram
importantes perdas proteicas. A suplementacdo com maltodextrina foi efetiva ao
poupar os estoques de glicogénio muscular no exercicio aerdbio.

Palavras-chave: condicionamento, fadiga muscular, células brancas, estresse

oxidativo, ratos Wistar.
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ABSTRACT

Introduction: Fatigue can be caused by depletion of carbohydrates and by the
action of reactive oxygen species. Thus, carbohydrates are recognized as important
to improve performance, minimize the decline in immune activity and reduce
oxidative stress. Objective: To assess the occurrence of oxidative damage and
abnormal levels of blood leukocytes in trained and sedentary rats supplemented with
maltodextrina or water. Methods: Male Wistar rats (60 days) were divided into six
groups: sedentary non-supplemented (n = 12) and supplemented (n = 12), trained in
EEML - Maximum Lactate Steady State - not supplemented (n = 11) and
supplemented (n = 11), trained at high intensity non-supplemented (n = 12) and
supplemented (n = 11). The training protocol consisted of 8 weeks of swimming in a
continuous pattern in EEML (60min.day™) or intermittent (two periods of 30 minutes,
with an interval of 10min), with loads corresponding to 5% and 10% of body weight,
respectively. During 37 days the animals were supplemented with a daily dose of
0.48 g.kg™' maltodextrin dissolved in water or pure water. Concentrations of blood
lactate, hepatic glycogen content and muscle lipid peroxidation, protein oxidation and
total and differential leukocytes were measured. Results: Despite the lack of
statistical significance in malondialdehyde concentration and total and differential
count of leukocytes between the groups, both exercise models have resulted in
increases in protein carbonyl (p<0.001). Aerobic exercise and supplementation with
maltodextrin resulted in increased muscle glycogen content when compared to
sedentary groups receiving water (p=0.007) or maltodextrin (p=0.008). Conclusions:
The exercise did not cause damage to the lipid layers or abnormal levels of
circulating leukocytes, however, both standards of training provided important protein
loss. Maltodextrin supplementation was effective in sparing muscle glycogen stores
during aerobic exercise.

Keywords: conditioning, muscular fatigue, white blood cells, oxidative stress, Wistar

rats.
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1. INTRODUCAO

A fadiga é causada por complexas modificacbes metabdlicas que ocorrem no
musculo esquelético durante o exercicio. Estas mudangas variam dependendo do
padrao e duracao do recrutamento muscular e podem incluir, entre outros fatores, a
acidose metabdlica e a deplecdo de substratos!’. A acdo das espécies reativas de
oxigénio - EROs, cujo acumulo derivam do musculo em contragdo, em conjunto com
outras perturbagdes, também, promovem a fadiga“). Existe uma forte associagéo
entre a queda dos estoques intramusculares de glicogénio e o aumento na
concentragdo de EROs na inducéo da fadiga muscular®. Em decorréncia deste fato,
os radicais livres produzidos durante o exercicio representam um importante papel
na indugéo e propagacao da inflamacao pds-exercicio que pode aumentar as lesdes
celulares®.

A hipoglicemia ocasionada durante o exercicio também resulta em elevada
resposta ao estresse e a uma associada imunossupressao®. Além disso, o atleta
que se exercita em estado hipoglicémico tem maior perturbagdo em varios aspectos
da funcéao imunolégica(s). Neste sentido, um dos principais motivos para a utilizacao
de suplementagao carboidratada se apdia na influéncia do carboidrato (CHO) sobre
as células de defesa minimizando a supressdo transitoria da fungdo imune
observada durante o exercicio fisico®. Para tanto, suplementacbes com
maltodextrina sdo desejaveis, na medida em que nao tem gosto adocicado e sua
palatabilidade € mais bem aceita do que solugées com outras fontes de CHOs que
s30 mais doces'”). A maltodextrina é um polimero que normalmente provoca uma
alta resposta glicémica(s) e por ser um CHO complexo é assimilado mais lentamente
que os monossacarideos'”.

Diante do exposto, sendo o CHO um nutriente importante para reduzir a
ocorréncia de estresse oxidativo decorrente do exercicio fisico®, retardar a acidose
metabdlica, melhorar o desempenho e minimizar a queda na atividade imunologica
e, como ainda ndo ha consenso na literatura sobre o tipo e quantidade de
carboidrato que melhor atuam na concentracdo sanguinea de células

(91011.12) "4 necessidade de estudos adicionais na area. Neste sentido, o

imunes
objetivo deste estudo foi verificar a ocorréncia de dano oxidativo e as alteragdes nas
concentragbes de leucdcitos sanguineos em ratos treinados e sedentarios,

suplementados com maltodextrina ou que receberam agua pura.



69

2. MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados 69 ratos machos, da linhagem Wistar com 60 dias e pesando
no inicio do experimento entre 199-409 gramas. Os animais provenientes do Biotério
da Universidade Federal de Pelotas (UFPel) foram alimentados com ragéo
balanceada padrdo (Nuvilab® CR1), agua “ad libitum” e distribuidos em gaiolas
coletivas. A temperatura ambiente foi controlada entre 21-25°C e fotoperiodo de 12h
claro e 12h escuro.

Os animais foram transferidos para o Laboratério de Bioquimica e Fisiologia
do Exercicio da Universidade Federal de Pelotas (LABFex/UFPel), pesados e
distribuidos, aleatoriamente, em seis grupos: sedentarios ndo suplementados (n=12)
e suplementados (n=12); treinados em EEML - Estado Estavel Maximo de Lactato -
nao suplementados (n=11) e suplementados (n=11); treinados em alta intensidade
nao suplementados (n=12) e suplementados (n=11).

O periodo de treinamento foi de dez semanas, sendo as duas primeiras de
adaptagao ao meio liquido (cinco vezes por semana) com sobrecargas progressivas
e em tanque coletivo com agua a temperatura de 30+1°C. As oito semanas
subsequentes foram de exercicios de natagdo, cinco dias consecutivos por semana
e 60min por sessédo, de forma continua ou intermitente (2 periodos de 30min, com
10min de intervalo, sendo a duragdo do exercicio e do repouso de 15seg). O
experimento foi realizado no ciclo claro entre as 18h00min e 6h00min. As
sobrecargas utilizadas foram as correspondentes a 5% do peso corporal para o
exercicio de padrao continuo em EEML (aerdbio) ou de 10% do peso corporal para o
exercicio intermitente, considerada carga de treinamento de alta intensidade!™.

O peso corporal dos animais foi monitorado todas as segundas-feiras e feita a
corregdo da sobrecarga a partir da alteragdo no peso. Os animais dos grupos
sedentarios foram colocados em tanque com agua rasa, em profundidade de 10cm
(banho de imerséo) a temperatura de 30+1°C, por 15min, 5 dias consecutivos por
semana e foram usados como controles. Apds cada sessdo de treinamento de
natacao, os roedores foram secos e colocados em ambiente com temperatura entre
21 e 25°C para evitar complicagdes fisiologicas provenientes do frio e da umidade. A
figura 1 apresenta um resumo do periodo de adaptagdo, treinamento e
suplementacao.

No ultimo dia do experimento, os animais dos grupos treinados em alta

intensidade ndo suplementados e suplementados nadaram até a exaustdo. A
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exaustao foi determinada quando os animais permaneceram submersos por um
periodo superior a 30 segundos™). O exercicio até a exaustdo foi realizado com o
objetivo de verificar o efeito do exercicio anaerdbio na exaustdo sobre as variaveis
dependentes deste estudo.

Os animais suplementados dos grupos sedentario, treinado em EEML e
treinado em alta intensidade foram suplementados através de tubo gastrico
(“‘gavage”) com solugdo carboidratada liquida a 12% (m/v) de maltodextrina
dissolvida em agua destilada"®. A dose de carboidrato administrada foi de 0,48g.Kg"
' de peso, em um volume de 1mL para 250g de peso animal, e a cada 5g de peso
superior ou inferior ao peso corporal base, o volume aumentou ou diminuiu em
0,02mL. As solugdes foram administradas apds os animais serem submetidos a
aquecimento prévio de natagdo por 2min. Os ratos foram suplementados cinco
vezes por semana, durante o periodo de treinamento, por 37 dias. Os animais nao
suplementados dos grupos sedentario, treinado em EEML e treinado em alta
intensidade receberam somente agua pura utilizando-se a mesma técnica dos
grupos suplementados.

A eutanasia ocorreu no ultimo dia de treinamento, imediatamente apds as
sessdes de exercicio aerébio ou exercicio de exaustdo ou apds uma hora de
repouso depois de efetuada a administragdo da solugdo carboidratada ou
administracdo de agua pura para os animais dos grupos sedentarios, sendo
coletadas amostras sanguineas e de tecidos hepatico e muscular (musculo
gastrocnémio, porgbes branca e vermelha). Foram obtidos em torno de 1mL de
sangue total com o anticoagulante EDTA para a realizagdo da analise da contagem
total e diferencial de leucdcitos, 25uL de sangue total sem anticoagulante para
determinacdo da concentracdo de lactato e outros 3mL de sangue total que foi
imediatamente centrifugado a 3000rpm por 10min para obtengdo do soro. Aliquotas
deste material recém obtido foram armazenadas a -20°C para posterior analise de
espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS — malondialdeido) e proteina
carbonil. As amostras de figado e musculo foram processadas para a dosagem de
glicogénio (em até 5 dias). A concentragéo de lactato sanguineo foi determinada no
sangue total através do equipamento ACCUSPORT® (Boehringer-Mannheim,
Alemanha).

A peroxidacdo lipidica foi estimada pela medida de TBARS conforme

modificagdes do método de Jentzsch et al™®, pela quantificagdo de malondialdeido
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(MDA) por espectrofotbmetro a 532nm. A dosagem de proteina carbonil foi feita
conforme as modificacdes do método de Levine et al'®. A intensidade da cor do
sobrenadante foi medida usando espectrofotdmetro em 370nm e zerando o aparelho
com 1,5mL de SDS 2%. A proteina foi determinada de acordo com Bradford"”
utilizando albumina sérica bovina como proteina padrdo. Em relagao aos niveis de
glicogénio hepatico e muscular, a extracdo e processamento dos tecidos foram
realizados como descrito por Peixoto & Pereira’®, sendo o contetido do glicogénio
determinado conforme o método de Krisman'®. O contetido de glicogénio dos
tecidos foi expresso como mg de glicogénio por 100mg de tecido. A contagem total
e diferencial de leucdcitos foi conduzida de acordo com a técnica adaptada de
Dantas et al®®.

A anadlise estatistica foi conduzida no pacote estatistico STATISTICA para
Windows, versdo 8, da Statsoft. Quando as variaveis seguiram a curva normal, foi
empregada a analise de variancia fatorial para a comparagao entre as medias.
Quando o F foi significativo, para localizar as diferengas usou-se o teste de Fisher.
Para as variaveis que apresentaram comportamento ndo paramétrico, se utilizou o
teste Kruskal-Wallis. Os valores foram expressos como médias e desvio-padrao,
sendo adotado o nivel de significancia de p<0,05.

Este estudo foi realizado de acordo com as normas sugeridas pelo Comité
Brasileiro de Experimentagdo Animal e Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais
de Laboratério (COBEA/SBCAL) e aprovado pela Comissdo de Etica em
Experimentagdo Animal (CEEA) da UFPel (Processo numero 5873/2009).

3. RESULTADOS

Na tabela 1 estdo apresentados os dados referentes a descri¢gao das variaveis
dependentes do presente estudo. As médias e desvio padrao do peso corporal inicial
e final dos animais foram diferentes (p<0,05). Apds oito semanas de treinamento e
suplementacao nao ocorreram diferencgas estatisticas no peso corporal final entre os
grupos experimentais (p>0,05).

O treinamento fisico de padrdo aerdbio continuo sob carga de EEML ou de
padrao anaerobio de alta intensidade e a utilizagdo de suplementagao carboidratada
associada ao uso de agua pura nao ocasionaram diferengas estatisticas
significativas (p>0,05) nas concentragdes de malondialdeido (MDA) comparadas aos

animais dos grupos controles (sedentarios que receberam agua pura e sedentarios
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suplementados com maltodextrina) (Tabela 2). Porém, ao final do periodo
experimental ambos os modelos de treinamento fisico impuseram aumento
significativo nas concentragdes de proteina carbonil (p<0,001) (Tabela 2). A
utilizacao de suplementacao carboidratada n&o alterou as concentragdes de proteina
carbonil em relacdo ao uso de agua pura (p>0,05).

Na tabela 3 estdo apresentados os dados referentes as concentracbes de
células sanguineas brancas. Nao foram observadas diferengcas estatisticas
significativas na contagem total e diferencial de leucécitos entre os seis grupos
experimentais.

Os grupos experimentais de ratos Wistar treinados em exercicio aerobio sob
EEML que receberam agua pura ou foram suplementados com maltodextrina
apresentaram concentragdes de glicogénio hepatico significativamente menor
(p=<0,02) do que o grupo experimental sedentario suplementado com maltodextrina.
Ratos Wistar treinados em exercicio anaerdbio de alta intensidade e que receberam
agua pura apresentaram valores significativamente menores (p=0,02) na
concentragdo de glicogénio do musculo gastrocnémio do que ratos treinados em
exercicio aerdbio sob EEML suplementados com maltodextrina. Animais treinados
em exercicio aerobio sob EEML suplementados com maltodextrina apresentaram
maiores concentragdes de glicogénio do musculo gastrocnémio do que ratos
sedentarios que receberam agua (p=0,007) ou suplementados com maltodextrina
(p=0,008) (Tabela 4).

Na tabela 5, estdo apresentados os dados referentes aos efeitos do
treinamento e de suplementacéo carboidratada sobre marcadores de desempenho
fisico em ratos Wistar. Houve um aumento significativo (p<0,001) nas concentragdes
de lactato sanguineo entre os animais treinados em exercicio anaerobio de alta
intensidade comparado aos animais treinados em exercicio aerdbio sob EEML.
Ratos Wistar treinados em exercicio anaerébio de alta intensidade também
apresentaram concentragdo de lactato sanguineo significativamente maior do que o
grupo de animais sedentarios (p<0,001). Nao foi identificada diferenga entre os
grupos experimentais que receberam agua ou suplementados com maltodextrina
tanto para a concentracéo de lactato sanguineo quanto para o tempo decorrido até a

exaustao.
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4. DISCUSSAO

Diferentes padrbes de treinamento fisico resultam em diferentes niveis de
estresse oxidativo®”. No presente estudo, os dois padrées distintos de exercicio
fisico ndo alteraram os niveis de malondialdeido (MDA). Por outro lado, houve
modificagdes nas concentragbes séricas de proteina carbonil. Alguns estudos
demonstraram respostas similares nestes parametros bioquimicos. Ogonovszky et
al®® observaram em ratos submetidos a cargas de exercicio moderado, exercicio
extenuante e exercicio excessivamente extenuante que, os niveis de peroxidagao
lipidica medidos através de espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)
diminuiram com os trés padrboes de treinamento, mas nao apresentando diferenca
significativa e que a oxidagao proteica medida através de derivados reativos de
conteudo carbonil (RCD) demonstrou reducgao significativamente diferente entre o
grupo treinado moderadamente e o grupo controle. Zoppi & Macedo®
demonstraram haver aumento significativo nos niveis de TBARS e de RCD em ratos
treinados com cargas de exercicio para induzir “overreaching” comparado a ratos
treinados em exercicio aerébio moderado ou ratos sedentarios.

Desde que pesquisas passaram a demonstrar que o estresse oxidativo e a
resposta inflamatoria contribuem com a causa da fadiga, com danos aos tecidos e
com o atraso na recuperacgao apos o exercicio exaustivo, varios estudos passaram a
dar maior énfase sobre os nutracéuticos para reduzir estes efeitos®”. Neste estudo
identificou-se que a suplementagdo com maltodextrina nédo alterou os niveis de MDA
e nem de proteina carbonil. Em humanos, as respostas oxidativas apresentaram
resultados pouco diferentes aos nossos. Em jogadores de futebol que utilizaram
suplementacdo por capsulas de vitaminas C e E ou com pilulas contendo
maltodextrina e acompanhados durante a fase pré-competitiva observou-se que os
niveis de RCD nao foram diferentes entre os grupos de jogadores, por outro lado, os
atletas que receberam suplementagdo com maltodextrina apresentaram aumentos
significativos nos niveis de TBARS apds a temporada pré-competitiva®). Em
homens treinados e submetidos a dois testes distintos de capacidade aerdbia em
ciclo ergbmetro, o primeiro a 70% do VO,max até chegar a exaustdo e o segundo a
80% do VO,max e utilizando ou solugao esportiva contendo carboidrato ou solugéo
contendo vitaminas antioxidantes, proteinas e carboidratos se observou que o nivel
de peroxidagao lipidica ndo apresentou diferenca significativa entre as diferentes

formas de suplementacéo, porém o conteudo de proteina carbonil foi maior para os
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individuos que receberam a suplementacdo contendo vitaminas antioxidantes,
proteinas e carboidratos do que os que foram suplementados unicamente com
carboidratos .

A concentragao e a fungao dos leucécitos sao clinicamente importantes como
indicadores do potencial imunoldgico do individuo e também s&o relevantes para
aperfeicoar os programas de treinamento em atletas por um longo periodo de
treinamento'®”). Entretanto, repetidas sessdes de exercicio intenso e prolongado
podem fazer declinar o numero circulante e a capacidade funcional dos
leucécitos®®. Em nosso estudo ndo constatamos alteragdes na contagem total e
diferencial de leucdcitos. Respostas diferentes foram identificadas em humanos. Em
homens e mulheres que participaram de exercicio aerébio moderado e de exercicio
de exaustdo observou-se aumento significativo na contagem diferencial de
leucdcitos com o exercicio de exaustdo e nenhuma diferenga significativa na
contagem total e diferencial de leucécitos com o exercicio moderado®. Margonis et
al® demonstraram haver aumento significativo na contagem total de leucécitos em
homens que realizaram exercicios de resisténcia muscular.

Gleeson et al® enfatizam que o consumo de uma solugdo carboidratada
durante o treinamento € recomendado para atenuar alguns dos efeitos
imunossupressivos do exercicio prolongado. N6s observamos que o uso de solugao
esportiva contendo maltodextrina ndo ocasionou alteracdo na contagem total e
diferencial de leucdcitos. Similarmente, Kreider et al®" nao observaram diferenca
significativa na concentragdo de leucécitos entre dois grupos de voluntarios
treinados e suplementados com maltodextrina ou com solugcdo esportiva contendo
proteina e sacarose logo apds a participagdo em um programa de treinamento de

resisténcia. Nieman et al®

notaram que a administracdo de uma solucéo
carboidratada (6% CHO) a homens treinados e submetidos a sessao de exercicios
fisicos atenuou 0 aumento nas quantidades celulares totais de leucdcitos, neutréfilos
e monocitos. Nosso estudo, diferentemente de alguns resultados apresentados
acima, nao apresentou alteracdo na concentragdo de células brancas sanguineas.
Este resultado pode ser considerado positivo em relagdo as cargas de treinamento
de moderada a alta intensidade. Nao foi identificada leucopenia (declinio) apos
treinamento fisico que poderia ser causa de imunossupressao ou leucocitose
(aumento) que poderia induzir a processos inflamatérios decorrentes de um tecido

lesionado ou do estresse fisico intenso.
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Um adequado depdsito de glicogénio muscular e hepatico € essencial para
manutengao do exercicio. Estes estoques de glicogénio s&o estratégias importantes
para os atletas. Entretanto, os depdsitos endégenos de glicogénio fornecem pouca
energia e podem ser exauridos durante o exercicio prolongado®. Neste estudo,
observou-se uma redugao nos niveis de glicogénio hepatico entre os grupos de ratos
treinados em exercicio aerdbio. Diminuigdo nos niveis de glicogénio muscular em
ratos treinados em exercicio anaerdbio que receberam agua. Elevagdes no conteudo
de glicogénio muscular de ratos treinados em exercicio aerdbio e suplementados
com maltodextrina. No estudo realizado por Pinho et al®" ratos treinados durante 12
semanas em exercicio aerobio demonstraram elevagdes significativas no conteudo
de glicogénio do musculo gastrocnémio comparado ao grupo de animais
sedentarios. Em ratos submetidos a exercicio de exaustao e que receberam dieta
rica ou pobre em carboidratos, observou-se que o conteudo de glicogénio muscular
diminuiu significativamente do pré para o pos-teste; entretanto, no grupo que
consumiu a dieta rica em carboidratos o conteudo de glicogénio muscular foi
significativamente maior®. Ochiai & Matsuo®? demonstraram que o contetido de
glicogénio hepatico de ratos treinados aerobicamente foi influenciado pelo tipo de
dieta consumida. Ratos treinados que consumiram uma dieta rica em carboidratos
apresentaram maiores concentragées hepatica de glicogénio pds-exercicio do que
ratos que receberam uma dieta rica em gorduras. Entretanto o conteudo de
glicogénio do musculo gastrocnémio foi significativamente menor no pos-exercicio.

No presente estudo o declinio no conteudo hepatico de glicogénio dos
animais treinados aerobicamente pode estar envolvido com maior fornecimento de
glicose para o musculo em contragao, isto também pode ser evidenciado pela maior
disponibilidade de glicogénio muscular durante o treinamento aerdbio. Por este
motivo, os carboidratos representam um papel crucial como fonte de energia para o
trabalho muscular durante exercicios intensos®?.

O declinio nos niveis de lactato sanguineo durante uma competi¢cdo, entre
outros fatores, € um importante marcador bioquimico da otimizacdo do desempenho
fisico®. Assim como a ingestdo de carboidratos durante o exercicio de moderada a
alta intensidade pode melhorar a capacidade ao exercicio®. Entretanto, o aumento
da concentragdo sanguinea de lactato podera ser influenciado pelo aumento na
sobrecarga de treinamento, assim como demonstrado no presente estudo.

Pesquisas realizadas em humanos apresentam diferentes resultados. Bangsbo et
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a|(37)

ao realizarem um estudo com dois grupos de corredores no qual, durante nove
semanas um dos grupos reduziu o volume de treinamento, mas com acréscimos na
velocidade de treinamento enquanto o outro grupo continuou com a mesma carga de
treinamento utilizada antes do estudo observou-se que entre os grupos
experimentais durante corrida submaxima em diferentes velocidades e durante teste
de exaustdo no final do periodo de treinamento ndo houve modificagdo na
concentragao de lactato sanguineo. Mamus et al.®® durante uma prova de duatlon
(corrida e ciclismo) na qual os atletas ingeriram ou uma suplementacdo liquida
contendo maltodextrina ou uma solugao placebo, observaram que, ao final da prova,
os niveis de lactato foram maiores entre os atletas que consumiram a solugao
liguida contendo maltodextrina. Em ciclistas e triatletas que ingeriram solugbes
contendo polimeros de glicose de alto peso molecular, polimeros de glicose de baixo
peso molecular ou &agua, identificou-se que a concentragcdo de lactato foi
significativamente maior entre os atletas que consumiram as duas solu¢gdes com
polimeros de glicose em relagdo aos atletas que consumiram agua, entretanto nao
houve diferenca significativa entre quem consumiu a solugdo de polimeros de
glicose de alto peso molecular e a de baixo peso molecular®). Também nao houve
diferenca significativa no tempo decorrido até chegar a fadiga entre homens
treinados que ingeriram uma solugao esportiva contendo carboidrato ou solugao
contendo vitaminas antioxidantes, proteinas e carboidratos®®,

De acordo com o exposto, as limitacbes deste estudo referem-se a
necessidade de avaliagdes dos niveis glicémicos, de horménio adrenocorticotropico
(ACTH), cortisol e epinefrina relacionados com a manutengao da glicose sanguinea
e também a falta de avaliagdo de agentes antioxidantes endégenos enzimaticos e
nao enzimaticos além de outros marcadores de imunidade, como miocinas, para
uma interpretacdo mais precisa do real papel da suplementacdo com maltodextrina
associada a diferentes programas de treinamento sobre variaveis metabdlicas e
imunoldgicas, bem como uma potencial fonte de manutengdo ou recuperagéo do
desempenho fisico durante e apds eventos esportivos.

Os pontos fortes deste estudo foram o design fatorial adotado e a adequada
utilizacdo dos testes estatisticos para as variaveis paramétricas e ndo paramétricas;
embora a utilizacdo de testes ndo paramétricos, reconhecidamente, implicarem em

perda de poder estatistico.
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Em concluséo, este estudo demonstrou que os dois padrdes de treinamento

fisico ndo ocasionaram danos oxidativos nas camadas lipidicas e nem alteracbes

nas concentragbes sanguineas de leucécitos circulantes; entretanto, tanto o

exercicio aerébio quanto o anaerdbio proporcionaram perdas proteicas importantes.

A suplementagao carboidratada foi efetiva como fonte fornecedora de energia para o

tecido muscular em contragdo poupando seus estoques de glicogénio no exercicio

aeroébio.
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Figura 1: Resumo do periodo de adaptacgao, treinamento e suplementagdo. Foram sacrificados oito animais por grupo, com
intervalo de uma semana entre os sacrificios. L: livre de sobrecarga. CHO: suplementagdo com maltodextrina. _: folga. 2/20: dois
periodos de 20min com intervalo de 10min. 2/30: dois periodos de 30min com intervalo de 10min.
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Tabela 1. Médias e desvio padrdao das variaveis dependentes em amostras
sanguineas, sorologicas, tecido hepatico e muscular de ratos Wistar sedentarios,
treinados, suplementados com maltodextrina ou que receberam agua pura (n=69).

Variaveis Média Desvio padrao
Peso inicial 330,1 40,4
Peso final 415,3 46,3
Lactato 9,6 6,0
Glicogénio hepatico 0,7 0,3
Glicogénio gastrocnémio 0,5 0,2
MDA 7,5 3,2
Proteina carbonil 2,8 1,5
Leucdcitos totais 13587,0 9515,2
Neutrofilos 1205,5 986,4
Basofilos 162,9 156,6
Eosindfilos 2245 219,0
Linfocitos 11639,8 8410,5
Mondcitos 354,3 315,5

Peso inicial (gramas), peso final (gramas), lactato (mmol/L), glicogénio hepatico
(mg/100mg), glicogénio gastrocnémio (mg/100mg), MDA= malondialdeido (nmol
MDA/mL), proteina carbonil (nmol de frotel’na carbonil/mg), leucocitos totais (n°
células/mm?), neutréfilos (n° células/mm?®), baséfilos (n° células/mm?®), eosindfilos (n°
células/mm?®), linfécitos (n° células/mm?), mondcitos (n° células/mm?).
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Tabela 2. Efeitos do treinamento fisico e de suplementagédo carboidratada sobre
peroxidagao lipidica e oxidagao protéica (concentragbes de MDA e proteina carbonil)
em amostras sorologicas de ratos Wistar.

Marcadores de Sed Teae (EEML) Tean (alta intensidade)
dano oxidativo
Agua CHO Agua CHO Agua CHO
(n=12) (n=12) (n=11) (n=11) (n=12) (n=11)
[MDA], 7,014 6,0+1,3 8,815,4 8,412 4 8,0+4,2 7,3%2,0
nmolMDA/mL
[proteina 1,1+0,3 1,0+0,4 4,5+1,12 3,9+0,8 3,6+0,5° 3,0+0,5
carbonil], nmol
proteina
carbonil/mg

Os valores estdo expressos como médias e desvio padrdo. “Agua” corresponde aos animais
que receberam agua pura. “CHO” corresponde aos animais suplementados com maltodextrina.
Sed= animais sedentarios. Teae (EEML)= animais treinados em exercicio aerébio sob carga de
Estado Estavel Maximo de Lactato. Tean (alta intensidade)= animais treinados em exercicio
anaerdbio de alta intensidade. ®p<0,001 versus Sed agua. Variavel MDA foi usado o teste
estatistico ANOVA fatorial. Variavel proteina carbonil foi usado o teste estatistico Kruskal
Wallis.
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Tabela 3. Comparagao da contagem total e diferencial de leucdcitos entre os grupos

experimentais em amostras de sangue total de ratos Wistar.

Concentragao de células sanguineas brancas circulantes (n° de células/mm?®)

Sed

Teae (EEML)

Tean (alta intensidade)

Leucécitos

totais

Neutrofilos

Eosinofilos

Basdfilos

Linfocitos

Mondcitos

12133,3+9832,6*
10154,2+7256,0**

1087,9+893,0*
795,9+574,4**

174,2+162,4*
163,0+162,4**

132,7£107,7*
101,5+72,6™*

10350,2+8486,9*
8848,7+6479,0**

388,4+320,9*
247,1+£210,5*

14886,4+11570,5*
14963,6+10879,6*

1362,3+1105,2*
1591,6+1113,7**

224,2+209,1*
283,7+350,7**

148,9£115,7*
234,5+290,4**

12867,3+10435,2*
12585,4+9399,7**

277,7+243,8*
269,6+168,1**

14870,8+7690,6*
14840,9+10477,3**

1087,3+559,7*

1360,8+1454,6**

274,0+243,0*
234,4+148,6™*

176,2+101,1*
190,5+163,3**

12957,3+7207,2*
12483,2+9184,1**

375,9+222,2*
572,0+539,0**

Os valores estdo expressos como médias e desvio padrdo. *Corresponde aos
animais que receberam agua pura. **Corresponde aos animais suplementados com
maltodextrina. Usou-se o teste estatistico Kruskal Wallis para a variavel Mondécitos.
O teste estatistico ANOVA fatorial foi utilizado para as demais variaveis.
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Tabela 4. Conteudo de glicogénio hepatico e muscular (mg/100mg) de ratos Wistar
gue receberam agua pura ou suplementados com maltodextrina.

] Sed __Teae (EEML) Tean (alta intensidade)
Agua CHO Agua CHO Agua CHO
(n=12) (n=12) (n=11) (n=11) (n=12) (n=11)
Figado 0,8+0,4 0,9+0,3 0,6+0,4° 0,6+0,3° 0,7+0,3 0,8+0,3

Gastrocnémio 0,5+0,1 0,5+0,1 0,6%0,2 0,7+0,4>¢¢ 0,5+0,2 0,5+0,2
(porgdes branca
e vermelha)

Os valores estao expressos como médias e desvio padrao. As letras diferentes sobrescritas
indicam diferenga estatistica significativa entre os grupos: #p<0,02 versus Sed CHO,
5=0,007 versus Sed agua, °p=0,008 versus Sed CHO, °p=0,02 versus Tean agua. Teste
estatistico utilizado foi a ANOVA fatorial seguido de Fisher.
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Tabela 5. Efeitos do treinamento e da suplementagdo carboidratada sobre
marcadores de desempenho fisico em ratos Wistar.

Marcadores Sed Teae (EEML) Tean (alta intensidade)
Agua CHO Agua CHO Agua CHO
(n=12) (n=12) (n=11) (n=11) (n=12) (n=11)
[Lactato] 5,1%£1,3 4,6+1,2 6,814,6 7,814 1 17,3+3,2%° 16,1+2,3
sanguineo,
mmol/L
Tempo até - - - - 708,3x421,7 976,0£763,4

exaustao, seg

Os valores estdo expressos como médias e desvio padrdo. ?p<0,001 versus Sed agua.
®p<0,001 versus Teae agua. Variavel lactato foi usado o teste estatistico Kruskal Wallis.
Variavel tempo até a exaustao foi usado o Teste “t” de Student.
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COMUNICADO A IMPRENSA

Mestranda: Catia Fernandes Leite

Orientador: Dr. Airton José Rombaldi
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Pratica regular de exercicios intensos e o uso de solugao esportiva
carboidratada melhoram o desempenho sem gerar danos nos indicadores de

saude

A pratica regular de exercicios intensos aerdbios e anaerdbios juntamente
com o uso de suplementagdo liquida contendo carboidratos contribui para um
melhor desempenho esportivo e ndo causam alteragcbes nas concentragdes de
células brancas do sangue que sao componentes importantes do sistema
imunoldgico e auxiliam na recuperagao de lesdes.

Até pouco tempo se acreditava que a pratica regular de exercicios intensos
aerobios poderia diminuir a concentragdo sanguinea de leucdcitos e gerar danos nos
componentes celulares pela maior produ¢do de radicais livres durante eventos
esportivos.

Para se verificar se a pratica regular de exercicio aerobio (natagdo de padrao
continuo) ou exercicio anaerdbio (exercicio de natagao até a exaustdo) e o uso de
solugdo esportiva a base de maltodextrina tém efeitos sobre a perda de
componentes celulares importantes como proteinas e lipideos foi realizado um
estudo com ratos de laboratério (raga Wistar). Os animais realizaram exercicios de
natacao intensos por oito semanas e ingeriram ou uma solugao esportiva com
maltodextrina ou agua pura durante as sessdes de treinamento.

A pesquisa realizada pela aluna de mestrado em Educacdo Fisica da
Universidade Federal de Pelotas, Catia Fernandes Leite sob a orientagdo do Dr.
Airton José Rombaldi, revelou que o exercicio aerébio e o0 anaerdbio proporcionaram
perdas proteicas importantes, mas sem alteragdo na concentracdo sanguinea de
leucdcitos circulantes. A solugao esportiva com maltodextrina foi efetiva ao aumentar
o conteudo de glicogénio muscular.

Esses dados indicam que a pratica de exercicios intensos aerdbios ou
anaerobios pode acarretar perdas importantes de aminoacidos e proteinas que
fazem parte de estruturas celulares como o tecido muscular, apesar de nao ter
havido indicios de queda na concentragdo de células imunes do sangue. Os
resultados deste estudo, também reforcam a necessidade da utilizagdo de solucéo
esportiva com maltodextrina para uma reposicdo dos estoques corporais de

carboidratos.
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APENDICE

Mestranda: Catia Fernandes Leite
Orientador: Dr. Airton José Rombaldi
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APENDICE 1
CRONOGRAMA DE EUTANASIA
(dias 21 e 28 de novembro e dia 5 de dezembro de 2010)
GRUPO SEDENTARIO (total 8 animais):
- Suplementagéo as 7h15min.
- Banho de imers&o: das 7h20min as 7h30min.

- Eutanasia: inicio as 8h30min.

GRUPO AEROBIO

SEQUENCIA | ENTRADA NO TANQUE | SAIDA DO TANQUE
1° animal 9h 10h

2° animal 9h15min 10h15min

3° animal 9h30min 10h30min

4° animal 9h45min 10h45min

5° animal 10h 11h

6° animal 10h15min 11h15min

7° animal 10h30min 11h30min

8° animal 10h45min 11h45min

Obs.: os animais serdo colocados para nadar ja com as sobrecargas e apds 2min de
natacido serao suplementados e recolocados no tanque para realizacdao de 1h de
natacao. A eutanasia sera imediatamente apds o exercicio de natacao.

GRUPO DE ALTA INTENSIDADE

- Entrada do primeiro rato Wistar no tanque as 14h.

- Saida do primeiro animal do tanque quando chegar a exaustdo, e assim
sucessivamente para cada roedor.

- Deve-se anotar o tempo de natagdo de cada rato Wistar até o roedor chegar a
exaustao.

Obs.: 0 animal sera colocado para nadar sem a sobrecarga e apds 2min de natagao
sera colocada a sobrecarga e administrada a suplementagdo (solugdo com
maltodextrina ou agua pura), logo em seguida o roedor sera recolocado no tanque
para realizagdo de exercicio de natagdo até chegar a exaustdo. A eutanasia sera

imediatamente apds a exaustao.
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ANEXOS

Mestranda: Catia Fernandes Leite
Orientador: Dr. Airton José Rombaldi



ANEXO1

Volume de solugdo com maltodextrina ou agua pura administrados de acordo
com o peso corporal do animal

Peso do rato (g) Volume (mL) Peso do rato (g) Volume (mL)
180 0,72 375 1,50
185 0,74 380 1,52
190 0,76 385 1,54
195 0,78 390 1,56
200 0,80 395 1,58
205 0,82 400 1,60
210 0,84 405 1,62
215 0,86 410 1,64
220 0,88 415 1,66
225 0,90 420 1,68
230 0,92 425 1,70
235 0,94 430 1,72
240 0,96 435 1,74
245 0,98 440 1,76
250 1,00 445 1,78
255 1,02 450 1,80
260 1,04 455 1,82
265 1,06 460 1,84
270 1,08 465 1,86
275 1,10 470 1,88
280 1,12 475 1,90
285 1,14 480 1,92
290 1,16 485 1,94
295 1,18 490 1,96
300 1,20 495 1,98
305 1,22 500 2,00
310 1,24
315 1,26
320 1,28
325 1,30
330 1,32
335 1,34
340 1,36
345 1,38
350 1,40
355 1,42
360 1,44
365 1,46
370 1,48

Volume de maltodextrina administrado = 12% (m/v)
massa ingerida = 0,48 g.Kg'1.
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ANEXO 2

Normas para publicagao na Revista Brasileira de Medicina do Esporte

Escopo e Politica

A Revista Brasileira de Medicina do Esporte (RBME) é o 6rgao oficial da Sociedade
Brasileira de Medicina do Exercicio e do Esporte (SBME), com publicacdo bimestral.
A missao da RBME é disseminar a produgao cientifica nas areas de ciéncias do
exercicio e do esporte, através da publicagao de resultados de pesquisas originais e
de outras formas de documentos que contribuam para o conhecimento fundamental
e aplicado em atividade fisica, exercicio e esporte no ambito das ciéncias bioldgicas
e da medicina.

Serao considerados para publicagao artigos originais, artigos de opinido, artigos de
revisao, relatos de experiéncia, relatos de casos ou cartas ao editor, sobre assuntos
relacionados com as areas de Medicina e Ciéncias do Exercicio e do Esporte. Ser
membro da SBME n&o representa um pré-requisito para publicagdo na RBME, nem
influencia a decisdao do Conselho Editorial. Serao aceitos artigos escritos na lingua
portuguesa e, a critério do Conselho Editorial, autores e grupos estrangeiros
poderao publicar artigos escritos em inglés.

Todos os artigos serdo publicados na integra, sendo responsabilidade da RBME a
produgao das versoes estrangeiras.

A RBME adota as regras de preparagao de manuscritos da Uniform Requirements
for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals (International Committee of
Medical Journal Editors. Uniform requirements for manuscripts submitted to
biomedical journals. Ann Intern Med 1997;126:36-47), cuja ultima atualizagéo,
realizada em 2010, esta disponivel na internet (http://www.icmje.org).

Dupla submisséo

Os artigos submetidos a RBME serao considerados para publicagdo somente com a
condigdo de que ndo tenham sido publicados ou ndo estejam em processo de
avaliagao para publicagdo em outro periédico, seja na sua versao integral ou em
parte. A RBME n&o considerara para publicagao artigos cujos dados tenham sido
disponibilizados na internet para acesso publico. Se houver no artigo submetido
algum material em figuras ou tabelas ja publicado em outro local, a submissdo do
artigo devera ser acompanhada de coépia do material original e da permissao por
escrito para reproducao do material.

Conflito de interesse

Os autores deverao explicitar, através de formulario préprio (Divulgagao de potencial
conflito de interesses), qualquer potencial conflito de interesse relacionado ao artigo
submetido, conforme determinagcdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(RDC 102/ 2000) e do Conselho Federal de Medicina (Resolugéo n°® 1.595/2000).
Esta exigéncia visa informar os editores, revisores e leitores sobre relagbes
profissionais e/ou financeiras (como patrocinios e Rev Bras Med Esporte -
Instrugcdes aos autores http://www.scielo.br/revistas/rome/pinstruc.htm[09/02/2011
13:45:17] participagdo societaria) com agentes financeiros relacionados aos
produtos farmacéuticos ou equipamentos envolvidos no trabalho, os quais podem
teoricamente influenciar as interpretacdes e conclusdées do mesmo. A existéncia ou
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nao de conflito de interesse declarado estardo ao final de todos os artigos
publicados.

Bioética de experimentos com seres humanos

A realizagdo de experimentos envolvendo seres humanos deve seguir a resolugao
especifica do Conselho Nacional de Saude (n° 196/96) disponivel na internet
(http://conselho.saude.gov.br/docs/Resolucoes/Reso196de96.doc), incluindo a
assinatura de um termo de consentimento informado e a prote¢cdo da privacidade
dos voluntarios.

Bioética de experimentos com animais

A realizacdo de experimentos envolvendo animais deve seguir resolugdes
especificas (Lei n°® 6.638, de 8 de maio de 1979; e Decreto n° 24.645 de 10 de julho
de 1934).

Ensaios clinicos

Os artigos contendo resultados de ensaios clinicos deverao disponibilizar todas as
informacdes necessarias a sua adequada avaliagdo, conforme previamente
estabelecido. Os autores deverao referir-se ao "CONSORT"
(www.consortstatement.org).

Reviséo pelos pares

Todos os artigos submetidos serdao avaliados, por revisores com experiéncia e
competéncia profissional na respectiva area do trabalho e que emitirdo parecer
fundamentado, os quais serdo utilizados pelos Editores para decidir sobre a
aceitagdo do mesmo. Os critérios de avaliacdo dos artigos incluem: originalidade,
contribuicdo para corpo de conhecimento da area, adequagao metodoldgica, clareza
e atualidade. Considerando o crescente numero de submissées a RBME, artigos
serao também avaliados quanto a sua relevancia no que tange a contribui¢do para o
conhecimento especifico na area. Assim, artigos com adequacado metodologica e
resultados condizentes poderao ndo ser aceitos para publicagdo quando julgados
como de baixa relevancia pelos Editores. Tal decisdo de recusa n&o estara sujeita a
recurso ou contestagcdo por parte dos autores. Os artigos aceitos para publicagao
poderao sofrer revisdes editoriais para facilitar sua clareza e entendimento sem
alterar seu conteudo.

Corregao de provas graficas

Logo que prontas, as provas graficas (layout) em formato eletrénico serdo enviadas,
por e-mail, para o autor responsavel pelo artigo. Os autores deverdo devolver,
também por e-mail, a prova grafica (layout) com as devidas corre¢cbes em, no
maximo, 48 horas apds o seu recebimento. O envio e o retorno das provas graficas
por correio eletrdnico visa agilizar o processo de revisao e posterior publicagdo das
mesmas.

Direitos autorais

Todas as declaragdes publicadas nos artigos sao de inteira responsabilidade dos
autores. Entretanto, todo material publicado torna-se propriedade da SBME, que
passa a reservar os direitos autorais. Portanto, nenhum material publicado na RBME
podera ser reproduzido sem a permissao por escrito da SBME. Todos os autores de
artigos submetidos a RBME deverao assinar um Termo de Transferéncia de Direitos
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Autorais (a seguir), que entrara em vigor a partir da data de aceite do trabalho. O
autor responsavel pelo artigo recebera, sem custos, a separata eletrbnica da
publicagcdo (em formato PDF). Rev Bras Med Esporte - Instrucbes aos autores
http://www.scielo.br/revistas/rome/pinstruc.htm[09/02/2011 13:45:17]

Endereco para correspondéncia

Revista Brasileira de Medicina do Esporte — SOCIEDADE BRASILEIRA DE
MEDICINA DO EXERCICIO E DO ESPORTE - Avenida Brigadeiro Luis Anténio,
278 — 6° andar —01318-901 — Sao Paulo, SP — Tel./fax: (11) 3106 7544 / Fax: (11)
3106 8611 — E-mail: sbme@medicinadoesporte.org.br

Forma e preparagao de manuscritos

O artigo submetido deve ser digitado em espaco duplo, fonte arial 12, papel tamanho
A4 ou oficio, com margens de 2,5cm, sem numerar linhas ou paragrafos, e
numerando as paginas no canto superior direito. Graficos e tabelas devem ser
apresentados no final do artigo em paginas separadas, assim como as legendas das
figuras. As figuras devem ser incluidas em arquivos individuais. No corpo do texto
deve-se informar os locais para insergdo dos graficos, tabelas ou figuras. Os
manuscritos que nao estiverem de acordo com as instrugdes a seguir em relagao ao
estilo e formato serdo devolvidos sem reviséo pelo Conselho Editorial.

Formato dos arquivos

» Para o texto, usar editor de texto do tipo Microsoft Word para Windows ou
equivalente

* Nao enviar arquivos em formato PDF « As figuras deverdo estar nos formatos jpg
ou tif. Deverao estar incluidas no arquivo Word, mas também devem ser enviadas
separadamente (anexadas durante a submissdo do artigo como documento
suplementar).

Artigo original

Um artigo original deve conter no maximo 30 (trinta) referéncias e 20 (vinte) paginas
incluindo referéncias, figuras e tabelas, e ser estruturado com os seguintes itens,
cada um comegando por uma pagina diferente: Pagina titulo: deve conter (1) o
titulo do artigo, que deve ser objetivo, mas informativo; (2) nomes completos dos
autores; areas de formacado dos autores; instituicdo(des) de origem, com cidade,
estado e pais, se fora do Brasil; (3) nome do autor correspondente, com enderecgo
completo e e-mail. A titulagdo dos autores ndo deve ser incluida. Resumo: deve
conter (1) o resumo em portugués, com nao mais do que 300 palavras, estruturado
de forma a conter: introdugdo e objetivo, métodos, resultados e conclusdo; (2) trés a
cinco palavras-chave, que ndo constem no titulo do artigo. Usar obrigatoriamente
termos do Medical Subject Headings, do Index Medicus
(http://www.nIlm.nih.gov/mesh/); (3) o resumo em inglés (abstract), representando a
versao do resumo para a lingua inglesa; (4) trés a cinco palavras-chave em inglés
(keywords). Introdugao: deve conter (1) justificativa objetiva para o estudo, com
referéncias pertinentes ao assunto, sem realizar uma revisdo extensa; (2) objetivo do
artigo. Métodos: deve conter (1) descri¢cao clara da amostra utilizada; (2) termo de
consentimento para estudos experimentais envolvendo humanos; (3) identificagdo
dos métodos, aparelhos (fabricantes e enderecgo entre parénteses) e procedimentos
utilizados de modo suficientemente detalhado, de forma a permitir a reproducao dos
resultados pelos leitores; (4) descrigdo breve e referéncias de métodos publicados,



96

mas ndo amplamente conhecidos; (5) descricdo de métodos novos ou modificados;
(6) quando pertinente, incluir a Rev Bras Med Esporte - Instru¢des aos autores
http://www.scielo.br/revistas/rome/pinstruc.htm[09/02/2011 13:45:17] analise
estatistica utilizada, bem como os programas utilizados. No texto, numeros menores
que 10 sao escritos por extenso, enquanto que numeros de 10 em diante séo
expressos em algarismos arabicos. Resultados: deve conter (1) apresentagao dos
resultados em sequéncia logica, em forma de texto, tabelas e ilustracdes; evitar
repeticdo excessiva de dados em tabelas ou ilustragées e no texto; (2) enfatizar
somente observagdes importantes. Discussao: deve conter (1) énfase nos aspectos
originais e importantes do estudo, evitando repetir em detalhes dados ja
apresentados na Introdugcdo e nos Resultados; (2) relevancia e limitagdes dos
achados, confrontando com os dados da literatura, incluindo implicagcdes para
futuros estudos; (3) ligagdo das conclusbes com os objetivos do estudo; (4)
conclusdes que podem ser tiradas a partir do estudo; recomendag¢des podem ser
incluidas, quando relevantes. Agradecimentos: deve conter (1) contribuicbes que
justificam agradecimentos, mas n&o autoria; (2) fontes de financiamento e apoio de
uma forma geral. Referéncias: as referéncias bibliograficas devem ser numeradas na
sequéncia em que aparecem no texto, em formato sobrescrito entre parénteses. As
referéncias citadas somente em legendas de tabelas ou figuras devem ser
numeradas de acordo com uma sequéncia estabelecida pela primeira meng¢ao da
tabela ou da figura no texto.

O estilo das referéncias bibliograficas deve seguir as regras do Uniform
Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals (International
Committee of Medical Journal Editors. Uniform requirements for manuscripts
submitted to  biomedical journals. Ann Intern Med 1997;126:36-47;
http://www.icmje.org). Alguns exemplos mais comuns sao mostrados abaixo. Para os
casos nao mostrados aqui, consultar a referéncia acima. Os titulos dos periddicos
devem ser abreviados de acordo com o /Index Medicus (List of Journals Indexed:
http://www.nlm.nih.gov/tsd/serials/lji.html). Se o peridédico ndo constar dessa lista,
deve-se utilizar a abreviatura sugerida pelo préprio periddico. Deve-se evitar utilizar
"comunicacgdes pessoais" ou "observagdes nao publicadas" como referéncias. Um
resumo apresentado deve ser utilizado somente se for a Unica fonte de informacao.

Exemplos:

1) Artigo padrao em periddico (deve-se listar todos os autores; se o numero
ultrapassar seis, colocar os seis primeiros, seguidos por et al): You CH, Lee KY,
Chey RY, Mrnguy R. Electrocardiographic study of patients with unexplained nausea,
bloating and vomiting. Gastroenterology 1980;79:311-4. Goate AM, Haynes AR,
Owen MJ, Farrall M, James LA, Lai LY, et al. Predisposing locus for Alzheimer’'s
disease on chromosome 21. Lancet 1989;1:352-5.

2) Autor institucional: The Royal Marsden Hospital Bone-Marrow Transplantation
Team. Failure of syngeneic bone-marrow graft without preconditioning in post-
hepatitis marrow aplasia. Lancet 1977;2:742-4.

3) Livro com autor(es) responsaveis por todo o conteudo: Colson JH, Armour WJ.
Sports injuries and their treatment. 2 nd rev. ed. London: S. Paul, 1986.
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4) Livro com editor(es) como autor(es): Diener HC, Wilkinson M, editors.
Druginduced headache. New York: Springer-Verlag, 1988.

5) Capitulo de livro: Weinstein L, Swartz MN. Pathologic properties of invading
microorganisms. In: Sodeman WA Jr, Sodeman WA, editors. Pathologic physiology:
mechanisms of disease. Philadelphia: Saunders, 1974;457-72.

Tabelas
As tabelas devem ser elaboradas em espaco 1,5, devendo ser planejadas para Rev
Bras Med Esporte - Instrugdes aos autores

http://www.scielo.br/revistas/rbome/pinstruc.htm[09/02/2011  13:45:17] ter como
largura uma (8,7cm) ou duas colunas (18cm). Cada tabela deve possuir um titulo
sucinto; itens explicativos devem estar ao pé da tabela. A tabela deve conter médias
e medidas de dispersao (DP, EPM etc.), ndo devendo conter casas decimais
irrelevantes. As abreviaturas devem estar de acordo com as utilizadas no texto e nas
figuras. Os codigos de identificacdo de itens da tabela devem estar listados na
ordem de surgimento no sentido horizontal e devem ser identificados pelos simbolos
padrao.

Figuras

Serao aceitas fotos ou figuras em preto-e-branco. Figuras coloridas poderdo ser
publicadas quando forem essenciais para o conteudo cientifico do artigo. Nestes
casos, 0s custos serdo arcados pelos autores. Para detalhes sobre ilustracdes
coloridas, solicitamos contactar diretamente a Atha Editora (atharbme@uol.com.br).
Figuras coloridas poderao ser incluidas na versao eletrbnica do artigo sem custo
adicional para os autores. Os desenhos das figuras devem ser consistentes e tao
simples quanto possivel. Nao utilizar tons de cinza. Todas as linhas devem ser
sélidas. Para graficos de barra, por exemplo, utilizar barras brancas, pretas, com
linhas diagonais nas duas dire¢des, linhas em xadrez, linhas horizontais e verticais.
A RBME desestimula fortemente o envio de fotografias de equipamentos e animais.
As figuras devem ser impressas com bom contraste e largura de uma coluna (8,7cm)
no total. Utilizar fontes de no minimo 10 pontos para letras, numeros e simbolos,
com espagamento e alinhamento adequados. Quando a figura representar uma
radiografia ou fotografia sugerimos incluir a escala de tamanho quando pertinente.

Artigos de revisao

Os artigos de revisdo sao habitualmente encomendados pelo Editor a autores com
experiéncia comprovada na area. Artigos de revisdo deverao abordar temas
especificos com o objetivo de atualizar os menos familiarizados com assuntos,
topicos ou questdes especificas nas areas de Medicina e Ciéncias do Exercicio e do
Esporte. O Conselho Editorial avaliara a qualidade do artigo, a relevancia do tema
escolhido e o comprovado destaque dos autores na area especifica abordada. A
inadequacao de qualquer um dos itens acima acarretara na recusa do artigo pelos
editores, sem que o mesmo seja enviado para o processo de revisdo pelos pares. O
artigo de revisado deve ter, no maximo, 30 (trinta) paginas e 100 (cem) referéncias.

Revisao sistematica

A RBME encoraja os autores a submeterem artigos de revisdo sistematica da
literatura nas areas de Medicina e Ciéncias do Exercicio e do Esporte. O Conselho
Editorial avaliard a qualidade do artigo, a relevancia do tema escolhido, o
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procedimento de busca e os critérios para inclusdo dos artigos. A inadequacéao de
qualquer um dos itens acima acarretara na recusa do artigo pelos editores, sem que
0 mesmo seja enviado para o processo de revisao pelos pares. O artigo de reviséo
sistematica deve ter, no maximo, 30 (trinta) paginas e 100 (cem) referéncias.

Meta-analise

A RBME encoraja os autores a submeterem artigos de analise meta-analitica nas
areas de Medicina e Ciéncias do Exercicio e do Esporte. O Conselho Editorial
avaliara a qualidade do artigo, a relevancia do tema escolhido, o procedimento de
busca de artigos, os critérios para inclusdo dos artigos e o tratamento estatistico
utilizado. A inadequacao de qualquer um dos itens acima acarretara na recusa do
artigo pelos editores, sem que o0 mesmo seja enviado para o processo de revisdo
pelos pares. O artigo de meta-analise deve ter, no maximo, 30 (trinta) paginas e 100
(cem) referéncias. Rev Bras Med Esporte - Instru¢bes aos autores
http://www.scielo.br/revistas/rbome/pinstruc.htm[09/02/2011 13:45:17]

Artigos de opiniao

Serdao encomendados pelo Conselho Editorial a individuos de notério saber nas
areas de Medicina do Exercicio e do Esporte e das Ciéncias do Esporte, que
emitirdo sua opinido pessoal sobre assuntos de particular interesse. O artigo de
opinido deve ter, no maximo, 20 (vinte) paginas e 20 (vinte) referéncias.

Relatos de experiéncia

A RBME estimula profissionais que possuam uma experiéncia relevante em algum
aspecto especial, original ou inovador em Medicina do Exercicio e do Esporte ou das
Ciéncias do Esporte a partilha-la, sob a forma de um Relato de Experiéncia. A
inadequacao de qualquer um dos itens acima acarretara na recusa do artigo pelos
editores, sem que 0 mesmo seja enviado para o processo de revisdo pelos pares. O
relato de experiéncia deve ter, no maximo, 15 (quinze) paginas e 15 (quinze)
referéncias.

Relato de caso

A RBME pode aceitar artigos de relato de caso, descrevendo casos clinicos
especificos que tragam informacdes relevantes e ilustrativas sobre diagnostico ou
tratamento de um caso particular que seja raro na Medicina do Exercicio e do
Esporte. Os artigos devem ser objetivos e precisos, contendo os seguintes itens: 1)
Um Resumo e um Abstract contendo as implicagdes clinicas; 2) Uma Introdugao
com comentarios sobre o problema clinico que sera abordado, utilizando o caso
como exemplo. E importante documentar a concordancia do paciente em utilizar os
seus dados clinicos; 3) Um Relato objetivo contendo a histéria, o exame fisico e os
achados de exames complementares, bem como o tratamento e o
acompanhamento; 4) Uma Discussdo explicando em detalhes as implicagdes
clinicas do caso em questao, e confrontando com dados da literatura, incluindo
casos semelhantes relatados na literatura; 5) Referéncias bibliograficas. O relato de
caso deve ter, no maximo, 20 (vinte) paginas e 30 (trinta) referéncias.

Carta ao editor

Cartas enderecadas ao Editor-Chefe da RBME serdo consideradas para publicacao
se promoverem discussdo intelectual sobre um determinado artigo recentemente
publicado. As cartas devem conter um titulo informativo e seguir as instru¢gdes acima
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para publicagdo. As cartas devem ter ndo mais do que 500 palavras. Se aceita, uma
cbpia sera enviada ao autor do artigo original que suscitou a discussdo, com um
convite para submeter uma réplica que sera publicada junto com a carta.

Livros para revisao

A RBME estimula as editoras a submeterem livros para apreciagao pelo Conselho
Editorial. Devem ser enviadas duas cépias do livro ao Editor-Chefe (vide o enderecgo
acima), as quais nao serdo devolvidas. O envio dos livros ndo garante a sua
apreciacado. Contudo, os livros recebidos e ndo apreciados serao listados no ultimo
numero de cada ano da Revista. Os livros selecionados para apreciacdo serao
encaminhados para revisores com experiéncia e competéncia profissional na
respectiva area do livro, cujos pareceres deverédo ser emitidos em até trés meses e
poderao ser adaptados pelos Editores da Revista, sem qualquer interferéncia das
editoras dos livros apreciados. O resultado da apreciagao sera publicado na Revista
juntamente com as informacgdes editoriais do livro.

Envio de manuscritos

Rev Bras Med Esporte - Instrugdes aos autores
http://www.scielo.br/revistas/rbome/pinstruc.htm[09/02/2011 13:45:17]

Todos os artigos deverdo ser submetidos diretamente no site
http://submission.scielo.br/index.php/rbme.

Na submissado eletrénica do artigo, os autores deverdao anexar como Documento
Suplementar:

Termo de Divulgagao de Potencial Conflito de Interesses

Termo de Transferéncia de Direitos Autorais (a seguir)

Nao serdo aceitas submissdes por e-mail, correios ou quaisquer outras vias que nao
a submissao eletrénica no site supramencionado.




