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RESUMO

O exercicio agudo excéntrico tem um efeito lesivo na homeostasia muscular
esquelética e atendendo a este facto, pretendeu-se com este estudo verificar o
impacto do exercicio com predominio de contrac¢des excéntricas na funcionalidade
de mitocondrias do musculo esquelético de ratinhos. Trinta ratinhos macho da
estirpe Charles River CD-1 (doze semanas, ~40g) foram aleatoriamente divididos
em trés grupos (n=10/grupo): controlo (C), sacrificados imediatamente apds o
protocolo agudo de exercicio excéntrico (ExcOh) e sacrificados 48 horas (Exc48h)
apos o mesmo protocolo. O protocolo agudo de exercicio excéntrico consistiu num
periodo de 120 minutos de corrida em tapete rolante com -16° de inclinacao a uma
velocidade média de 16,6m/min. Foram avaliadas a actividade plasmatica da
creatina quinase (CK), as concentracdes de mioglobina (Mb) e interleucina 6 (IL-6)
bem como os parametros respiratérios associados ao consumo de O, e ao
potencial transmembranar utilizando substratos para o complexo | e Il da cadeia
transportadora de electrées mitocondrial. Verificou-se um incremento significativo
dos valores de CK, Mb e IL-6 induzido pelo protocolo. O protocolo agudo de
exercicio induziu uma diminuicao do estado 3, ICR (indice de controlo respiratorio)
e potencial transmembranar (AW) no grupo ExcOh comparativamente aos
restantes, em mitocéndrias energizadas com substatos para o complexo | (malato +
piruvato). Foi observado um aumento do estado 4 no grupo ExcOh com succinato
na presenca de rotenona comparativamente aos grupos C e Exc48h.
Adicionalmente, as mitocéndrias foram submetidas a um ensaio “in vitro” de
andxia-reoxigenagao e os resultados evidenciaram que o estimulo “in vitro” apenas
afectou o estado 3, estado 4 e ICR das mitocéndrias do grupo C mas nao das
mitocondrias do grupo ExcOh. As diferengas observadas entre os dois grupos (C e
ExcOh) nos parametros estado 3 e ICR antes do protocolo “in vitro” persistiram
depois do protocolo. Em conclusdo, o exercicio agudo com predominio de
contracgbes excéntricas afecta, pontualmente, a funcionalidade mitocondrial,

podendo contribuir para a perda da homeostasia e eventual viabilidade celular.

Palavras-chave: EXERCICIO EXCENTRICO, CORRIDA EM PLANO DESCENDENTE,
BIOENERGETICA, MITOCONDRIA, LESAO MUSCULAR, INFLAMAGAO,
ANOXIA-REOXIGENAGAO, RATINHOS
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ABSTRACT

Knowing to the fact that, acute eccentric exercise has a damaging effect on
skeletal muscle homeostasis, the main purpose of the present study was to analyze
the impact of eccentric exercise on mice skeletal muscle mitochondrial function.
Thirty male Charles-River CD-1 mice (twelve weeks, ~40g) were used and
randomly divided into three groups (n=10/group): control (C), sacrificed immediately
after the acute protocol of eccentric exercise (ExcOh) and 48h (Exc48h) after the
same protocol. The exercise protocol consisted of continuously 120 minutes of
downbhill running (-16°) at an average velocity of 16,6m/min. There was a significant
increase of CK, Mb and IL-6 due to the acute protocol of eccentric exercise,
suggesting that the protocol in use caused muscle damage. Regarding the
measured end-points of mitochondrial function, data showed a significant decrease
in state 3, respiratory control ratio (ICR) as well as transmembrane potencial (AY)
in ExcOh compared to C and Exc48h in mitochondrias energized with substates for
complex |. State 4 increased in group ExcOh, in mitochondria energized with
substates for complex |IlI, compared to C and Exc48h. Futhermore, the
mitochondrias were submitted to an “in vitro” anoxia-reoxygenation assay and the
results demonstrate that the stimuli “in vitro” only caused a significant effect on state
3, state 4 and ICR in the C group, but not in ExcOh. The diferences observed
between the two groups (C and ExcOh), in regard to state 3 and ICR before the “in
vitro” anoxia-reoxygenation assay, maintained the same after de assay. In
conclusion, data demonstrates that eccentric exercise causes impairment of
skeletal muscle mitochondrial function, which can lead to lose of homeostasis and

cellular viability.

Keywords: ECCENTRIC EXERCISE, DOWNHILL TREADMILL RUNNING, BIOENERGETICS,
MITOCHONDRIA, MUSCLE DAMAGE, INFLAMATION, ANOXIA-
REOXYGENATION, MICE
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ABREVIATURAS

Ay — potencial eléctrico

APHT — potencial quimico

ApH — gradiente de pH

ADP — Adenosina difosfato

ADP/O - racio adenosina difosfato/oxigénio

AIF — factor indutor de apoptose

ANT — translocases de nucleétidos de adenina
A/R — andxia-reoxigenacao

AST — aspartato aminotransferase

ATP — adenosina trifosfato

C — grupo controlo

Ca®* - ido célcio

CAT — catalase

CK — creatina quinase

CRP - proteina C reactiva

Da — Dalton

DNA — acido desoxirribonucleico

ERON — espécies reactivas de oxigénio/nitrogénio
ExcOh — grupo de ratinhos sacrificados imediatamente apds o protocolo
Exc48h — grupo de ratinhos sacrificados 48 horas ap6s o protocolo
FADH;— dinucleoétido de flavina adenina reduzida
GPX — glutationa peroxidase

GSH — glutationa reduzida

H.O, — peréxido de hidrogénio

HSP - proteinas de choque térmico

ICR — indice de controlo respiratério

IL-6 — interleucina 6

IMF — mitocdndrias intermiofibrilares

K* - ido potassio

LDH — lactato desidrogenase

Mb — mioglobina
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mtDNA — acido desoxirribonucleico mitocondrial

Na® - ido sédio

NADH — nicotinamida adenina dinucleétido reduzida
O, — oxigénio

Pi/PCr — fosfato/ fosfocreatina

PTM — permeabilidade transitoria mitocondrial

RMN — ressonancia magnética nuclear

SOD - superéxido dismutase

SRDM - sensacao retardada de desconforto muscular
SS — mitocéndrias subsarcolemais

TNF — factor de necrose tumoral

UCP — proteinas desacopladoras
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Introducgéo

1 - INTRODUCAO

O exercicio fisico pode definir-se como todo o movimento do corpo, com
frequéncia continua, que produz um gasto energético (Caspersen et al. 1985). O
exercicio fisico € geralmente considerado como benéfico para a saude (Astrand
1992) e é hoje visto como um acto social e um estimulo atractivo para todas as
faixas etarias, pois proporciona uma melhoria do bem estar tanto a nivel fisico
como mental. Adicionalmente, esta comprovado que o exercicio fisico, praticado de
forma adequada e sistematica, € um factor de prevengdo de numerosas doencgas,
entre as quais se destacam as doengas cardiovasculares (Powers and Lennon
1999). Importa, no entanto, referir que os beneficios decorrentes da sua pratica
estdo dependentes de inumeros factores entre os quais se destacam, o tipo, a
intensidade e a duragao do exercicio (Coyle 2000).

Independentemente dos seus beneficios, alguns tipos de exercicio fisico,
nomeadamente o praticado de forma inabitual com elevada intensidade ou duragéo
e/ou com uma elevada predominancia de contrac¢ées excéntricas pode induzir
perturbacdes morfoldgicas, bioquimicas e funcionais nas células do musculo
esquelético (Clarkson and Sayers 1999) e, em particular, nas mitocéndrias
(Ascensao and Magalhaes 2006), que podem afectar a sua homeostasia.

Durante a realizacao de exercicio fisico, o tecido muscular esquelético pode
contrair de trés modos distintos. Assim, consideramos que o musculo se contrai no
modo isométrico ou estatico, € nos modos dinamicos concéntrico e excéntrico
(Close et al. 2005b). A contrac¢cao no modo isomeétrico caracteriza-se pela auséncia
de movimento extermo aparente. Nestas circunstancias, a unidade funcional da
fibra muscular, o sarcomero, contrai mas mantém o mesmo comprimento. A
manifestacdo externa € a auséncia de movimento articular. Na contraccdo
dindmica concéntrica, existe uma ac¢dao muscular que aproxima as duas insercoes
do musculo com reducéo do comprimento do sarcémero e, consequentemente, do
musculo. A manifestacdo externa repercute-se na ocorréncia de movimento
articular. Por fim, na contracgdo muscular no modo dinamico excéntrico, as
insercdes musculares tendem a afastar-se causando um alongamento muscular
contrario a tendéncia de encurtamento, pois a resisténcia a vencer é superior a
capacidade contractii do musculo em produzir tensdo (Close et al. 2005b). A

exemplo da anterior, a expressao externa é a ocorréncia de movimento articular. O
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que distingue estas duas ultimas formas de contraccdo muscular € o facto de, no
modo excéntrico, a estrutura funcional ser sujeita a tensdes de estiramento muito
elevadas que promovem agressdao e, eventualmente, a ocorréncia de lesao
muscular esquelética. Assim sendo, exercicios com elevada predominancia de
contraccbes excéntricas associam-se também, habitualmente, a sensacgao
retardada de desconforto muscular (SRDM) alguns dias ap6s o exercicio (Davis et
al. 2007). Por esta razao, é hoje reconhecido que o exercicio com predominancia
de contraccdes excéntricas esta associado a SRDM (Proske and Allen 2005; Walsh
et al. 2001), e que pode afectar a fungdo muscular induzindo diminuigcdo da
capacidade de gerar forca (Fridén et al. 1983; Sargeant and Dolan 1987) e
ocorréncia de fadiga precoce (Brown et al. 1996). O exercicio excéntrico esta
também associado a alteragdes morfolégicas e metabdlicas, como por exemplo, a
lesdo miofibrilar caracterizada pela ocorréncia de disrup¢ao da banda Z, “swelling”
mitocondrial, aumento da pressao intramuscular (Fridén et al. 1983), libertagdo de
proteinas celulares para a corrente sanguinea (Chen 2003; McHugh et al. 1999),
disfuncdo de mecanismos de transporte (Dolezal et al. 2000; Proske and Morgan
2001), e ainda alteragdes na sintese do glicogénio (O’Reilly et al. 1987). Associado
a este quadro fisiopatoldgico, tem sido ainda descrito um conjunto de eventos que
globalmente caracterizam uma significativa resposta inflamatéria e que, pelo
menos posteriormente, poderdao contribuir para amplificar a exuberéncia da
agressao (Macintyre et al. 1996). Do ponto de vista metabdlico, o exercicio
excéntrico tem sido igualmente associado a um incremento da dependéncia
muscular no metabolismo anaerébio, eventualmente, devido ao comprometimento
da funcédo oxidativa (Walsh et al. 2001).

Estamos, assim, perante um quadro fisiopatologico reversivel e de efeito
prolongado, caracterizado pela perda da homeostasia celular. Importa referir, no
entanto, que quando “doseado” de forma adequada, o exercicio excéntrico tem
sido utilizado na pratica clinica, como por exemplo em fisioterapia para prevengao
e reabilitagdo muscular decorrente de danos musculo-tendinosos. Pelo facto de
estar associado a maior capacidade de desenvolver tensdo, a um menor
recrutamento de unidades motoras para uma dada intensidade de exercicio € a um

concomitante menor consumo de oxigénio quando comparado com O exercicio
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concéntrico, o exercicio excéntrico adequadamente “doseado” pode ser importante
em doentes com limitada capacidade fisica (Kellis and Baltzopoulos 1995).

O exercicio implica necessariamente producao e dispéndio de energia € os
organelos celulares presentes na maioria das células eucaridticas, que sao
responsaveis, em condi¢des aerbbicas, pela obtencdo da maior parte da energia
necessdaria, sao as mitocondrias. Desta forma, as mitocdndrias podem ser
consideradas as baterias da célula (Videira 1994). As mitocondrias sao
encontradas em maior quantidade no tecido muscular, comparativamente a outros
tecidos, pois sdo os musculos que estdo adaptados a realizacdo de trabalho
continuo e onde mais se necessita de energia (Frahm et al. 2005). As mitocdndrias
s&o responsaveis por muitos processos de degradacao de substratos fundamentais
para a obtengdo de energia celular, como a B-oxidacao de &cidos gordos, o Ciclo
de Krebs e a cadeia respiratéria sendo, por isso, do ponto de vista do metabolismo
oxidativo considerada vital para a funcionalidade celular (Curi et al. 2003). Estes
organelos, para além de fornecerem energia para a célula, desempenham outras
funcbes, nomeadamente a funcdo de tamponamento relativa a alteragdes idnicas
que ocorrem no citoplasma, como é o exemplo das alteragdes da concentragdo do
ido calcio (Ascensao and Magalhaes 2006). E também, principalmente nas
mitocondrias, onde se produzem as espécies reactivas de oxigénio durante a
pratica de exercicio fisico (Ascensao and Magalhaes 2006). Adicionalmente, a
mesma importancia que em tempos passados era dado a funcao da producéo de
energia as mitocondrias € hoje dada ao processo de morte celular denominado
apoptose associados a estes organelos, mais precisamente a via intrinseca da
apoptose.

Varios estudos abordam o efeito do exercicio a nivel muscular, no entanto,
poucos se tém concentrado na andlise das respostas na funcionalidade
mitocondrial geradas por um tipo de exercicio, o exercicio excéntrico. Tendo em
consideragao o impacto mecanico e metabdlico do exercicio com predominancia de
contracgbes excéntricas no tecido muscular esquelético, torna-se, assim, um
desafio e 0 nosso principal objectivo neste trabalho, estudar o efeito do exercicio

excéntrico na funcionaldidade mitocondrial do musculo esquelético de ratinhos.
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2- REVISAO DA LITERATURA

2.1 - AGRESSA0/LESA0 MUSCULAR ESQUELETICA INDUZIDA PELO EXERCICIO

A agressao/lesdo muscular esquelética € um processo fisiopatoldgico
caracterizado genericamente por um conjunto de alteracbes homeostaticas
sistémicas e locais (Clarkson 1992). Tem sido referido por diversos estudos
realizados tanto com humanos como com animais que o fendmeno de
agressao/lesdo muscular esquelética associado a um quadro pro-inflamatério pode
ser induzido por diversos estimulos, dos quais se destaca o exercicio fisico
(Armstrong et al. 1991; Child et al. 1999; Fielding et al. 1993; Fridén and Lieber
1992; Hellsten et al. 1997; Smith 1991; Sorichter 1995). Estes estudos relatam que
a severidade do fendmeno depende do tipo, duracdo e intensidade do exercicio,
sendo que o exercicio com contracgdes excéntricas pode causar mais leséo e
inflamag&o do que o exercicio com contracgdes concéntricos de igual intensidade e
duracdo (Newham et al. 1983). O musculo esquelético, apesar de uma grande
capacidade plastica e adaptativa (Fridén and Lieber 1992), € susceptivel a lesdo
quando ultrapassado o limite homeostatico das suas células.

O termo contraccdo refere-se a activagdo da capacidade de gerar
forca/tensao pelo complexo actomiosinico das fibras esqueléticas e a concomitante
iniciacdo do ciclo de movimentos das pontes transversas. Quando o musculo
desenvolve forca ocorre uma contracgdo que pode ser de trés tipos. Se a carga
externa aplicada ao musculo € idéntica a quantidade de forga que este desenvolve,
entdo ndo ocorre alteracdo aparente do comprimento muscular e dai ndo héa
aproximacao entre as insercdes musculares, denominando este tipo de contrac¢ao
de isométrica. Ja se a resisténcia for inferior a for¢a produzida pelo musculo, entao
observa-se uma contraccdo de encurtamento designada por concéntrica.
Finalmente, se a resisténcia for superior a for¢ca desenvolvida pelo musculo, entao
ocorrerqd uma contrac¢do de alongamento designada por excéntrica (Close et al.
2005b). As contracgbes excéntricas comparativamente as contracgoes
concéntricas, tém sido referidas por alguns autores, como por exemplo, Armstrong
(1984) e Stauber (1989), como estando associadas a diminuicdo do consumo de
oxigénio, menor activagdo de unidades motoras e menor producéo de lactato, para

a mesma intensidade exigida. Adicionalmente, tem sido demonstrado (Armstrong
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1984; Bailey et al. 2007; Clarkson and Sayers 1999; Di Meo and Venditti 2001) que
apdés a pratica de exercicio com elevada preponderancia de contrac¢oes
excéntricas ocorrem efeitos lesivos no musculo esquelético. De facto, com a pratica
de um exercicio prolongado com contracgdes concéntricas ou isométricas nos
musculos o0 organismo fica exausto, mas por pouco tempo, pois dentro de uma ou
duas horas da-se normalmente uma recuperacgao total. Contudo, apdés uma série
de contracgbes excéntricas e inabituais, o organismo nado fica apenas exausto,
como os musculos exercitados ficam durante dias com sensacgfes de rigidez,
fraqueza, tumefacgdo e com caimbras musculares. A razao para estas sensagdes
€ que o exercicio excéntrico normalmente causa lesdo muscular (Proske and Allen
2005). O quadro fisiopatolégico apresentado apdés a realizagdo de exercicio
excéntrico sé se manifesta na sua maior exuberancia um a dois dias apds o
exercicio (Clarkson and Hubal 2002a). O maior risco de lesdo muscular ocorre
durante a contragdo excéntrica pois, neste tipo de accao, realiza-se trabalho de
forca e de alongamento ao mesmo tempo, aumentando, assim, o stress sobre os
tecidos (McArdle and Jackson 2000).

E importante, no entanto, ter em conta que o exercicio excéntrico ndo esta
apenas associado a ocorréncia de lesdo, mas também a processos de adaptacao
muscular contra os seus efeitos lesivos. Alguns trabalhos tém demonstrado que
apds a realizagdo de exercicios com predominancia de contracgbes excéntricas
existe uma adaptacdo muscular que confere uma certa proteccdo contra 0 mesmo
tipo de exercicio quando repetido posteriormente (Proske and Allen 2005). Esta
proteccao manifesta-se por sinais de menor SRDM um processo de recuperacao
mais rapido comparativamente com o ocorrido no primeiro momento do exercicio
(Clarkson and Hubal 2002b). Os processos adaptativos envolvem a reparacao das
fibras lesadas e, consequentemente, a formagéao de novos sarcomeros (Proske and
Allen 2005). Esta formagé&o de novos sarcomeros ocorre de forma a proteger o
musculo contra a leséo, e para isso, 0 aumento do comprimento da fibra ndo esta
envolvido, mas apenas o numero de sarcomeros. Assegurando desta forma que,
guando é realizado um exercicio, a tensao é distribuida por um maior nUmero de
sarcomeros, mantendo-se o comprimento muscular. Pode parecer que esta
adaptacdo muscular seja um processo demorado, e sendo assim, nao seria

justificado este fendbmeno de proteccdo num curto espaco de tempo. Porém,
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estudos com animais tém demonstrado que novos sarcémeros podem ser
formados num espag¢o muito curto de tempo, cerca de 5 dias. Foi demonstrado que
um unico periodo de exercicio pode produzir adaptacées no musculo esquelético
que o tornam mais resistente a lesdao contra subsequentes periodos de exercicio
(Clarkson et al. 1992; Proske and Allen 2005; Sacco 1992). Assim verifica-se que
existe um processo de adaptacao e recuperacao apos a realizacao repetida de um

dado exercicio excéntrico (Clarkson and Hubal 2002b).

2.2 — ETIOLOGIA E FISIOPATOLOGIA DA AGRESSAO/LESAO MUSCULAR ESQUELETICA

O mecanismo de agressao/lesdo muscular induzida pelo exercicio tem sido
referido como estando associado a factores de origem mecanica e metabdlica,
subjacentes ao uso muscular exaustivo e pouco habitual (Duarte et al. 1999). A
hipétese de origem mecéanica baseia-se no facto de o exercicio, principalmente o
excéntrico, esta associado a uma distensao profunda ou seja ao estiramento. Para
explicar esta hipétese é sugerido que, com a realizacdo de contraccoes
excéntricas, o numero de pontes cruzadas va diminuindo proporcionalmente a
medida que o estiramento aumenta (Hamaoka et al. 2000). Isto conduz,
consequentemente, a um aumento de tensédo realizado por ponte cruzada e
predispondo a fibra muscular a leséo, para além de que o numero de unidades
motoras recrutadas € menor comparativamente com as contracgées concéntricas
(Tee et al. 2007). Ocorre assim a disrupcdo dos sarcomeros, a lesdo das
membranas celulares e a perda da permeabilidade selectiva ao Ca®* (Armstrong
1990; Armstrong et al. 1991; Proske and Allen 2005) como resultado destas
alteracdes mecanicas. A hipétese de origem metabdlica sugere que a lesdo da
fibra muscular ocorre devido a uma deficiente producao de energia, via fosforilacao
oxidativa. Isto é, as bombas de célcio sdo ATP dependentes, uma diminuicdo na
producao de energia vai afectar o seu bom funcionamento e conduzir a uma
alteracdo da homeostasia do Ca®" (Armstrong et al. 1991; Tee et al. 2007). Ha,
assim, um aumento de concentracdo do Ca?* no citoplasma, uma vez que a
remogdo do Ca?* est4d comprometida durante a fase de relaxamento muscular
devido & diminuicdo da accdo da Ca®/ATPase do reticulo sarcoplasmatico, que
acaba por conduzir a degeneracao da fibra muscular (Armstrong et al. 1991). Esta

hipotese de origem metabdlica pode ser sustentada por um trabalho realizado por
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Duchen et al. (1990) que comprova que ocorrem lesdes na ultraestrutura do
musculo esquelético com a inibicdo da Ca?‘/ATPase, porém permanece ainda
pouco consolidada visto que as contracgdes excéntricas, apresentam um
metabolismo, em termos energéticos, mais econdémico comparativamente as
contracgdes concéntricas (Armstrong et al. 1991).

Estas lesdes induzidas pela actividade fisica extenuante ou inabitual e,
particularmente com predominancia de contracgbes excéntricas caracterizam-se
por um quadro anatomo patolégico frequentemente designado por miopatia do
exercicio, designacao esta, utilizada por Tompkins (1977) e por Salminen et al.
(1983). A miopatia do exercicio € identificada, no Homem e no modelo animal, pela
elevagdo das enzimas musculares, pela elevagédo de varias proteinas musculares,
pelas alteragcdes estruturais e ultraestruturais do musculo esquelético e pela
diminuigédo da forga maxima voluntéria e involuntaria, ndo atribuivel a fadiga de alta
frequéncia (Armstrong 1984; Newham et al. 1987; Salminen 1985). E importante ter
em conta que existem alteracdes estruturais e ultraestruturais do mdusculo
esquelético em doentes com poliomiosite e distrofia muscular, no entanto, estes
diferem dos associados a miopatia do exercicio por serem habitualmente indolores
(Newham 1988), ndao estarem relacionadas especificamente com o0s grupos
musculares utilizados, e terem uma natureza crénica (Edwards 1988). Na miopatia
do exercicio é possivel distinguir evidéncias directas e indirectas (Clarkson 1992).
Como evidéncias directas temos as lesdes histolégicas, estruturais e
ultraestruturais, enquanto como evidéncias indirectas pode referir-se a SRDM, a
diminuigdo da forca ndo atribuivel a fadiga, o aumento da circunferéncia e a
alteracdo da amplitude articular dos membros exercitados e a elevagdo da
actividade e das concentracdes plasmaticas de algumas proteinas musculares
(creatina quinase e mioglobina) (Lee and Clarkson 2003). No que diz respeito a
SRDM, ainda persistem algumas duvidas relativamente a sua etiologia, mas é do
consenso geral que a SRDM é aceite como um importante indicador de leséo
muscular esquelética induzida pelo exercicio excéntrico, exaustivo e pouco habitual
(Maclintyre et al. 1995; Nosaka et al. 2002). Os sinais e sintomas da miopatia do
exercicio podem ser induzidos no musculo humano por tipos tdo variados de
exercicios, como sejam a corrida, particularmente em plano descendente

(Schwane et al. 1983; Sjostrdom et al. 1987), o subir e descer escadas (Newham et
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al. 1983) ou a practica de qualquer jogo desportivo colectivo. A existéncia de uma
elevada percentagem de contracgbes excéntricas envolvidas, ser de elevada
intensidade ou duracgéao e ser inabitual determinam a exuberéancia do fenémeno.

Com contracgdes excéntricas, tém sido habitualmente descritas duas fases
distintas na lesao muscular induzida pelo exercicio (Armstrong et al. 1991). Numa
primeira fase, designada por degeneracao intrinseca, existe, entre outros eventos,
a ruptura mecanica do sarcolema induzida pela tensdo muscular que sera um
factor determinante na entrada de forma desregulada de Ca?* para o interior da
célula (Bar et al. 1990). Se a concentracdo de Ca®* ndo for exagerada, as bombas
de calcio poderao funcionar normalmente e reestabelecer o equilibrio, fazendo com
que a homeostasia nao seja alterada (Byrd 1992). No entanto, se a concentragéao
de Ca* for exagerada, ultrapassado a capacidade de expulsdo das referidas
bombas, entramos num fenémeno de sobrecarga de calcio. Este excesso de célcio
provoca activagdo de algumas proteases assim como a fosforilagdo mitocondrial
nao acoplada (Bar et al. 1990). Deste modo, para além da diminuicao relativa de
ATP provocada pelo proprio exercicio e pela sua menor producéo via fosforilagédo
oxidativa, as bombas de calcio, que sdo ATP dependentes, passam a funcionar
gradualmente pior. Entramos assim, num ciclo vicioso de agravamento de todo
este quadro anatomo e fisiopatoldégico. Numa segunda fase, designada por
degeneracao extrinseca, que ocorre poucas horas apds o excercicio e se pode
prolongar pelos dias subsequentes, ocorre infiltragdo celular de células
inflamatorias, que embora seja determinante para a posterior regeneracao, numa
primeira fase parece agravar as alteracées morfolégicas observadas (Armstrong
1984). Podemos dizer que a ruptura do sarcolema, por acgdo mecanica ou por
producdo acrescida de radicais livres de oxigénio, sera um dos fendémenos
celulares chave no processo de alteragdo da homeostasia celular e da
consequente lesdo com posterior reparacao (Rodriguez-Sinovas et al. 2005).

Cada fibra muscular contém centenas a milhares de miofibrilas com
disposicao paralela. Quando as miofibrilas sdo estiradas durante uma contracg¢éo
excéntrica, alguns sarcomeros resistem mais que outros, e isto deve-se ao facto de
existirem sarcomeros com mais sobreposicoes dos miofilamentos. Como
consequéncia, os sarcomeros mais fracos, os que tém menos sobreposicdes, vao

ficando progressivamente mais fracos até nao existir qualquer sobreposicao dos
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miofilamentos (Morgan 1990; Peake et al. 2005; Proske and Allen 2005). Cada vez
que o musculo relaxa, alguns miofilamentos, de um sarcomero que foi demasiado
estirado, podem n&o conseguir voltar ao seu ponto de partida, e ocorre a disrupgao
do sarcomero. Quando um ou mais sarcomeros ficarem disfuncionais, o referido
“estrago” pode difundir-se longitudinalmente a sarcémeros adjacentes ou ainda
transversalmente a miofibrilas adjacentes, chegando ao ponto em que as
estruturas distorcidas produzidas pela presenca de sarcomeros demasiado
estirados levam a lesdo membranar, incluindo membranas do reticulo
sacroplasmatico, tubulos transversos e/ou sarcolema. Isto € acompanhado pelo
movimento descontrolado de Ca®* para dentro do sarcoplasma (Proske and Allen
2005), desencadeando a prdxima etapa no processo de lesdo. Com o aumento de
Ca®* sarcoplasmatico, o Ca®* leva & proteolise associada & quebra e reparacéo de
fibra (Yeung et al. 2002)

Exercicio Excéntrico

I
Miofilamentos demasiadamente estirados, Disrupg¢ao de sarcémeros
I
Lesao Muscular
I
Libertagdo descontrolada do Ca®*
1 I I 1
Variacdo no Diminuicdo da tensdo Incremento da tensdo Sensagéao retardada de
comprimento éptimo  activa passiva desconforto muscular

Figura 1. — Esquema simplificado dos efeitos do exercicio excéntrico no musculo esquelético.
Adaptado de Proske & Allen (2005).

Sao, no entanto, apontadas varias causas como possiveis factores
associados a etiologia das lesdes nas fibras musculares esqueléticas, entre as
quais a fadiga muscular, a quebra da homeostasia celular ao ido célcio e a
producao de espécies reactivas de oxigénio/nitrogénio (ERON) (Clebis and Natali
2001). As ERON séo, por definicdo, moléculas ou atomos que contém electroes
desemparelhados numa das suas Orbitas e, por isso, possuem elevada
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instabilidade e reactividade bioquimica (Close et al. 2005a; Halliwell and Gutteridge
1999), adquirindo a estabilidade quimica interagindo com substancias n&o radicais
para lhes captar um electrdo e convertendo-as em radicais oxidados (Halliwell and
Gutteridge 1999). No que diz respeito a fadiga muscular, este facto pode alterar o
adequado funcionamento muscular, devido a faléncia de mediadores em varios
niveis, podendo estabelecer um desequilibrio muscular e favorecendo o surgimento
de les@es (Fitts and Balog 1996). Como ja referimos anteriormente, a quebra da
homeostasia celular ao ido calcio, ou seja, o inadequado funcionamento dos
mecanismos responsaveis por manterem baixas as concentragdes deste ido no
interior da célula € outra razdo apontada para as lesdes musculares e a morte
celular induzidas pelo exercicio (Duarte et al. 1993). A producdo de ERON esta
também associada a lesdo muscular, uma vez que as ERON podem modificar
proteinas e acidos nucléicos, assim como alterar o funcionamento e a estrutura das
membranas celulares, devido a peroxidacao lipidica, podendo provocar lesdes
celulares (Duarte et al. 1993). As ERON sao produzidos na membrana
citoplasmatica, no reticulo endoplasmatico, nos lisossomas, nas mitocéndrias, nos
peroxisomas e no citoplasma, e a sua produgado € proporcional a quantidade de
oxigénio consumida pelas mitocdndrias. De facto, € sugerido que as ERON
aumentam durante a actividade fisica, o que provoca condi¢des celulares de stress
oxidativo, isto € uma condicao desiquilibrada entre a produgéo acrescida de ERON
e a capacidade antioxidante (Duarte et al. 1993). Importa referir que as ERON
constituem uma parte integral do metabolismo e estdo continuamente a ser
formados no organismo. Muitas fontes do stress, como o calor, radiacdo, hipdxia,
inflamagé&o, aumento de metabolismo, incluindo o exercicio, leséo, e até processos
de reparacao, conduzem ao aumento de radicais livres e ERON (Ascensao and
Magalhaes 2006).

Efectivamente, a par do efeito nefasto que a sua produgcédo exagerada pode
acarretar em determinados momentos, e ao contrario da ideia conventional que as
ERON sé&o principalmente moléculas nocivas, induzindo a lesdo oxidativa de
estruturas biologicas, hoje é reconhecido que em concentracbes relativamente
baixas e controladas sdo essenciais € a chave para a regulagdo de uma grande
variedade de mecanismos moléculares associadas a adaptagao celular, entre eles

a biogenese mitocondrial.
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2.3 = IMPACTO DO EXERCICIO EXCENTRICO

2.3.1 - Morfoldgico e estrutural

Um dos primeiros estudos publicados acerca de lesdo muscular induzida por
exercicio foi em 1902, em que Hough (1902) descreve uma sensagao retardada de

7

desconforto muscular (SRDM), e sugere que esta sensagdo € resultante de
microrupturas no musculo. Mas é preciso quase um século para se chegar a
conclusdo que o exercicio pode provocar lesdo muscular esquelética. Foi Fridén et
al. (1981) que demonstraram as primeiras evidéncias de lesdo nas fibras
musculares apés exercicio. Os musculos esqueléticos possuem diferentes tipos de
fibras que se adaptam, fisica e bioquimicamente, para responder ao que lhes é
exigido (Yang et al. 1997). As alteracdes celulares mais evidentes provocadas pelo
exercicio que sugerem lesdo muscular, a nivel estrutural sdo, o aparecimento de
nucleos picnéticos e em posicao central, areas de necrose segmentar e invasao
leucocitaria, irregularidades do padrdao estriado, e a nivel ultraestrutural podem
encontrar-se “swelling” mitocondrial, edema generalizado, disrupcao miofibrilar,
com rupturas das linhas z, activagao lisossdémica, ruptura e/ou vacuolizagdo do
reticulo sarcoplasmatica (para refs ver Carvalho et al. 1993). O exercicio fisico
pode causar lesédo as células musculares em termos de dearranjos e rompimentos
de miofilamentos, de linhas Z e de sarcomeros. Causa também rompimento da
arquitectura e a desorganizacdo dos organelos e dos elementos do citoesqueleto
(Fielding et al. 1993; Fridén and Lieber 1992), perda de desmina (Lieber et al.
1996) bem como alteracdao da permeabilidade da membrana (McNeil and Khakee
1992) e ainda uma actividade lisossomal acentuada e infiltragdo de células
mononucleadas, principalmente macréfagos. Assim sendo, trabalhos que se
tenham dedicado ao estudo do fenédmeno de agressao/lesdo muscular induzida
pelo exercicio, particularmente do exercicio excéntrico, com o auxilio da
microscopia Oéptica e/ou electrdonica, tém conseguido demonstrar inUmeras
evidéncias directas de lesdo muscular, nomeadamente alteracbes da estrutura
nativa dos sarcémeros, disrupcbes das linhas Z, do sarcolema e dos tubulos
transversais, tumefagcdo mitocondrial e infiltracdo tecidual de leucécitos (Clarkson
and Hubal 2002b; Proske and Allen 2005).

12
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2.3.2 — Sensacao retardada de desconforto e funcionalidade muscular

A par, e como consequéncia, de todas as repercussdes estruturais e
ultraestruturais atras referidas, o exercicio excéntrico também conduz a
perturbacdes da funcionalidade muscular e a um quadro sintomatoldgico
caracterizado por uma sensacao de desconforto muscular. A sensacado de
desconforto muscular esta relacionada com o tipo de trabalho muscular
(contracgbes concéntricas, excéntricas ou isométricas), a duragdo, o grau de
habituagdo e com a intensidade do exercicio. E todavia, este Gltimo parametro o
que maior influéncia tem na exuberéncia deste quadro de sintomas (Soares and
Duarte 1989). Existe uma relacdo entre a magnitude das manifestacées da
sensagao de desconforto muscular, a duragcdo e a intensidade do esforco, mas
independente disto, parece que o tipo de contracgdo que mais contribui para o seu
desenvolvimento sédo as realizadas no modo excéntrico (Talag 1973). A contracgao
excéntrica sobrecarrega em excesso 0s componentes estruturais do musculo, 0
que poderia resultar no aparecimento de sensagdes de desconforto muscular
tardias. Duarte e Soares (1990), numa revisdo sobre o tema, sugerem que 0s
sintomas que caracterizam a sensacgao tardia de desconforto muscular envolvem
dores para movimentacdo dos segmentos, podendo passar ocasionalmente por
caimbras. Quanto aos procedimentos que poderiam atenuar os sintomas de
desconforto, estes também séo alvo de discussdo. Armstrong (1984) sugere que,
embora de efeito temporario, o exercicio fisico parece ser o meio mais eficiente
para o alivio da dor, ainda que 0s mecanismos para tal nao estejam
completamente esclarecidos. A dor muscular é causada devido ao acumulo de
metabdlitos e do edema tissular provocado por uma elevada pressao hidrostatica,
que forca o liquido do plasma para o interior dos tecidos. As explicacdes para as
sensacgdes de desconforto muscular tardias ou retardadas apds exercicio é motivo
de controvérsia. Contudo, sabe-se que o acumulo de acido lactico ndo exerce
influéncia neste mecanismo. Segundo Newham (1991), a isquemia ou o acumulo
de acido lactico ndo ocasiona a dor tardia, pois pessoas com sindrome de
MacCardle, incapazes de produzir &cido lactico pela deficiéncia de miofosfolirase,
apresentam esta sensacdo de desconforto muscular numa extensdo maior que
sujeitos normais. Por outro lado, as concentracbes de lactato, embora

eventualmente elevadas durante o exercicio € nos momentos imediatamente
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subsequentes, retornam aos valores pré-exercicio no curto espaco de 45 minutos a
uma hora.

Tem sido considerado a SRDM como uma importante repercussao local da
agressao/lesdo muscular esquelética induzida pelo exercicio fisico exaustivo e
inabitual e a sua exuberancia proporcional ao grau de severidade da lesao
muscular (Magalhaes 1996). Em humanos, a SRDM manifesta-se cerca de 8 horas
apds a finalizagdo do exercicio, apresentando valores mais elevados entre as 24 e
as 72 horas subsequentes ao mesmo, podendo prolongar-se por mais que uma
semana (Duarte and Soares 1990; Gleeson et al. 1995; MaclIntyre et al. 1995). Dos
sintomas que constituem a SRDM, constam-se a dor espontanea na regiao ou
grupo muscular involvido no exercicio e a dor provocada por palpagdo ou pelo
movimento, as sensacgdes de rigidez, de fraqueza, de fadiga, de tumefacgéo e as
caimbras musculares (Macintyre et al. 1995; Sjostrom and Friden 1984). A
correlacao entre a SRDM e a resposta inflamatéria proveniente da lesdo muscular
provocada pelo exercicio, tem sido o objectivo de alguns estudos (Nosaka et al.
2002), porém tem se verificado que varios factores podem contribuir para o efeito
da SRDM, o edema muscular, o processo inflamatério associado a leséo, o
aumento da temperatura local e a produgcdo de espécies reactivas (Close et al.
2005a). A SRDM parece ser transmitida por dois grupos de fibras nervosas, as
fibras mielinicas do grupo Ill e as fibras amielinicas do grupo IV. As fibras
mielinicas do grupo lll localizam-se especialmente nas zonas da jungao tendinosa,
transmitindo impulsos de forma rapida, uma vez que sao bastante sensiveis a
estimulos mecanicos localizados (Miles and Clarkson 1994). As fibras amielinicas
do grupo IV apresentam-se em maior numero que as do grupo lll, com terminagdes
nervosas em todo o musculo, especialmente no tecido conjuntivo entre as fibras
musculares, nas regides das arteriolas e capilares, € nas jungdes musculo-
tendinosas, sendo sensiveis a estimulos de natureza mecanica, quimica e térmica.
Por serem sensiveis a um maior numero de estimulos e pelo seu caracter de
transmissdo lenta e de dor difusa mal definida, sdo consideradas as principais
responsaveis pela transmissao da SRDM (Duarte and Soares 1990; Duarte et al.
1999; Miles and Clarkson 1994). Friden et al. (1986) tém referido uma outra
hipétese de etiologia para a SRDM que relaciona o edema das fibras ao aumento

da pressao intersticial muscular, que aparece apés a realizacdo de determinados
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exercicios. Porém esta hipétese deixa de ter algum sentido, pois apenas se aplica
a SRDM por aumentos de pressdo tecidual nos compartimentos muito pouco
complacentes, ja que nao consegue explicar nos casos em que a SRDM persiste e
estdo em causa grupos musculares de compartimentos mais complacentes (Duarte
and Soares 1990). A sintese de prostaglandinas pelos monécitos originadas na
fase de infiltragcdo celular, tem sido também uma hip6tese apontada para tentar
explicar a SRDM (Clarkson 1992; Smith 1991). No entanto, também este
mecanismo, parece ser discutivel dado saber-se que em alguns casos a fase de
maior acumulacao de mondcitos da-se 7 dias apds a realizagdo de um exercicio,
ou seja, bastante tempo apds o periodo de maior exuberancia da SRDM (Jones
and Bigland-Ritchie 1986). Independentemente das varias hipoteses acerca da
etiologia da SRDM, € hoje aceite que serve como um importante indicador de leséo
muscular esquelética induzida pelo exercicio fisico exaustivo e/ou inabitual
(Maclintyre et al. 1995; Miles and Clarkson 1994; Pizza et al. 1995).

No que diz respeito a funcionalidade muscular e mais especificamente a
capacidade de gerar forga, varios estudos evidenciam uma diminuicdo da
capacidade de produzir tensdo muscular apos a realizagdo de exercicio excéntrico.
No estudo efectuado por Clarkson et al. (1992) foi verificado nos musculos flexores
do antebrago que ap0s a realizagdo de um exercicio excéntrico € possivel observar
uma diminuicdo muito acentuada da forca muscular. Esta diminuicdo da
capacidade funcional é mais profunda imediatamente apo6s a finalizacdo do
exercicio e, ao fim de 10 dias é ainda possivel encontrar niveis de forca inferiores
ao estado de controlo. A etiologia da diminuicdo da forca é ainda relativamente
desconhecida. As alteragdes morfolégicas no padrdo estriado do musculo apds a
realizagdo de exercicios excéntricos tém sido frequentemente invocadas como uma
possivel razdo para a menor funcionalidade de alguns sarcémeros e, desta forma,
da diminuicao da forgca (Newham 1988). Sabe-se, porém, que as lesdes celulares
se vao intensificando nas fases em que a for¢a vai recuperando, contrariando
assim esta hipétese. Ou seja, ndo existe uma coincidéncia temporal entre lesdo
morfolégica e diminuicdo da forca (Soares and Duarte 1989). A perda de forca
pode manter-se até uma semana apds exercicio excéntrico, j& 0 mesmo nao
acontece com exercicio concéntrico onde existe uma recuperacao da forca, 1 a 2

horas apés o exercicio (Proske and Allen 2005). A relagdo comprimento-tensao é
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uma propriedade fundamental do musculo, em que uma alteracdo na relacao
comprimento-tensdo é uma medida viavel e Util para determinar a quantidade de
lesdo existente no musculo devido as contracgdes excéntricas. Ao contrario da
perda de forca, este parametro é independente aos niveis de fadiga (Morgan et al.
2004). A exuberancia da alteracdo é directamente proporcional ao grau da lesao
apds o exercicio excéntrico (Jones et al. 1997). A perda de forgca, em alguns
protocolos de exercicio chega a atingir metada da sua forga inicial, isto verificado
imediatamente apds o exercicio. Ocorre uma recuperagao praticamente total da
forga voluntaria méaxima pelo décimo dia, mas serdo necessarias duas semanas
para atingir a recuperacgao total (Sayers and Clarkson 2001). Clarkson et al. (1992)
sugerem que a diminuicdo dos niveis de forgca, observada imediatamente apos o
final do exercicio é devida a fadiga muscular e/ou a lesbGes estruturais e
ultraestruturais nas fibras musculares. Os mesmos autores sugerem ainda outra
explicacdo, referindo que as tensdbes a que os sarcOmeros estdo sujeitos,
especialmente durante as contracgdes excéntricas, levam ao seu hiperestiramento,
diminuindo a interdigitacdo entre os filamentos de actina e miosina e
consequentemente, prejudicando a capacidade das fibras musculares se
contrairem e consequentemente perdem a capacidade de gerar forca. A disrupcao
de alguns sarcémeros devido a excessiva tensdo exercida na fibra muscular
durante o alongamento do musculo pode levar a total ruptura do sarcolema, tubulos
T e reticulo sarcoplasmatico. Assim sendo, a perda de forca verificada apds
exercicio excéntrico pode ser explicada pela alteracbes observadas nos
sarcomeros lesados que impedem de produzir tensdo (Yeung et al. 2002), bem
como a producgéo excessiva de ERON, que modificam a funcionalidade do musculo
esquelético e, consequentemente, a capacidade de produzir forca (Reid 2001). As
alteracdes na permeabilidade do sarcolema e/ou do reticulo sarcoplasmatico, terdo
como consequéncia modificagdes nas concentragdes de Ca®* intracelular e, assim,
estardo criadas condi¢6es para a hipercontracgéo das fibras musculares (Bar et al.
1990).
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2.3.3 - Bioguimico

Os indicadores directos de lesdo muscular sédo dificeis de obter, pois sé sédo
possiveis através de analises de biopsia muscular ou ressonéncia magnética
nuclear (RMN). No caso das biopsias musculares, para além da complexidade
técnica e da, Obvia, dificuldade na obtencdo de sujeitos disponiveis, uma outra
limitagdo é que apenas uma pequena amostra € analisada. Considerando que a
lesdo muscular induzida pelo exercicio apresenta um caracter extremamente
focalizado, a analise por biopsia pode levar a uma resposta sobrevalorizada do
evento.

Um grande numero de estudos no ambito da lesdo muscular esquelética
induzida pelo exercicio fisico recorre a indicadores indirectos sendo os mais
comuns, a avaliagdo da sensacdo de desconforto muscular e analises sanguineas
nomeadamente a células, proteinas e enzimas que alteram na corrente sanguinea.
As alterac6es da estrutura celular e a perda de integridade de algumas estruturas,
como a do sarcolema e de membranas de diferentes organelos, leva a perda da
homeostasia o que por sua vez desencadeia uma movimentacdo de diversas
proteinas do musculo para o espago intersticial e, consequentemente, para a
corrente sanguinea (Lee and Clarkson 2003; Sayers and Clarkson 2003). Assim
sendo, a actividade e/ou a concentragdo de proteinas musculares como, a creatina
quinase (CK), a mioglobina (Mb), a lactato desidrogenase (LDH), a troponina e a
aspartato aminotransferase (AST) tém sido utilizadas como indicadores indirectos
da lesao muscular induzida pelo exercicio (Kasper et al. 2002).

A creatina quinase (CK) desempenha um importante papel regulador no
metabolismo intracelular dos tecidos contracteis, estando presente principalmente
no musculo esquelético, no tecido cardiaco e no cérebro, existindo uma
quantidade, mais ou menos estabilizada, desta enzima no sangue (Caquet 2004a).
Se a permeabilidade do sarcolema for alterada, por razdes metabdlicas e/ou
mecanicas, ocorre uma extensa libertagdo desta enzima intramuscular para a
corrente sanguinea (Bar et al. 1990). Assim o doseamento da actividade desta
enzima é utilizado no diagnostico das lesées e doencas da musculatura esquelética
e no infarto agudo do miocéardio. Encontra-se marcadamente elevada na distrofia
muscular de Duchenne (Ramellia et al. 2006), com elevagdes que variam de 20 a

200 vezes o limite superior da normalidade, exercicios extenuantes, polimiosite,
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dermatomiosites, miosites, miocardites, traumas musculares, injecoes
intramusculares recentes e apds crises convulsivas (Caquet 2004a). Niveis
plasmaticos desta enzima podem estar diminuidos em situagdes nas quais ocorra
perda de massa muscular, nas hepatopatias alcodlicas, nas doencas do tecido
conjuntivo e na artrite reumatéide. O doseamento da actividade plasmatica desta
enzima tem, igualmente, sido utilizado como indicador indirecto de lesdo muscular
esquelética em trabalhos que estudam o impacto do exercicio excéntrico na
homeostasia muscular (Clarkson et al. 2006). A CK surge, habitualmente, com o
seu pico maximo na corrente sanguinea 24 a 48 horas apds a realizagdo de
exercicio excéntrico, sendo 0 seu aparecimento retardado compativamente com
outros marcadores, como por exemplo a mioglobina. Uma hipétese para explicar o
efeito tardio do seu aparecimento, é que a CK é libertada do musculo para o
sistema linfatico onde é depois transportada para o ducto toraxico onde entra na
corrente sanguinea. Sendo a CK uma enzima de elevado peso molecular e de
grande porporgcao, tem a sua entrada dificultada no endotélio microvascular. Para
além disso, o sistema linfatico é mais lento e depende de forgas externas, como a
contractilidade muscular, para facilitar o movimento (Sayers and Clarkson 2003).
Normalmente, os individuos que apresentam os valores mais elevados de CK no
sangue sao aqueles que tém as maiores lesées musculares quando comparados
com as imagens de RMN, apesar que nao existir uma relagdo e/ou correlacédo
perfeita (Nosaka and Clarkson 1996). Um estudo realizado por Gunst et al. (1998),
demonstra que a actividade da CK nao € um marcador viavel quando associado a
condicao de existir uma baixa concentragcdo de glutationa. Adicionalmente, tém
sido descritos trés grupos de pessoas com diferentes formas de libertacdo desta
enzima (Clarkson 1992). Por este facto, tém sido denominados por “high CK
responders”, “medium CK responders” ou “low CK responders”. As razdes para
esta variabilidade inter-individual na resposta sdo também ainda desconhecidas.

A mioglobina é uma proteina de baixo peso molecular, muito compacta,
presente no citoplasma das células dos musculos cardiacos e esqueléticos (Caquet
2004c). E uma proteina com grande afinidade para o oxigénio, o que facilita a sua
movimentacdo dentro das células musculares. A sua funcdo é armazenar e
fornecer oxigénio as células musculares (Moore et al. 2002). O peso molecular da

mioglobina é de aproximadamente 17.800 daltons (Bhayana and Henderson 1995).
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Uma vez que a mioglobina estd presente tanto no musculo cardiaco como no
musculo esquelético, qualquer lesdo num destes tipos de musculos resulta na sua
libertagdo para a corrente sanguinea. Nos individuos com infarto agudo do
miocardio, podemos encontrar niveis de mioglobina elevados ja nas primeiras
horas apos infarto, com pico entre 6 e 9 horas, retomando aos niveis normais em
24 a 48 horas ap6s o infarto (Caquet 2004c). A elevacdao da mioglobina é
extremamente precoce quando comparada a outras proteinas cardiacas e/ou
musculares, devido ao seu baixo peso molecular, que permite um rapido
deslocamento para a circulagdo (Sayers and Clarkson 2003). Essa mesma
caracteristica justifica a sua curta permanéncia em niveis alterados, ja que é
rapidamente filtrada e eliminada pelos rins. Como ja referimos, concentracdes
elevadas de mioglobina podem ser encontrados também nas lesées da
musculatura esquelética, ndo tendo portanto uma especificidade para lesdes
cardiacas (Caquet 2004c). Devido a sua caracteristica de rapida eliminagéo renal,
resultados alterados obtidos em individuos com patologias renais devem ser
interpretados com cautela, pois podem ser causados pela diminuigdo da eliminagéao
renal. De tudo em todo, a andlise das variagdes das concentragdes desta enzima
no plasma apds a realizacao de exercicio fisico tem sido considerada como um
indicador indirecto importante da ocorréncia de lesdo muscular induzida pelo
exercicio.

A LDH, lactato desidrogenase, é uma enzima intracelular responsavel pela
oxidacdo reversa do lactato em piruvato. E amplamente distribuida em todas as
células do organismo, concentrando-se mais especialmente no miocardio, rim,
figado, eritrocitos e musculos, possuindo cinco formas de isoenzimas (Caquet
2004b). Os seus valores encontram-se elevados em todas as situacées em que
ocorre grande destruicdo celular. Os niveis elevados s&o encontrados em
diferentes condigbes como anemia megaloblastica e hemolitica, leucemias,
linfoma, hemoglobinopatias, infarto agudo do miocardio, infarto pulmonar,
insuficiéncia cardiaca congestiva, insuficiéncia coronariana, choque e hipdxia
importantes, doencas musculares, lesbes hepaticas, neoplasias primarias ou
secundarias (metastaticas), hepatites, ictericias obstrutivas e cirrose (Caquet
2004b). A determinacao da enzima, lactato desidrogenase (LDH) no plasma é outra

possibilidade utilizada para identificar de forma indirecta a eventualidade de
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ocorréncia de lesdo muscular induzida pelo exercicio. Diversos estudos tém
demonstrado aumentos significativos desta enzima apés a realizagdo de exercicio
exaustivo (Milias et al. 2005; Taylor et al. 2003). Num estudo realizado por Milias et
al. (2005) a actividade plasmatica da LDH apdés a realizagcdo de exercicios
excéntricos, sofreu um aumento estatisticamente significativo ao fim de 24h apés o
exercicio, atingindo o seu maximo nas 96h seguintes.

Do ponto de vista metabdlico, a realizagdo de exercicio excéntrico parece,
igualmente, motivar adaptacbes celulares significativas. De facto resultados
sugerem que apds a pratica de exercicio excéntrico ocorrem alteracbes do
metabolismo muscular passando o fornecimento de energia a ser mais dependente
do metabolismo anaerdbio, eventualmente como resultado de um compromisso da
funcdo oxidativa (Walsh et al. 2001). Assim sendo, apds exercicio excéntrico
prévio, as concentra¢des de lactato tém sido descritas como estando elevadas em
repouso e significativamente mais aumentadas apo0s exercicio submaximo e
maximo. Adicionalmente, um aumento do racio Pi/PCr até 10 dias ap6s exercicio
excéntrico tem sido descrito no tecido muscular em repouso (McCully et al. 1992;
Rodenburg et al. 1994; Walsh et al. 2001). Os potenciais mecanismos que poderao
levar a uma eventual alteracdo do metabolismo oxidativo sdo i) aumentos da
utilizacdo de oxigénio de musculos ndo envolvidos no exercicio, para fornecer
energia a reparagdo dos tecidos lesados, ii) diminuicdo da disponibilidade de
oxigénio derivada de uma difusédo restrita do fluxo sanguineo, iii) diminuicdo da
capacidade maxima de respiragdo mitocondrial e iv) diminuicdo da sensibilidade da

respiragdo mitocondrial ao ADP (Walsh et al. 2001).

2.3.4 - Resposta inflamatdria ao exercicio excéntrico

7

A inflamacado € uma ocorréncia fisiopatoldgica, que ocorre segundo um
esquema bem descrito, sendo os principais eventos: (1) lesédo tecidular, (2)
libertacdo de substancias vasoactivas pelo tecido lesado, (3) vasodilatagdo, (4)
adesao leucocitaria, (5) migragao leucocitaria da corrente sanguinea para o local
lesado e eventualmente (6) reparacao tecidular (Malm 2001).

Como ja foi anteriormente referindo nesta revisdo, as alteragbes na
homeostasia celular, provocadas pelo exercicio excéntrico, motivadas pelo

excessivo stress mecanico bem como por desequilibrios metabdlicos,
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nomeadamente a producao acrescida de espécies reactivos de oxigénio/nitrogénio
(Chen and Yu 1994), desencadeiam um processo de autodegradacdo das
estruturas lipidicas e protéicas, denominado por degeneragao intrinseca (Duarte et
al. 1993). Depois deste processo de degradacao de zonas focalizadas da fibra
muscular esquelética, surge uma resposta inflamatéria (Maclintyre et al. 1995) que,
entre outras consequéncias, contribui para o processo de degeneracao eliminando
os detritos da area lesada, bem como, para a regeneracao do tecido lesado (Peake
et al. 2005)

As primeiras observagdes sobre leucocitose induzida por exercicio, sao
datadas de 1893 (Schultz 1893). A infiltracdo leucocitaria no musculo esquelético
apos exercicio excéntrico parece ser superior no sexo feminino, pelo menos nos
humanos, apesar de a razdo ser ainda desconhecida para esta observagéo.
Ensaios realizados em animais tém demonstrado que animais do sexo feminino
tém uma resposta reduzida a lesdo por exercicio, provalvelmente devido a
presenca de estrogénio, porém, este facto ndo estd completamente esclarecido
nos humanos (Stupka et al. 2000). Quando a inflamagao ocorre, origina infiltragao
fagocitaria para o local lesado, levando também a uma elevagéo de proteinas
degradadas, 48 horas ap6és lesdao muscular (Lowe et al. 1995). A infiltracao celular
inicia-se, normalmente, 4 a 6 horas apds o final do exercicio, podendo manter-se
durante alguns dias, consoante a gravidade da lesdo (Cannon et al. 1989; Stauber
et al. 1990), verificando-se assim uma diminuigdo dos leucdcitos circulantes e o
correspondente aparecimento de neutréfilos no musculo esquelético (Beaton et al.
2002; Maclintyre et al. 1995; Walsh et al. 2001). A invasdo leucocitaria dos
musculos lesados, caracterizada pela elevada actividade fagocitica, pela libertacdo
de enzimas proteoliticas e pela producdo de espécies reactivas de
oxigénio/nitrogénio (ERON), contribui para o catabolismo protéico e remocéo do
tecido lesado e estimula os processos de regeneragédo destas fibras. Neutrofilos e
macréfagos contribuem para a degradacdo do tecido muscular lesado pela
libertacdo de espécies reactivas de oxigénio/nitrogénio (ERON) (Nguyen and
Tidball 2003), bem como a produgao de citoquinas pro-inflamatérias (Cannon et al.
1989). As citoquinas pro-inflamatorias, interleucina (IL)-1B, interleucina (IL)-6 e
factor de necrose tumoral (TNF)-a aparecem no musculo esquelético dentro de 5

dias apods exercicio (Cannon et al. 1989; Fielding et al. 1993).
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A neutrofilia e a presencga de neutréfilos no muasclo lesado apos varios tipos
de exercicio excéntrico tém sido documentadas por varios autores (Fielding et al.
1993; Maclintyre et al. 1996). Efectivamente, os neutréfilos sdo as primeiras células
a infiltrarem e acumularem no tecido lesado, destruindo o tecido necrotico por
fagocitose e trabalhando em conjunto com os macrofagos ja existentes no muasculo
lesado. A neutrofilia acontece poucas horas apds o exercicio excéntrico, mas nao
se verifica apdés 48 horas o que sugere que a inflamacédo pode levar a uma
migragdo dos neutéfilos para o tecido muscular lesado (Malm et al. 1999). A
resposta dos mondcitos no sangue € semelhante a dos neutrofilos, isto é, existe
uma monocitose apds (6 horas) o exercicio excéntrico 0 que nao se verifica 24 e/ou
48 horas apds o exercicio (Malm et al. 1999).

O aumento das concentragdes plasmaticas das enzimas intramusculares
como a creatina quinase (CK) sugere que a lesdo muscular leva a um aumento da
permeabilidade da membrana (Lowe et al. 1995). Estas observagdes, juntamente
com o aparecemento de outros marcadores de inflamacédo no sangue e musculo,
como a proteina C reactiva, a mioglobina e a interleucina 6 (IL-6), e acompanhadas
por edema muscular e ainda uma SRDM, tém sugerido que o exercicio fisico causa
inflamacao muscular, especialmente quando se trata de exercicio que involve
contracgbes excéntricas. No estudo realizado por Walsh et al. (2001), ndo se
observaram diferengas estatisticamente significativas nos valores da CK, dois dias
apos a realizagao de exercicio excéntrico. Em termos genéricos, poderiamos dizer
que tal como Evans e Cannon (1991), a libertagdo da CK representa mais uma
manifestacdo de lesdo muscular do que um indicador quantitativo dessa mesma
lesao.

As interleucinas sao proteinas produzidas principalmente por células T,
embora algumas sejam sintetizadas também por macréfagos e células teciduais
(Petersen and Pedersen 2005). As interleucinas possuem varias fungdes, mas a
maioria delas esta envolvida na activagdo dos linfocitos e na indugédo da divisdo de
outras células. Cada interleucina actua sobre um grupo limitado e especifico de
células que expressam receptores adequados para cada interleucina. A IL-6
também designada por interferon 32 é uma proteina multifuncional, secretada pelas
células T, B, macrofagos, mondcitos, linfocitos, fibroblastos, células endoteliais,

queratinécitos e muitas linhagens de células tumorais. E também produzida a partir
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do musculo e encontra-se elevada em resposta a contraccdo muscular, ou seja
apos exercicio intenso. Esta citoquina induz a producdo de proteinas de fase

aguda, podendo-se referir que € uma citoquina anti-inflamatéria.

2.4 — AS MITOCONDRIAS NA HOMEOSTASIA CELULAR DO MUSCULO ESQUELETICO

As mitocondrias foram identificadas ha 120 anos nas células eucariotas
(Benda 1898) e descritas como um conjunto de vesiculas individuais, existindo
centenas de coépias que flutuavam livremente no citoplasma. Estruturalmente,
apresentam duas membranas fosfolipidicas, uma externa lisa e outra interna que
se dobra formando vilosidades, chamadas cristas. A regido limitada pela
membrana interna é conhecida como matriz mitocondrial, onde existem proteinas,
ribossomas e acido desoxirribonucleico (DNA) contendo genes de proteinas
necessarias a respiracao celular (Scheffler 2001). A presenca de material genético,
nomeadamente o seu préprio DNA, DNA mitocondrial (mtDNA), fez emergir teorias
sobre a sua origem, sugerindo-se hoje que as mitocondrias teriam sido um
organismo bacteriano fagocitado por uma célula eucariota, passando a partir dai a
viver em simbiose com seu hospedeiro (Scheffler 2001). Na ultima década,
grandes avancos tém sido dados, muito devido as novas tecnologias,
nomeadamente no desenvolvimento de culturas celulares e microscopia de
fluorescéncia, o que levou a conseguir dados mais exactos com imagens tri-
dimensionais das mitocondrias em células humanas de varios tecidos (Bereiter-
Hahn and Voth 1994; Griparic and van der Bliek 2001; Yaffe 1999). Estes estudos
mais recentes tém demonstrado que as mitocondrias ndo sdo apenas pequenas
vesiculas individuais, mas antes um complexo organelo com um conjunto de
longos tubulos organizados em rede. Torna-se cada vez mais evidente, que ao que
habitualmente denominamos por mitocdndria, ndo € mais do que um tubulo
mitocondrial individual, visto naquele angulo sectorial, sendo assim mais correcto
chamar de “Rede Tubular Mitocondrial” ao complexo organelo, tendo em
consideragdo a sua arquitectura reticular tri-dimensional. Isto tem levado
progressivamente a alteracdo de terminologia no que se refere a este organelo na
célula (Benard and Rossignol 2008). O desenvolvimento tecnoldgico permitiu,

também, verificar a existéncia de uma grande variabilidade neste organelo. A
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estrutura da rede mitocondrial acaba, em termos de organizagao, por obedecer as
necessidades e funcionalidades dos diversos tecidos, existindo diferencas de
tecido para tecido como sejam o numero de cristas e a densidade da matriz. O
musculo esquelético apresenta um grande numero de mitocéndrias ao longo das
miofibrilas em compartimentos membranosos e altamente compactados (Benard
and Rossignol 2008). Alguns estudos tém demonstrado que, de uma forma geral,
as mitocéndrias do musculo esquelético, ndo se distribuem de forma homogénea,
permitindo assim limitar duas subfracgdes mitocondriais. Junto aos pélos dos
nucleos, imediatamente sob o sarcolema, encontramos mitocondrias designadas
por subsarcolemais (SS). Estas mitocondrias existem em abundancia e constituem
cerca de 10% a 15% do volume mitocondrial total (Hood 2001). No entanto, o maior
numero de mitocondrias encontra-se no interior das fibras distribuidas em fileiras
longitudinais entre as miofibrilas (Cogswell et al. 1993) e designam-se por
intermiofibrilares (IMF). Estas subfrac¢bes apresentam taxas distintas de consumo
de oxigénio, bem como de sintese de ATP. Varios trabalhos, no ambito da
bioquimica do exercicio tém demonstrado que as mitocéndrias IMF isoladas
possuem maior taxa de sintese proteica e respiratdria, maior capacidade de
importacdo de proteinas percursoras, mas niveis inferiores de cardiolipina, um
fosfolipido intimamente relacionado com o metabolismo energético mitocondrial
(Adhihetty et al. 2005; Connor et al. 2000; Hood 2001; Ljubicic et al. 2004;
Takahashi and Hood 1996). Existem também diferencas nas subfraccoes
mitocondriais relativamente a sua adaptabilidade aos diversos estimulos,
sugerindo-se que a sua localizagdo diferencial na célula influencia a sua
sensibilidade a sinais intracelulares comuns. Neste sentido, tem sido sugerido que,
por exemplo, com 0 aumento da actividade muscular contractil as mitocéndrias SS
adaptam-se melhor ou mais rapidamente a estes estimulos que as mitocéndrias
IMF (Adhihetty et al. 2007; Hoppeler 1986; Krieger et al. 1980). Este facto pode ser
justificado pela proximidade da localizagdo das mitocdndrias SS relativamente a
periferia dos nucleos das células musculares esqueléticas, assim como a
capacidade diferencial das subfraccées mitocondriais para a sintese e importagao
de proteinas (Joseph et al. 2008). As subfracgbes mitocondriais IMF e SS, no
musculo esquelético, exibem uma diferenga na taxa de consumo de oxigénio,

sendo aproximadamente 2,5 vezes superior nas IMF do que nas SS (Cogswell et
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al. 1993). Adicionalmente, as IMF apresentam concentracbes de ATP intracelular
mais elevados do que as SS (Connor et al. 2000; Takahashi and Hood 1996).

No que respeita as fungdes das mitocéndrias, foram durante muito tempo
apenas vistas como tendo a fungdo principal de producdo de energia celular.
Contudo, é hoje em dia claro a importancia do seu papel associado a regulagao
osmotica, a modulacdo do estado redox celular, controlo de pH, transdugédo do
sinal, homeostasia do célcio (Wallace et al. 1997) e, ainda, terem um papel
importante na morte celular, nomeadamente na via intrinseca da apoptose (Nicholls
2004). Comparadas a “casas de energia”, pois tém como importante funcao a
producdo de energia celular num processo que culmina com a denominada
fosforilagdo oxidativa, fornecendo energia para o crescimento celular e para as
actividades biolégicas, energia essa, necessaria por exemplo, para a contracgao
muscular (Hoppeler and Fluck 2003). Cerca de 90% do consumo de oxigénio nos
mamiferos € mitocondrial (Skulachev 1999) e serve principalmente para a sintese
de ATP, apesar de em niveis de consumo varidveis dependendo do tecido e da
actividade do organismo (Benard and Rossignol 2008). Importa referir, no entanto,
que a relagdo entre o consumo de oxigénio e a sintese de ATP, a nivel
mitocondrial, sendo essencial para as necessidades energéticas nao se verifica em
pleno e parte do oxigénio consumido é atribuido a desacoplagdo mitocondrial
(Brand et al. 1999). A respiracdo desacoplada estd associada a dissipacao do
gradiente protonico mitocondrial e, consequentemente, a producdo de calor, em
vez de ser utilizada como mediador na sintese de ATP. A existéncia de
determinadas proteinas mitocondriais, como proteinas desacopladoras (UCP) e as
translocases de nucleé6tidos de adenina (ANT), podem ser uma explicagao para tal
facto, pois actuam como mediadores da fuga de protbes ou seja como
desacopladores da fosforilagdo oxidativa (Ascensao and Magalhaes 2006). As UCP
podem-se considerar como uma grande familia de transportadores mitocondriais,
localizados na membrana interna. Recentemente, foi identificada uma proteina
desacopladora, UCP3, expressa no musculo esquelético como sendo importante
no desacoplamento da fosforilacdo oxidativa e resultando na producao de calor
sem ocorrer sintese de ATP (Boss et al. 1997; Clapham et al. 2000; Russell et al.
2003a; Vidal-Puig et al. 2000). A nivel proteico, a UCP3 tem maior expressdo nas

fibras glicoliticas (tipo II) e menor expressao nas fibras oxidativas (tipo I) (Hesselink
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et al. 2001). Este facto parece ainda ser influenciado pelo exercicio e pelo nivel de
treino, pois tal como se verifica no estudo realizado por Russel et al (2003b), a
expressao das UCP3 é menor em individuos treinados comparativamente com
sujeitos sedentarios.

A energia produzida pelas mitocdndrias pode alternar entre dois estados
energéticos: basicamente, no estado 4, a respiracao € lenta ndo havendo producao
de ATP (Ay é elevado), enquanto no estado 3, a respiragdo é rapida ocorrendo
producdo de ATP (Ay é diminuido). Em condigbes fisiologicas normais, é
considerado que as mitocondrias produzem ATP no estado intermédio que se situa
entre os estados 3 e 4 (Benard and Rossignol 2008). O ATP € a unica forma de
energia utilizada pela célula, e quando produzido pelas mitocdndrias € exportado
para o citoplasma pela translocase de nucleétidos de adenina (ANT) em troca com
o ADP citoplasmético (Benard and Rossignol 2008).

As mitocdndrias geram grande parte dos equivalentes reduzidos ou
coenzimas a partir da degradacao de hidratos de carbono, gorduras e proteinas
(Benard and Rossignol 2008). Assim, sdo sintetizadas moléculas de nicotinamida
adenina dinucleétido reduzida (NADH) e/ou dinucleétido de flavina adenina
reduzida (FADH,) maioritdriamente através da B-oxidagdo e do ciclo de Krebs ou
ciclo do acido citrico (Andreyev et al. 2005). O NADH e o FADH, séao
posteriormente degradados na cadeia respiratéria mitocondrial num processo
designado por fosforilacdo oxidativa, onde os electrdes libertados pela oxidagao do
NADH e FADH, séao transferidos ao longo de um conjunto de complexos proteicos
designados por cadeia transportadora de electrdes (Fariss et al. 2005). Por cada
molécula de NADH oxidada, dois electrdes séo transportados e reduzem um atomo
de oxigénio. A eficiéncia da fosforilacdo oxidativa pode ser expressa pelo racio
adenosina difosfato/oxigénio (ADP/O), isto €, o nimero de moléculas de ATP
produzidas por atomo de oxigénio consumido (Estabrook 1967) sendo que a
funcionalidade de uma mitocondria se associa a capacidade de produzir ATP com
menor consumo de oxigéenio. Quando as mitocondrias dispbem de substratos
energéticos, como o succinato, malato e/ou piruvato, e ainda de oxigénio e de
fosfato inorganico, a oxidagdo dos substratos ocorre, e a redugcdo de oxigénio
diminui rapidamente a medida que o ADP for convertido em ATP (Monteiro et al.

2003). As mitocondrias possuem, ainda, um sistema que regula o seu
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funcionamento em funcdo das necessidades energéticas da célula, o qual esta
dependente da concentragdo do calcio intramitocondrial (Monteiro et al. 2003).

A cadeia transportadora de electrdes esta localizada na membrana interna
mitocondrial, principalmente na regiao das cristas, e consiste em quatro complexos
enzimaticos (I a IV) e dois transportadores médveis de electrdes (Coenzima Q e
Citocromo c) (Benard and Rossignol 2008). Na presenca de equivalentes reduzidos
(NADH e FADHy), a transferéncia de electrdes dos complexos (I ou Il para o IV)
medeia o bombeamento de protdes da matriz para o espago intermembranar
gerando um gradiente electroquimico de protdes que € posteriormente utilizado
pela particula FoF1 ATP sintase (complexo V) para a producao de ATP (Benard and
Rossignol 2008). Este gradiente é composto por duas componentes, um potencial
eléctrico (Ay) e um potencial quimico (AuH') e também pode ser expresso como
gradiente de pH (ApH) (Benard and Rossignol 2008). O complexo I, tem a
capacidade de oxidar o NADH e bombeia protdes para o espago intermembranar
da mitocéndria, contribuindo para o gradiente electroquimico de protoes, podendo
conduzir a geracao de ERON. Resumidamente, o complexo | tem como principais
inibidores a rotenona e o éxido nitrico. O complexo |l cataliza a oxidagdo do
succinato em fumarato, com a formacao de ubiquinol a partir da ubiquinona, tendo
como inibidores 0 malonato e também o éxido nitrico. Através do ubiquinol, e ao
mesmo tempo que ocorre a extrusao de um protdo para o espacgo intermembranar,
um electrao é transferido para o citocromo ¢ que reduz a citocromo ¢ oxidase. No
complexo IV, o citocromo ¢ oxidase reduz o O, a agua e utiliza a energia produzida
para bombear protdes para o espaco intermembranar, tendo como inibidores o
cianeto e o mondxido de carbono. O gradiente de protdes estabelecido pelos
complexos anteriores entre o espaco intermembranar e a matriz mitocondrial é
utilizado para a sintese de ATP.

Como ja referido anteriormente, outra funcdo das mitocdndrias, hoje
encarada como igualmente muito importante € o seu papel na activacdo de
mecanismos de morte celular, nomeadamente na activagdo da via intrinseca da
apoptose (Nicholls 2004). Diversas proteinas mitocondriais encontram-se
directamente ligadas a apoptose, como o citocromo ¢, que se encontra na face
externa da membrana interna e o factor indutor de apoptose (AlF), localizado no

espaco intermembranar (Adhihetty et al. 2005), que funcionam como activadores
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das caspases e endonucleases respectivamente (Gunter et al. 2000). O citocromo
c € libertado para o citoplasma levando a formacdo de um complexo protéico
denominado de apoptosoma, que consequentemente desencadeia uma série de
clivagens proteoliticas levadas a cabo por diferentes caspases. Ja a libertacdo do
AlIF, que também induz a apoptose, € independente das caspases, e induz
desfragmentacao do DNA (Adhihetty et al. 2005). Estudos sugerem que o
“swelling” mitocondrial que pode ocorrer por perda da homeostasia, por exemplo,
do ido célcio, induz permeabilidade transitéria mitocondrial (PTM) e a libertacdo de
proteinas que conduzem a apoptose (Gunter et al. 2000). No musculo esquelético,
tem-se demonstrado que a apoptose contribui para a degeneragdo muscular em
estados patologicos como distrofias musculares, atrofia devido ao desuso,
denervacao, lesdo de tensdo e miopatias com origem mitocondrial (Adhihetty et al.
2003; Primeau et al. 2002; Siu et al. 2004; Smith et al. 2000). Adicionalmente, a
apoptose aparenta, igualmente, estar associada a diminuicdo da massa muscular
relacionada com o processo de sarcopenia (Dirks and Leeuwenburgh 2002; Dirks
and Leeuwenburgh 2004).

Uma vez que as mitocéndrias tém um papel importante na homeostasia do
calcio intracelular, funcionando como tampdes dependentes de potencial, quando
carregadas com calcio e na presengca de fosfato, desenvolvem uma
susceptibilidade acrescida a abertura de uma entidade designada por poro de
permeabilidade transitéria mitocondrial (PTM). Este fendmeno estd associado a
entrada de moléculas inferiores a 1500 Da e ao “swelling” mitocondrial. O “swelling”
mitocondrial acontece devido a entrada de moléculas inferiores a 1500 Da o que
consequentemente leva a entrada de agua para tentar controlar a diferenca de
osmolaridade, ou seja, no sentido que promover um equilibrio osmético, a
mitocOndria fica turgida levando a consequente ruptura da sua membrana externa
(Zoratti and Szabo 1995). Com a ruptura da membrana externa, existe a libertacéo
de citocromo ¢ que por sua vez activa os factores pro-apoptoticos, promovendo
desta forma a apoptose. Porém, ndo existe consenso nesta assunto, pois ha quem
defenda que nao € a ruptura da membrana mitocondrial que leva a libertacao de
citocromo ¢, mas sim outro mecanismo, como o da transloca¢do do citocromo ¢
através de canais na membrana externa, sem involvimento do poro. Tendo em

consideracao o que foi referido até aqui, isto é a implicacao do exercicio excéntrico
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na perda da homeostasia das concentragées celulares de calcio, a analise da
susceptibilidade da funcionalidade mitocondrial a estas alteragbes induzidas pela
realizacao de exercicio excéntrico assume particular importancia.

As mitocondrias sao igualmente consideradas fontes importantes de ERON
durante a pratica de exercicio fisico. Efectivamente, cerca de 90% de todo o
oxigénio utilizado pelo organismo € consumido nas mitocéndrias em condi¢coes
fisioldgicas normais (Richter 1997), sendo que mesmo em situagdes de repouso, 2
a 5% do oxigénio utilizado pelas mitocéndrias, resulta na formacao de ERON
(Alessio 1993; Ji 1995).

O nivel de produgdo de ERON depende muito do estado energético das
mitocondrias, sendo favorecido pelos valores elevados de potencial membranar
(Ay) (Korshunov et al. 1997). A nivel celular, a lesdo induzida pela excessiva
producédo de ERON ocorre através da degradacao oxidativa de proteinas, lipidos, e
DNA, resultando na condi¢cao conhecida por stress oxidativo. No entanto, uma vez
que as mitocéndrias se constituem como organelos privilegiados para a formagao
de radicais livres nas células, elas proprias podem ser consideradas alvos
significativamente vulneraveis ao stress oxidativo (Polster and Fiskum 2004), ou
seja de desequilibrio entre a producao acrescida de ERON e a capacidade
antioxidante. Sendo o exercicio fisico, como dissemos, uma condi¢do
metabolicamente favoravel a producdo de ERON, por via do elevado aumento do
consumo de oxigénio, entre outros factores, importa por isso avaliar o impacto que
a eventual condicdo de stress oxidativo podera acarretar para a funcionalidade
mitocondrial.

Para combater o efeito da lesdo induzida pelos ERON, as células possuem
sistemas de defesa antioxidante que podem ser de natureza enzimatica ou nao
enzimatica (Powers and Sen 2000). A distribuicdo das enzimas antioxidantes como
a superoxido dismutases (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPX)
variam de tecido para tecido, sendo que os dois principais tipos de SOD
encontrados em células mamiferas sdo o SOD magnésiano (MnSOD) e o SOD de
cobre-zinco (CuZnSOD). A MnSOD é encontrado nas mitocéndrias, enquanto a
CuZnSOD no nuacleo e no citoplasma. A GPX que € dependente do selénio é
encontrada no nudcleo, no citoplasma e também nas mitocondrias, enquanto a CAT

€ normalmente encontrada no citoplasma mas também nas mitocéndrias
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cardiacas. A principal funcao da CAT e GPX é catalisar a decomposicao de H>O,,
embora estas duas enzimas diferem na sua afinidade ao H>O; a nivel do substrato.
Nos mamiferos, a GPX tem maior afinidade ao H.O, do que a CAT,
desempenhando um papel mais activo na remocdo de H.O. nas células do
musculo esquelético. A CAT apresenta-se em concentragcées elevadas nos
peroxissomas e nas mitocondrias (Halliwell and Gutteridge 1999). No que diz
respeito aos antioxidantes ndo enziméticos, podemos salientar a glutationa (GSH),
vitamina E, vitamina C, acido lipdico, caratenoides, acido urico, bilirrubina e
ubiquinona. A GSH é a fonte tiol ndo proteica mais abundante na célula
(Martensson et al. 1991) e tem como fungéo principal a neutralizagdo do perdxido
de hidrogénio e peroxidos orgéanicos durante a reacgao catalizada pela GPX. A
vitamina E, também designado de tocoferol, € o maior antioxidante presente na
natureza e € o principal responsavel pela interrupcdo dos fenédmenos em cadeia de
peroxidacao lipidica das membranas celulares (Novelli et al. 1997). Uma vez que a
vitamina E tem uma elevada solubilidade lipidica, acaba por estar associada as
membranas altamente lipidicas como as existentes nas mitocondrias, reticulo
sarcoplasmatico e membrana plasmatica (Sacheck et al. 2003). Ja a vitamina C, ou
acido ascorbico, é hidrofilico e desempenha a sua fungcdo em ambientes aquosos
(Evans 2000). Os caratendides s&o antioxidantes liposoluveis localizados nas
membranas dos tecidos (Evans 2000). Todos os antioxidantes tém como funcao
neutralizar ERON ou transforma-los em radicais menos reactivos (Powers and Sen
2000). Niveis excessivos de ERON néo sé causam stress oxidativo como podem

estimular a morte celular (Adhihetty et al. 2005; Kroemer 2003).

2.5 - ADAPTACOES MITOCONDRIAIS AO EXERCICIO AGUDO

O exercicio fisico quando praticado de forma regular, é determinante para a
aquisicao de um estilo de vida saudavel, comportando-se como um agente
terapéutico e/ou de prevencao para numerosas situacdées de morbilidade, com a
consequente diminuicdo da mortalidade que Ihe esta associada (Booth et al. 2002).
No entanto, em franca oposicdo aos seus potenciais efeitos benéficos, o exercicio
fisico agudo pode, sobretudo se exaustivo e/ou inabitual e com elevado predominio

de contracgdes excéntricas, induzir alteragbes organicas nefastas, especialmente
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quando os diferentes tecidos ndo se encontram suficientemente adaptados para
suportar os diferentes tipos de sobrecarga que lhes sao exigidas (Powers et al.
1999). Dependendo do tipo, duragdo, intensidade e ainda da frequéncia, o
exercicio agudo exaustivo, tem demonstrado a induzir perturbacdes morfoldgicas,
bioquimicas e funcionais nas células do musculo esquelético, como as ja
caracterizadas nesta revisao. As mitocdndrias desempenham um papel de grande
importancia na fisiologia celular, querem repouso quer durante o exercicio, pelo
que muitos dos estimulos associados ao exercicio tém repercussdes a nivel
mitocondrial. Estas repercussdes sdo esperadas, visto que, durante o exercicio
intenso, as mitocondrias sdo expostas a aumentos de concentracdo de lactato,
protdes, fosfatos, Ca®* e ERON que, a par de inimeras adaptacdes, podem
motivar consequéncias nocivas no DNA mitocondrial, proteinas da membrana e
fosfolipidos (Ascensao and Magalhaes 2006). Durante o exercicio existe uma
exigéncia em aumentar o ATP e aumentar o fluxo de electrdes através da cadeia
transportadora de electrées na mitocéndria que consequentemente causa uma
fuga de electrées para o O,, causando um aumento de formacdo de ERON. A
disfungcdo mitocondrial pode conduzir a uma ampla variedade de condigbes
patofisioldgicas que afectam tanto o musculo esquelético como o cardiaco, e
comprometer a producdo de energia. Porém, tanto o musculo esquelético como o
musculo cardiaco tém uma notavel capacidade de adaptacdo (Ascensao and
Magalhaes 2006).

Até a data, é curioso, que o efeito ou o impacto do exercicio agudo sobre a
funcionalidade das mitocondrias isoladas do musculo esquelético tém sido pouco
explorado. Estudos realizados em cavalos que demonstram que a respiragao
maxima (Vmax) diminui em amostras de musculo esquelético homogeneizado de
mitocOndrias isoladas, apos exercicio realizado até a exaustao (Chen and Gollnick
1994; Gollnick et al. 1990). Trabalhos realizados com mitocéndrias isoladas de
musculo esquelético humano demostraram que a capacidade respiratéria
mitocondrial ndo é afectada pela realizagdo de exercicio agudo exaustivo
(Tonkonogi et al. 1999). Desta forma, o potencial maximo oxidativo do musculo
humano parece estar bem protegido contra os efeitos nocivos provocados nos
meios quimicos e fisicos das células musculares apds a realizacdo de exercicio

exaustivo (Tonkonogi and Sahlin 2002).
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Dos varios trabalhos, apesar de poucos, que estudaram o efeito do exercicio
agudo na funcdo respiratdéria do musculo esquelético, o Unico que refere um
aumento do estado 4 foi um estudo realizado por Tonkonogi et al. (1998). O
aumento do estado 4 em fibras isoladas apds exercicio podera contribuir para o
aumento do consumo de oxigénio apds o exercicio. Fernstrom et al. (2004)
realizaram um trabalho em que reportam em amostras de mitocéndrias isoladas
imediatamente apds exercicio agudo um aumento da toleréncia das mitocondrias a
sobrecarga com Ca®*. Apesar de ndo existr nenhum estudo que sugira
mecanismos que desencadeiam esta proteccdo, os autores sugerem que 0s
aumentos na tolerancia ao Ca** funcionam como protectores da degradacéo
mitocondrial ap6s a execugao de exercicio.

Molnar et al. (2006) num estudo relativamente recente efectuado no musculo
esquéletico de ratinhos, analisou o efeito do exercicio excéntrico na produgao
mitocondrial de HyO,, consumo de oxigénio e ainda a actividade das enzimas
antioxidantes. Este estudo sugere que apoOs exercicio excéntrico a produgcao de
H-O, diminui de forma significativa em mitocdndrias energizadas com malato e
piruvato, ndo se verificando o0 mesmo com succinato. Os parametros respiratorios
mitocondriais analisados, nomeadamente o consumo de oxigénio no estado 3 e 4,
o indice de controlo respiratorio (ICR) e ainda o ADP/O, nao sofreram alteragées
significativas com malato/piruvato como substrato. Apenas o ADP/O foi alterado
apos exercicio excéntrico com o substrato para o complexo Il. A diminuicdo da
producdo de H.O,, segundo os autores, ndo pode ser atribuida a capacidade
antioxidante mas sim a alteracbes da composicdo da membrana mitocondrial,

nomeadamente a um aumento do racio acidos gordos poliinsaturados/saturados.
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3 — DEFINICAO DE OBJECTIVOS

3.1 - OBJECTIVO GERAL

Pretendeu-se com este estudo verificar o impacto da realizag&o de exercicio
com predominio de contrac¢des excéntricas em parametros plasmaticos de lesdo
muscular e de inflamag&o bem como na funcionalidade de mitocdndrias isoladas de
musculo esquelético de ratinhos, com particular destaque para a analise de

parametros de consumo de oxigénio e potencial transmembranar.

3.2 — OBJECTIVOS ESPECIFICOS

Como objectivos especificos, o presente estudo pretende analisar o efeito de
um protocolo de exercicio de corrida com predominio de contrac¢oes excéntricas:

- na actividade da CK e as concentracées de Mb e IL-6 no plasma para
averiguar a existéncia de lesdo muscular e inflamag¢do induzida pelo
exercicio;

- na variacao dos parametros de consumo de O, (com substratos para os
complexos | e |l associados a um ciclo fosforilativo);

- na variacdo do potencial transmembranar (com substratos para os
complexos | e Il associados a um ciclo fosforilativo);

- na susceptibilidade dos parametros de consumo de O, a um estimulo “in

vitro” de anoxia-reoxigenagao.
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4 - MATERIAL E METODOS

4.1 — DESCRICAO DA AMOSTRA

Neste estudo foram utilizados trinta ratinhos macho da estirpe Charles River
CD1 com doze semanas de vida e aproximadamente 40 g de peso. Os ratinhos
foram acomodados em gaiolas (dois ratinhos por gaiola) numa sala controlada
atmosfericamente (21-22°C, ~50 — 60% de humidade) e com um sistema de
controlo da luminosidade de 12h de escuro e 12h de luz. Foi fornecida aos animais
alimentagédo prépria para ratinhos e agua fresca ad libitum. Os ratinhos foram
divididos em trés grupos de estudo: ratinhos de controlo (C), ratinhos excéntrico Oh
(ExcOh) e ratinhos excéntrico 48h (Exc48h).

4.2 — PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Os ratinhos ExcOh e Exc48h foram submetidos a um protocolo agudo de
corrida continua/sem paragens em plano descendente num tapete rolante com 16°
de inclinagdo negativa (43cm do chao a base do tapete) a uma velocidade média
de corrida de 16,60m/min durante 120 minutos.

Previamente a realizagdo efectiva do protocolo, todos os ratinhos, excepto
os do controlo, realizaram uma adaptacao prévia a situagao experimental.

Os ratinhos foram anestesiados e de seguida sacrificados por tracgéo
cervical. Os ratinhos ExcOh foram sacrificados imediatamente apéds a realizacao do
protocolo e os ratinhos Exc48h sacrificados 48h apés.

Foram respeitadas todas as Medidas Nacionais de Saude e manipulagdo em

condicoes experimentais relativas ao Cuidado e Uso Laboratorial de Animais.

4.2.1 — Colheita de sangue para as determinacoes bioquimicas

Antes do sacrificio, j& com o ratinho anestesiado, foi realizado um corte ao
longo do tordx e abdémen e foi colhido o sangue por venipunctura na veia porta
para a determinacdo de marcadores bioquimicos de lesédo e inflamagédo, como a
creatina quinase (CK), mioglobina e interleucina 6 (IL-6). As amostras foram
colhidas para tubos de hemograma de 1mL (Aquisel® tubo de hemograma ref.
1501116, 1mL, Abrera, Barcelona, Spain) contendo EDTA como anticoagulante.
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Imediatamente apos a colheita o tubo de sangue foi agitado lentamente para evitar
a coagulacao. O sangue foi de seguida centrifugado a 2000rpm durante 10 minutos
e separado o plasma (resultando 300 — 400ul de plasma a partir de 1ml de sangue
total colhido) para um tubo seco previamente identificado e guardado a - 80°C

para determinagdo dos marcadores bioquimicos referidos.

4.2.2 — Determinacao da actividade enzimatica da creatina quinase (CK)

A actividade total da CK no plasma foi medida quantitivamente utilizando um
kit de diagndstico disponivel comercialmente (Creatine Kinase 7D63-20, Abbott
Laboratories, Abbott Park, IL 60064, USA) para o Architect ci8200 (Abbott
Diagnostics, USA), um auto analisador de bioquimica e imunologia.

A CK presente na amostra, catalisa a transferéncia de um grupo fosfato
altamente energético a partir da creatina fosfato para o ADP. O ATP produzido
nesta reaccao é subsequentemente utilizado para fosforilar a glicose produzindo-se
glicose-6-fosfato na presenga de hexoquinase. A glicose-6-fosfato € em seguida
oxidada pela glicose-6-fosfato desidrogenase com redugcdo simultdnea da
nicotinamida adenina dinucledtido fosfato (NADP) a nicotinamida adenina
dinuclettido fosfato reduzida (NADPH). A taxa de formacdo de NADPH é
monitorizada a 340nm e é proporcional a actividade da CK na amostra. Estas
reacgdes ocorrem na presenca de N-acetil-L-cisteina (NAC), uma substancia

presente sob a forma de reactivador enzimatico (Abbott-Diagnostics 2006).

4.2.3 - Determinacao da mioglobina

A concentragdo de mioglobina no plasma foi determinada utilizando um kit
de diagnéstico disponivel comercialmente (stat Myoglobin 2K43, Abbott
Laboratories, Abbott Park, IL 60064, USA) para o Architect ci8200 (Abbott
Diagnostics, USA), o mesmo auto analisador utilizado na determinagéo da CK.

A determinagdo quantitativa da concentragdo de mioglobina no plasma
consiste num imunoensaio de microparticulas por quimioluminescéncia (CMIA =
Carbonylmetalloimmunoassay) que envolve dois passos, com protocolos de ensaio
flexiveis, designados Chemiflex®. No primeiro passo, a amostra e as
microparticulas paramagnéticas revestidas de anticorpos anti-mioglobina sao

combinadas e incubadas. A mioglobina presente na amostra liga-se as
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microparticulas revestidas de anticorpos anti-mioglobina. Ap6és a lavagem, no
segundo passo, 0 conjugado de anticorpos anti-mioglobina marcado com acridinio
€ adicionado. Apds outra incubagdo e lavagem, a solucdo pré-activadora e a
solugcdo activadora sdo adicionadas a mistura de reaccdo. A reaccao
quimioluminescente resultante € medida em unidades de luz relativas (RLUS).
Existe uma relacao directa entre a quantidade de mioglobina presente na amostra
e as RLUs detectadas pelo sistema éptico do auto analisador (Abbott-Diagnostics
2005).

4.2.4 — Determinacéo da IL-6 (Interleucina 6)

O método utilizado para esta determinagdo baseia-se na interaccao
anticorpo-antigenio. O imunoensaio realizado € uma ELISA (Enzyme Linked
Immuno Sorbent Assay) de fase sélida com a duragéo de 4,5 horas. E utilizado um
um kit de diagnéstico disponivel comercialmente (Quantikine IL-6 Immunoassay
D6050, R&D Systems, Inc., 614 McKinley Place NE, Minneapolis, MN 55413, USA)
e utilizando um leitor de microplaca.

O ensaio implica uma técnica de imunoensaio enzimatico do tipo sandwich
quantitativo. E usada uma microplaca de superficie inerte com pocos onde seréo
adsorvidas as proteinas de interesse, neste caso 0s po¢os serao adsorvidos com
anticorpos monoclonais especificos para a IL-6. Esta técnica, ao contrario das
outras é realizada manualmente. O ensaio inicia-se com a realizagdo de uma
lavagem com uma proteina inespecifica para que esta ocupe o0s pocos livres. A
superficie é entdo tratada com solugcdo de anticorpo primario - sabendo-se que
exista uma quantidade maior de anticorpo do que a proteina - especifico para a
proteina de interesse e este vai-se ligar a ela (R&D-Systems 2007).

Calibradores, controlos e amostras sdo entdo pipetadas para os pogos e
qualquer IL-6 presente vai ligar-se ao anticorpo adsorvido nos pogos. A superficie é
lavada novamente para retirar os anticorpos primarios que nao foram incorporados
em nenhuma proteina. Em seguida o produto é tratado com anticorpos secundarios
que possuem uma enzima acoplada que ira produzir uma substancia corada e que
se constitui de um anticorpo para o anticorpo primario. A superficie € lavada
novamente para a retirada do anticorpo secundario que nao se ligou ao anticorpo

primario. Adiciona-se o substrato de ligacdo para a enzima produzir a substancia
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corada e, assim, medindo-se a intensidade da cor da superficie, pode-se
quantificar e verificar a presenga da IL-6 na amostra. A leitura da microplaca é feita
a 450nm com correcgao de A de 540nm e € lida até ao maximo de 30 minutos ap6s

o Ultimo passo (adicionar o substrato) (R&D-Systems 2007).

4.2.5 — Isolamento de mitocondrias do musculo esquelético

Ap6s o sacrificio foram extraidos os muasculos quadricipetes, solear,
gastrocnémios e espinotrapézio.

As mitocbndrias foram isoladas pelo método convencial de centrifugagcéao
diferencial descritos por Tonkonogi et. Salin (1997) e Magalhaes et al. (2005). Os
musculos ap6s serem extraidos, foram cortados em pedacos mais pequenos no
sentido de facilitar a homogeneizagdo mecanica e colocados em meio de
isolamento mantido em gelo contendo 100mM de sucrose, 0,1mM de EGTA, 50mM
Tris HCI, 100mM KCI, 1mM KH>PO4 e 0,2% de BSA (albumina do soro bovino), (pH
7.4). O tecido foi limpo de particulas de gordura e sangue e suspendido em 10mL
de novo meio com 0,2mg/ml de proteinase bacterial (Nagarse, E.C.3.4.21.62, tipo
XXVII; Sigma) e agitado durante 2 minutos. A amostra foi de seguida
cuidadosamente homogeneizada através de um Potter-Elvehjen e um pilao de
Teflon. Ap6s a homogeneizacdo, foram adicionados 3 volumes de meio de
isolamento sem Nagarse. A amostra foi novamente homogeneizada e dividida para
centrifugacao. Este processo compreendeu trés fases. Na primeira centrifugacéao a
velocidade foi de 7009 com duracdo de 10 minutos. O pellet foi removido e o
sobrenadante submetido a nova centrifugacao, desta vez a 10000g com a duracao
de 10 minutos. Seguidamente o sobrenadante foi decantado e o pellet
delicadamente resuspenso em meio de isolamento (1,3ml/100mg do tecido inicial)
e novamente centrifugado a 7000g durante 4 minutos. O sobrenadante foi
eliminado e o pellet final contendo a por¢do mitocondrial (0,4ul/mg do tecido inicial)
foi novamente resuspenso muito delicadamente em meio contendo 225mM
mannitol, 75mM sucrose, 10mM Tris e 0,1mM EGTA, (pH 7.4).

A determinacdo da concentragdo de proteina mitocondrial foi estimada num
espectrofotdmetro utilizando o método do biureto e BSA como padrdo. A fracgéao
mitocondrial foi mantida em baixas temperaturas (0-4°C) durante todo o processo

experimental. Nao se verificaram alteracées no indice respiratério das mitocéndrias
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entre o primeiro e o Ultimo ensaio, 0 que permite diagnosticar bom estado da

amostra.

4.2.6 — Determinacao da actividade respiratoria mitocondrial

Foi utilizado um eléctrodo de oxigénio tipo Clark (Hansatech DW1) com
registo poligréfico para determinar a actividade respiratéria da mitocondria, tal
como sugerem Tonkonogi et. Salin (1997) e Magalh&es et al. (2005).

As reacgdes ocorreram numa camara com 0,75mL de volume, termicamente
controlada (25°C) e contendo um agitador magnético. Colocou-se 0,5mg de
proteina numa reacgdo contendo 225mM mannitol, 75mM sucrose, 10mM Tris,
10mM KCI, 10mM KH2PO4 e 0,1mM EGTA, (pH 7.5) de acordo com Tonkonogi et.
Salin (1997). Apos a calibragdo, deu-se inicio a adicdo de substratos 2mM de
malato + 5mM de piruvato (M+P) ou 10mM de succinato + 4uM de rotenona (S+R).
O estado 3 da respiragéo foi determinado apés adicdo de 400uM de ADP e o
estado 4 estimado como o valor do consumo total de oxigénio apés a fosforilagéo
total de ADP. O indice de controlo respiratorio-ICR (récio entre estado 3 e estado
4) e o ADP/O (racio entre o ADP fosforilado e o consumo de oxigenio) foram
calculados segundo Estabrook (1967), utilizando 225nmol Oo/mL como o valor de
solubilidade do oxigénio a 25°C.

4.2.7 — Determinacao do potencial eléctrico transmembranar (TPP+)

O potencial de membrana mitocondrial (Ay) foi estimado com base na
actividade do catiao lipofilico tetrafenilfosfosnio (TPP*) utilizando um eléctrodo
selectivo para TPP* preparado no nosso laboratério de acordo com Kamo et al.
(1979) usando como referencia um eléctrodo AgCl (Tacussel, Model MI 402).
Ambos os eléctrodos, TPP* e o de referéncia foram inseridos numa camara aberta
agitada magneticamente e conectada a um medidor de pH (Jenway, Model 3305).
Os sinais foram ampliados através de um gravador potenciometrico (Kipp & Zonen,
Model BD 121). Nao foi utilizado qualquer factor de correccdo para rectificar a
contribuicdo passiva do TPP* para o potencial de membrana, uma vez que o
proposito deste trabalho é estudar as alteragdes relativas em detrimento de valores
absolutos. Consequentemente, os valores do Ay obtidos a priori séo ligeiramente

sobreestimados.
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Foi assumido 1,1ul/mg como valor de proteina matricial mitocondrial. As
reacgbes ocorreram em 1ml de meio de reac¢do (225mM manitol, 75mM de
sacarose, 10mM Tris, 10mM KCL, 10mM K;HPO4 e 0,imM EDTA, pH 7.5)
suplementada com 3uM TPP* e 0,5mg/ml de proteina (25°C). Para a monitorizagéo
do Ay com substratos para o complexo |, adicionou-se malato (2mM) e piruvato
(5mM) e o potencial de despolarizacao foi registado apés a adicdo de ADP
(400uM). Para a monitorizagdo do Ay com substratos para o complexo |l foi
adicionado succinato (10mM) ao meio de reaccdo contendo rotenona (4uM) e
suplementada com TPP* (3uM). A lag phase, expressa em segundos, reflecte a
capacidade mitocondrial para despolarizar e repolarizar ap6s a adicao de ADP, foi
mensurada usando como substratos malato+piruvato e succinato na presenca de

rotenona.

4.2.8 — Andxia e reoxigenacao

O ensaio de andxia e reoxigenacao foi realizado para verificar a capacidade
de fosforilagdo das mitocondrias ap6s um periodo de andxia “in-vitro”. Para isso, foi
utilizado malato e piruvato como substratos e injectados 400uM ADP obtendo desta
forma indices respiratorios pré-anodxia/reoxigenacao. Depois desta fase inicial
injectou-se maior concentracdo de ADP de forma a consumir todo o oxigénio
existente na cAmara. Quando os valores do oxigénio atingiram zero, o agitador da
camara foi parado durante 1 minuto. Ao fim deste periodo destapou-se a camara
do oximetro e em 4 minutos reoxigenou-se 0 meio, aumentam os valores de
oxigénio na camara e adicionou-se novamente 400uM ADP apéds estabilizagéo.
Verificou-se nova fosforilacdo até atingir estado 4. Pretendeu-se com este ensaio
comparar os parametros de consumo de O, antes e apd6s o periodo de
andxia/reoxigenagao.
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4.3 — PROCEDIMENTOS ESTATISTICOS

O tratamento estatistico dos dados foi realizado recorrendo ao programa
SPSS 14.0 para Windows.

A normalidade da amostra foi testada com base no teste Shapiro-Wilk. As
diferencas entre os grupos foram testadas através da analise de variancia de
medidas repetidas (Anova) com recurso a um teste post hoc de Bonferroni.

Foi calculado a magnitude do efeito nas alteragdes verificadas no ensaio “in
vitro” de andxia/reoxigenacao (A/R) através da formula standard.

ES = (my —my) / s4

ES = magnitude do efeito (effect size)
my = valor da média antes A/R
m, = valor da média ap6s A/R

s1 = desvio padrao antes A/R

E considerado uma magnitude do efeito reduzido para valores até 0,2;
moderado para valores de 0,5 e elevado a partir de 0,8.
As diferencas foram consideradas significativas quando p<0,05.
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5 - RESULTADOS

Na tabela | sdo apresentadas as médias e respectivos desvios-padrao da
actividade plasmatica da creatina quinase (CK) e das concentragdes plasmaticas
de mioglobina (Mb) e de interleucina-6 (IL-6) do grupo controlo (C), do grupo
animais sacrificados 0 horas ap6s o exercicio excéntrico (ExcOh) e do grupo de

animais sacrificados 48 horas apos a realiza¢do do exercicio excéntrico (Exc48h).

Tabela I. Efeito de um protocolo agudo de exercicio excéntrico, na actividade
plasmatica de creatina quinase (CK) e nas concentragcbes plasmaticas de

mioglobina (Mb), e interleucina-6 (IL-6) dos ratinhos dos respectivos grupos.

Mb CK IL-6
(ng/mL) (U (pg/mL)
Cc 1.75+0.38 119.42 +17.91 2.45+0.39
ExcOh 757+1.19* 1061.33 £ 146.37 * 5.95+0.84 "
Exc48h 1.20+0.13 256.83 + 48.61 2.85+0.54

e p<0.05, ExcOh vs C e Exc48h

Os valores apresentados correspondem a média + desvio-padrdao da actividade plasmatica da
enzima CK (creatina quinase) e das concentragdes de Mb (mioglobina) e de interleucina 6 (IL-6). C
— Controlo; ExcOh — Grupo de ratinhos sacrificados imediatamente apds a realizagdo do protocolo;
Exc48h — Grupo de ratinhos sacrificados 48h apés a realizagao do protocolo.

Os resultados obtidos no grupo ExcOh relativamente a actividade da CK e a
concentracdo plasmatica da Mb e IL-6 s&o significativativamente mais elevados
comparativamente aos dos grupos C e Exc48h. No entanto, ndo existem diferencas
entre os grupos C e Exc48h relativamente a nenhum dos parametros avaliados.

Na tabela seguinte (Tabela Il), sdo apresentados, para os diferentes grupos,
os resultados dos parametros respiratérios analisados, nomeadamente o estado 3
e estado 4, o indice de controlo respiratério (ICR) e o ADP/O em mitocéndrias
energizadas com substratos para o complexo I.
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Tabela Il. Efeito de um protocolo agudo de exercicio excéntrico, na actividade
respiratoria de mitocéndrias do musculo esquelético de ratinhos, energizadas com

substratos para o complexo | (malato + piruvato).

Estado 3 Estado 4 ICR ADP/O

nmolOz/mg prot/min nmolOz/mg prot/min

C 243.68 £7.32 29.63 +1.36 8.44+0.45 2.20+0.10
ExcOh 177.70 £10.19* 31.69 +1.61 5.65+0.98 * 2.12+0.14
Exc48h 218.08 £ 11.68 26.20+1.29 8.43£0.53 2.48+0.13

* p<0.05, ExcOh vs C e Exc48h

Os valores apresentados correspondem a média + erro-padrdo da média dos diferentes indices
respiratérios de mitocéndrias energizadas com substrato para o complexo | malato (2mM) e piruvato
(5mM) apds a adicdo de ADP (400uM). ICR — indice de controlo respiratério (estado 3/estado 4);
ADP/O — racio do ADP fosforilado pelo oxigénio consumido; C — Controlo; ExcOh — Grupo de
ratinhos sacrificados imediatamente apds a realizagdo do protocolo; Exc48h — Grupo de ratinhos
sacrificados 48h ap6s a realizagdo do protocolo.

Os valores do estado 3 e do indice de controlo respiratério (ICR) dos
ratinhos pertencente ao grupo ExcOh apresentam diminui¢ées estatisticamente
significativas relativamente aos dos grupo C e Exc48h. Nao se verificou uma
diferenca significativa nos valores dos ratinhos do grupo Exc48h comparativamente
com os ratinhos do grupo C. Adicionalmente, ndo foram encontradas quaisquer
diferencas entre grupos no que diz respeito ao estado 4 e ao ADP/O.

Na tabela seguinte sdo apresentados os resultados do estado 3 e estado 4,
do ICR e do ADP/O de mitocéndrias dos diferentes grupos energizadas com

substratos para o complexo Il.
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Tabela lll. Efeito de um protocolo agudo de exercicio excéntrico, na actividade
respiratoria de mitocéndrias do musculo esquelético de ratinhos, energizadas com

substratos para o complexo Il.

Estado 3 Estado 4 ICR ADP/O
nmolOz/mg prot/min | nmolOz/mg prot/min
Cc 245.82 + 11.03 7413 +4.27 3.38+0.16 1.75 +0.09
ExcOh 260.64 +11.48 83.53 + 3.64 * 3.12+0.08 * 1.59 + 0.09
Exc48h 235.87 £13.12 63.23 £ 4.41 3.75+0.12 1.57 £0.10

* p<0.05, ExcOh vs Exc48h

Os valores apresentados correspondem a média + erro-padrdao de média dos diferentes indices
respiratérios de mitocdndrias energizadas com substrato para o complexo Il succinato (10mM) e
rotenona (4uM) ap6s a adicdo de ADP (400uM). ICR — indice de controlo respiratério (estado
3/estado 4); ADP/O — réacio do ADP fosforilado pelo oxigénio consumido; C — Controlo; ExcOh —
Grupo de ratinhos sacrificados imediatamente ap0s a realizagdo do protocolo; Exc48h — Grupo de
ratinhos sacrificados 48h apds a realizagao do protocolo.

Na Tabela Ill, é possivél observar que existem diferencas estatisticamente
significativas no estado 4 e no ICR do grupo ExcOh comparativamente com os
grupos C e Exc48h. Os resultados obtidos as 48h nao foram distintos dos
registados no grupo de controlo. O estado 4 apresenta aumentos significativos
enquanto que o ICR apresenta diminuigcdes significativas no grupo ExcOh. No
estado 3 e no ADP/O nao se verificaram diferencas significativas entre os
diferentes grupos.

Os valores do potencial mitocondrial transmembranar (AW) de mitocondrias

energizadas com malato e piruvato séo representados na Tabela IV.
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Tabela IV. Efeito de um protocolo agudo de exercicio excéntrico, na variagdo do
potencial transmembranar (AY) de mitocéndrias do musculo esquelético dos

ratinhos, energizadas com substratos para o complexo | (malato + piruvato).

Energizadas com ADP
Malato+Piruvato | Despolarizacao Repolarizacao Lag Phase

AY (-mV) AY (-mV) AY (-mV) (s)
c 201.84 + 2.02 179.51 +2.27 206.85+2.24 | 39.75+1.90
ExcOh 191.83 +2.09 * 173.80 £1.62 | 196.33+2.42* | 42.89 +3.20
Exc48h 200.80 + 1.83 178.29 + 1.81 203.52+2.82 | 36.75 +2.58

* p<0.05, ExcOh vs C e Exc48h
** p<0.05, ExcOh vs C

Os valores apresentados correspondem a média + erro-padrdao da média dos diferentes valores de
potencial transmembranar maximo de mitocéndrias energizadas com substrato para o complexo |
malato (2mM) e piruvato (5mM). A despolarizagao foi iniciada apds a adicdo de ADP (400uM). C —
Controlo; ExcOh — Grupo de ratinhos sacrificados imediatamente apoés a realizagdo do protocolo;
Exc48h — Grupo de ratinhos sacrificados 48h apds a realizagao do protocolo.

Relativamente aos valores de potencial transmembranar mitocondrial
obtidos apo6s energizacdo com substratos para o complexo | (malato+piruvato)
registaram-se reducgdes estatisticamente significativas no potencial maximo de
energizacao entre o grupo ExcOh e os restantes grupos Exc48h e C bem como nos
valores de potencial de repolarizagdo ap6s adicdo de ADP do grupo ExcOh
comparativamente com o grupo C. Os valores dos grupos C e Exc48h
demonstraram-se bastante semelhantes ndo se registando deste modo variagdes.
Os resultados relativos a despolarizagao sao equivalentes entre todos os grupos do
estudo. Quanto aos valores da lag phase, estes também se revelaram semelhantes

entre os trés grupos

Os valores do potencial transmembranar (AW) de mitocondrias energizadas com

succinato na presenca de rotenona sao apresentados na Tabela V.
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Tabela V. Efeito de um protocolo agudo de exercicio excéntrico, na variagdo do
potencial transmembranar (AY) de mitocéndrias do musculo esquelético dos

ratinhos, energizadas com substratos para o complexo |I.

Energizadas ADP
com Succinato Depolarizacao Repolarizacao Lag Phase
AY (-mV) AY (-mV) AY (-mV) (s)
Cc 21423t 2.17 190.60 = 3.33 213.76 £ 3.33 48.28 + 3.41
ExcOh 214.03 £ 3.28 189.05 + 3.26 214.48 £ 3.22 46.25 +2.74
Exc48h 213.09t2.64 182.03 + 3.06 212.63 £ 2.68 52.27 £2.56

Os valores apresentados correspondem a média + erro-padrdao da média dos diferentes valores de
potencial transmembranar maximo, de mitocondrias energizadas com substrato para o complexo |
succinato (10mM) e rotenona (4uM). A despolarizacgao foi iniciada apds a adicao de ADP (400uM).
C — Controlo; ExcOh — Grupo de ratinhos sacrificados imediatamente apds a realizagao do
protocolo; Exc48h — Grupo de ratinhos sacrificados 48h apés a realizagao do protocolo.

Relativamente aos valores de potencial transmembranar maximo obtidos
apds energizacdo com succinato e inibigdo do complexo | com rotenona, ndo se
verificaram diferengas estatisticamente significativas entre nenhum dos grupos em
analise. Os valores de energizagdo e de repolarizagdo demonstraram ser muito
semelhantes nos trés grupos.

Na Tabela VI e VII, apresentam-se, para o grupo de controlo (C) e para os
ratinhos sacrificados imediatamente apds o protocolo de exercicio excéntrico
(ExcOh), os resultados do efeito de um estimulo “in vitro” de andxia-reoxigenagéo

em parametros respiratoérios mitocondriais.
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Tabela VI. Efeito de um estimulo “in vitro” de anoxia-reoxigenacdo (A/R) na actividade respiratdria de mitocdéndrias do musculo

esquelético energizadas com substratos para o complex | (malato + piruvato).

Estado 3 Estado 4 ICR ADP/O
nmolO2/mg prot/min nmolOy/mg prot/min
Antes A/R Depois A/R Antes A/R Depois A/R Antes A/R Depois A/R Antes A/R Depois A/R
C 248.69 £ 14.82 | 210.45+10.58" | 31.01+2.31 42.40+1.15% 8.24 £ 0.88 522+0.24" 2.31+£0.20 2.14+0.23
ExcOh 181.61+£5.32~ 170.06 £ 6.93 * 34.93+1.34 45.53+1.92 522+0.27" 3.76 £0.26 * 2.16 £ 0.09 1.93+0.46

* p<0.05, ExcOh vs C
* p<0.05, Depois vs Antes




Resultados

Como se pode verificar da tabela, o estimulo “in vitro” afectou
significativamente o estado 3, estado 4 e ICR das mitocéndrias do grupo de
controlo mas ndao das mitocéndrias do grupo ExcOh. Adicionalmente, as
diferencas observadas entre os dois grupos nos parametros estado 3 e ICR
antes do protocolo “in vitro” persistiram depois do protocolo. Pelo contrario, no
estado 4 e no ADP/O nao existem diferencas significativas entre os dois
grupos.

A analise da magnitude do efeito do estimulo “in vitro” de anoxia-
reoxigenacgao (tabela VII) confirma que as mitocondrias isoladas dos ratinhos
controlo foram mais afectadas por este estimulo de stress suplementar que as
mitocondrias isoladas do grupo ExcOh.

Tabela VII. Magnitude do efeito do estimulo “in vitro” de andxia-reoxigenagcdo
(A/R) na actividade respiratéria de mitocdndrias do musculo esquelético
energizadas com substrato para o complexo | (malato + piruvato).

Estado 3 Estado 4 ICR ADP/O
c 1.33 3.12 4.31 0.57
ExcOh 0.93 1.91 2.83 0.36
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6 - DISCUSSAO

6.1 — DISCUSSAO DA METODOLOGIA

O conhecimento cientifico preza pela apuragdo e constatacdo. Tem
como intuito explicar de modo racional aquilo que se esta a observar. Nao se
contenta com explicagbes sem provas concretas e 0s seus alicerces estao na
metodologia e na racionalidade. Analises sdo fundamentais no processo de
construcdo e sintese que o permeia, isso, aliado as suas demais
caracteristicas, faz do conhecimento cientifico quase uma antitese do empirico.
Cada vez mais, o conhecimento esta ao alcance de todos, tornando-se mais
acessivel devido aos avancgos cientificos e tecnoldgicos.

Pretendeu-se com este estudo aprofundar o conhecimento sobre o
impacto do exercicio, nomeadamente o exercicio com predominio de
contracgdes excéntricas na funcionalidade de mitocondrias do musculo
esquelético. Para isto recorreu-se as analises clinicas para determinar alguns
marcadores de inflamacéao/lesdo muscular esquelética, bem como a analise de
parametros respiratorios e de potencial de membrana de mitocdndrias
energizadas com susbtratos para os complexos | e Il. Adicionalmente, para
melhor elucidar acerca do impacto do exercicio excéntrico na funcionalidade
mitocondrial, utilizou-se um estimulo mitocondrial extra de andxia-reoxigenacao
(A/R) “in-vitro”.

A viviseccdo é o acto de dissecar um animal vivo com 0 proposito de
realizar estudos de natureza anatomo-fisiolégica, ou seja com motivacoes
cientifico-pedagégicas (Machado 1989). E de consenso cientifico que a maioria
dos testes feitos em animais ainda é absolutamente necessario, e 0s
laborat6rios devem adequar os seus testes sob rigidos cddigos de bioética para
manterem-se aptos ao uso de animais vivos em testes. Em Portugal, esta
técnica é regulamentada, juntamente com outros métodos de experimentacao
animal, pela Portaria n® 1131/97 de 7 de Novembro, versada sobre a proteccéo
dos animais utilizados para fins expermentais ou outros fins cientificos. Esta
legislagdo prevé que a experimentagdo em animais deve ser executada
exclusivamente por pessoas competentes e em animais devidamente

anestesiados. Os defensores dos 3Rs, Replacemente, Redution and
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Refinament (substituicao, redugéo e refinamento) encontram na obra de Russel
e Burch seu principal fundamento. O livro “The Principle of Human
Experimental Technique” de Russell and Burch (1959) foi o ponto de partida
para os 3Rs, que também influenciaram a legisicao relativa aos animais de
laboratério e constituem as linhas de orientagdo para a experimentacao animal
(Weihe 1985). O uso de animais em estudos cientiicos ainda € indispensavel
em muitos casos, mas isso € feito hoje de acordo com normas éticas
internacionalmente aceites. A utilizacdo dos animais em pesquisas vem sendo
discutida desde o século 18. Em 1789, o filosofo inglés Jeremy Bentham (1748-
1832), um dos primeiros pensadores a se preocupar com o bem estar dos
animais, ja dizia: “A questdo ndo € se os animais podem raciocinar ou falar,
mas se podem sofrer” (Editorial Enciclopédia 1986). Quase um século depois,
em 1865, o fisiologista francés Claude Bernard (1813-1878) defendia o direito
de fazer experiéncias em animais e vivissecc¢ao: “Eu penso que temos esse
direito, total e absolutamente. Seria estranho se reconhecessemos o direito de
usar 0s animais para servigos caseiros e alimentacdo, mas proibissemos seu
uso para o ensino de uma das ciéncias mais Uteis para a humanidade.
Experiéncias devem ser feitas tanto no homem quanto nos animais. Os
resultados obtidos em animais podem ser todos conclusivos para o homem,
quando sabemos como experimentar adequadamente" (Editorial Enciclopédia
1986).

Dada o reconhecido mérito e a importancia que a pratica de exercicio
fisico assume na sociedade actual, enquanto factor de prevencao de uma série
de doencgas e agente coadjuvante da terapéutica de um conjunto significativo
de patologias, a opcao de realizar este protocolo experimental é justificada pela
importancia em analisar de que forma o exercicio fisico, nomeadamente com
contracgdes excéntricas, se repercute no organismo, com a atengéo
direccionada para as mitocdndrias. As amostras foram de ratinhos, uma vez
que amostras humanas sé seriam possiveis se o0s volutarios estivessem
disponiveis e dispostos a realizar este protocolo de exercicio e de seguida uma
biopsia muscular. Para além de que, a recolha de amostra em humanos para
este tipo de estudos nao seria considerada totalmente fidvel dado que alguns

estudos (Clarkson and Hubal 2002b) sugerem que a técnica de biopsia
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muscular, sé por si, € também indutora de lesdo e, por isso, um adicional
contributo para o exacerbar da lesdo induzida pelo exercicio. Outra razdo para
a escolha dos ratinhos em vez de humanos tem a ver com o facto de a amostra
do tecido extraido, no caso de humanos, poderia ndo ser significativamente
representativa da lesdo induzida pelo exercicio tendo em vista a grande
superficie do musculo, e ainda o tecido extraido poderia ndao corresponder a
localizagdo exacta da lesdo. Sendo assim, no caso dos ratinhos todo o musculo
em questdo é retirado o que evita 0 erro de ndao conseguir retirar a zona
afectada. Houve necessidade de extrair diferentes grupos musculares do
ratinho, de forma a obter uma amostra de massa muscular significativa, visto o
grande numero de parametros mitocondriais a analisar no ensaio anteriormente
descrito. Retiraram-se os musculos quadricipete e gémeos dos membros
traseiros, bem como o musculo espinotrapézio, sendo este um musculo com
caracteristicas metabdlicas similares as encontradas no muasculo quadricipete
em humanos. No ratinho este musculo tem como funcbes estabilizar a
omoplata e absorver o impacto dos membros dianteiros durante a corrida em
plano descendente (Hahn et al. 2007). Importa salientar que, uma vez que a
fraccdo mitocondrial utilizada para a determinacao de parametros neste estudo
foi isolada de diferentes musculos com distintas caracteristicas bioquimicas, os
resultados aqui encontrados ndo deveram ser extrapolados para cada um dos
musculos individualmente (Magalhaes et al. 2007). Utilizou-se este protocolo,
que envolve um periodo de corrida continua a uma velocidade média de
16m/min em tapete rolante com uma inclinacdo de 16° negativos e de duragao
prolongada (Lynch et al. 1997a), pois este tipo de protocolos tem sido referido
na literatura como sendo indutor de lesdo muscular esquelética (Homonko and
Theriault 2000). A utilizagdo de animais do mesmo sexo, neste caso,
masculino, tem a justificagdo homogeneizar os resultados. De facto, animais do
sexo feminino apresentam niveis de estrogénio que estdo descritos como
terem um efeito de protec¢do no tecido muscular face a estimulos inductores
de stress oxidativo (Camper-Kirby et al. 2001). A alimentacao, € outra variavel
que, segundo alguns autores (Blumberg et al. 1994; Brooks et al. 1992) pode
influenciar a capacidade antioxidante dos animais/humanos. Efectivamente,

deficiéncias nutricionais em compostos antioxidantes podem influenciar o
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controlo das andlises bioquimicas celulares e organicas de stress oxidativo,
induzidas pela realizagdo de exercicio fisicos. Uma vantagem no uso de
animais, € que esta variavel estd bem controlada, ao contrario, nos humanos
em que é mais dificil uniformizar um regime alimentar para todos os sujeitos
que fazem parte do protocolo.

Durante o exercicio do protocolo, o ritmo de corrida dos ratinhos foi
controlado, tentando com esta exigéncia metodolégica, uniformizar a
intensidade do esforco para todos os ratinhos (Alessio 1993; Gabriel et al.
1992; Lovlin et al. 1987; Tiidus and lanuzzo 1983). Os exercicios foram
realizados com uma corrida sem paragem com duracdo de 120 minutos. A
existéncia de 2 grupos experimentais (ExcOh e Exc48h), é justificado por ser
nestes momentos que € sugerido existirem variagcbes mais significativas nos
indicadores estudados.

6.2 — DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Como referido previamente, o objectivo deste estudo foi analisar o
impacto da realizac&o de exercicio com predominio de contrac¢des excéntricas
em indicadores de agressao/lesdo muscular bem como na funcionalidade
mitocondrial. Para tal, foi necessaria a realizacao de um protocolo experimental
que consistia num unico momento de corrida em plano descendente num
tapete rolante com inclinagdo de 16° negativos. Até hoje, do nosso
conhecimento, muito poucos trabalhos se debrugaram sobre o efeito de
protocolos de exercicio excéntrico na funcionalidade mitocondrial do musculo
esquelético.

Esta bem documentado que o0 exercicio excéntrico induz
microtraumatismo musculares, fadiga e sensacado retardada de desconforto
muscular (Clarkson and Hubal 2002b; Nosaka et al. 2002). Este facto tem sido
comprovado histologicamente (Hesselink et al. 1996) e com recurso a
marcadores indirectos de lesdo muscular, como o CK (Hirose et al. 2004) ou
marcadores inflamatérios como algumas citoquinas (Thompson et al. 2004).

Numa pespectiva global, os resultados obtidos, sugerem que o protocolo

de exercicio aplicado induziu alteragées na homeostasia celular, bem como na
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funcionalidade mitocondrial que se repercutiram se forma significativa
imediatamente apds o exercicio mas foram completamente atenuados 48 horas
depois.

Outros estudos com animais e humanos demonstraram que apés
exercicio com predominio de contrac¢des excéntricas verificam-se aumentos
significativos nos valores de CK , Mb (Clarkson et al. 2006) e IL-6. Indicadores
como aspartato aminotransferase (AST), lactato desidrogenase (LDH), IL-1
(Chen and Hsieh 2001), proteina C reactiva (CRP) e factor de necrose tumoral
(TNF-a) (Stewart et al. 2007) ndo foram analisados neste estudo devido a
escassez da amostra de sangue, visto se tratar de ratinhos de pequena
estatura. Os resultados obtidos neste estudo relativamente a actividade da CK
e Mb evidenciam a saida de proteinas do citoplasma celular para a corrente
sanguinea devido provavelmente a lise das membranas celulares e,
concomitantemente, sugerem a ocorréncia de lesdo muscular esquelética
induzida pelo exercicio excéntrico. Efectivamente, a realizagdo de exercicio
excéntrico pode provocar a lise das membranas das fibras musculares por
sobrecarga mecéanica (Lee and Clarkson 2003), por elevado stress sobre a
fibra, bem como por eventual ocorréncia de fenédmenos de stress oxidativo
associados a producdo acrescida de ERON. Globalmente, inumeros estudos
(Milias et al. 2005) sugerem uma hip6tese mecéanica associada ao stress e a
sobrecarga tensional sobre as miofibrilas e uma hipétese metabdlica associada
a faléncia energética e ao stress oxidativo como explicacbes concertadas para
a ocorréncia de lesdo induzida pelo exercicio excéntrico (Walsh et al. 2001).

No nosso estudo, no entanto, a cinética da CK apds exercicio é distinta
comparativamente ao que € habitualmente descrito em humanos. De facto,
contrariamente ao que tem sido recorrentemente descrito em humanos
(Clarkson et al. 2006), a actividade maxima da CK no plasma atingiu, no nosso
estudo, o ponto mais alto imediatamente apds o exercicio. Quarenta e oito
horas apds o exercicio (Exc48h), os valores da CK retornaram aos valores pré-
exercicio. A tendéncia dos nossos dados vai, no entanto, de encontro aos
resultados obtidos em outros estudos realizados com animais. Por exemplo,
um estudo realizado em ratinhos por Carmichael et al. (2005) reportou

aumentos significativos na CK as 24 horas e decréscimos significativos as 48
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horas ap6s exercicio. Num outro estudo mais recente também com ratinhos,
Davis et al. (2007) apresentam resultados de CK que atingem o seu pico as 24
horas e também tém decréscimos significativos as 48 horas. Ja num outro
estudo, Uchiyama et al. (2006) observaram aumentos da CK imediatamente
apds o exercicio, com pico nos 30 minutos seguintes, e diminuigao progressiva
para valores basais a partir das 2h. Porém, no trabalho de Lynch (1997b), que
realiza um protocolo de corrida em plano descendente, de certa forma
semelhante ao nosso estudo, obteve resultados bem diferentes do nosso, pois
os valores de CK eram iguais no grupo de controlo, no grupo 24h e no grupo
48h apd6s o exercicio. A discrepancia de resultados deste trabalho
comparativamente ao nosso trabalho pode ser justificado, pelo facto, de apesar
das semelhancas de protocolo, a duragéo e a velocidade s&o diferentes, bem
como a estirpe de animais utilizada néo ser a mesma. Pode assim verificar-se
que a CK tem uma cinética diferente em animais comparativamente aos
humanos apresentado assim o0 seu pico mais precocemente. Porém,
considerando que a medi¢do dos niveis da CK correspondem a sua actividade
e ndo a sua concentragdo, outros factores que influenciam a actividade das
enzimas no sangue podem explicar esta grande variabilidade (Lee and
Clarkson 2003).

Por outro lado, um estudo realizado em humanos adultos para
verificarem o efeito do exercicio excéntrico (em cicloergbmetro) na
funcionalidade do metabolismo oxidativo, Walsh et al. (2001) ndo obtiveram
alteracdes nos marcadores de lesdo muscular, nomeadamente na actividade
da CK ap6s o exercicio. Os autores justificam os resultados obtidos pelos
efeitos pouco lesivos que o impacto do exercicio em cicloergbmetro tem nas
fibras musculares comparativamente com corrida em plano descendente, com
impacto mais elevado.

Os resultados do presente estudo relativos a Mb, em que se verificou
que a concentracdo mais elevada foi obtida no grupo de ratinhos ExcOh,
estando desta forma de acordo com a maioria dos resultados obtidos em outros
estudos que envolvem exercicio aparecendo o seu pico poucas horas apos o
exercicio (Clarkson et al. 2006). A explicacdo para este facto, como ja foi

referido na revisdo, € devido ao seu baixo peso molecular, que permite um
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rapido deslocamento para a circulagao (Sayers and Clarkson 2003). Os valores
de Mb, no nosso trabalho, para o grupo de ratinhos Exc48h ja apresentavam
concentracbes semelhantes aos valores basais a0 comparar com o grupo de
controlo (C). Estes resultados vao de encontro, mais uma vez, aos descritos
pela literatura mesmo nos estudos que envolvem humanos sujeitos a exercicio
indutor de lesdo muscular (para refs ver Sorichter et al. 1999), e acaba por ser
concondante com o que foi referido atrds, sobre o seu baixo peso molecular,
acabando assim por responder pela sua curta permanéncia em niveis
alterados, ja que é rapidamente filtrada e eliminada pelos rins. Existem, no
entanto, alguns estudos realizados em humanos que demonstram que o pico
da Mb ocorre numa fase mais tardia apo6s o exercicio indutor de leséao
muscular, mas as diferencas metodoldgicas poderdo estar na origem desta
discrepancia de resultados. Um exemplo serd o estudo de Childs et al. (2001)
em que a Mb se apresentou significativamente elevada dois, trés e quatro dias
apds lesdo provocada por um protocolo de exercicio excéntrico voltando a
valores basais 7 dias apds o exercicio. Pelo contrario, um estudo mais recente,
vai de encontro a maioria dos estudos em relagdo a cinética da Mb,
evidenciando-se o pico do valor da concentracao plasmatica de Mb 1 hora apés
a realizagéo do exercicio (French et al. 2008).

No caso do IL-6, os resultados obtidos neste estudo sugerem a
ocorréncia de uma resposta inflamatéria associada a lesdo induzida pelo
exercicio excéntrico. Efectivamente, o IL-6 € considerado um marcador de
inflamagéao (Stewart et al. 2007) com caracteristicas pré ou anti-inflamatérias
conforme a situagao e tem sido descrito que o seu valor € aumentado poucas
horas apds o exercicio (Chen and Hsieh 2001). Os nossos resultados parecem
assim estar de acordo com os obtidos em outros estudos (Davis et al. 2007;
Petersen et al. 2001). Estudos anteriores sugerem, no entanto, que o
incremento de IL-6 induzido pelo exercicio se associa a ocorréncia de leséo
muscular. No entanto, importa referir que outros estudos tém, igualmente,
sugerido que o incremento de IL-6 € também uma consequéncia directa da
actividade contractil (concéntrica ou excéntrica) e nao sé propriamente da
lesdo, estando, no entanto, associado aos mecanismos de reparacao da lesao.

Importa, igualmente salientar que os trabalhos com humanos sujeitos a
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exercicio excéntrico ou extenuante tém demonstrado incrementos
significativamente mais elevados do que os obtidos no nosso estudo. Petersen
et al. (2001) demonstraram que individuos submetidos a um protocolo de
corrida em plano descendente incrementaram os niveis plasmaticos de IL-6
cerca de 20 vezes. Tendo em consideracdo os sinais evidentes de leséao
expressos pela magnitude do incremento da CK e da Mb, a discrepancia com
0s nossos dados puder-se-a dever a diferengas metodoldgicas, nomeadamente
pelo facto de no nosso estudo serem analisados ratinhos.

A funcionalidade mitocondrial pode ser avaliada atraves da andlise de
parametros respiratorios como o estado 3, estado 4, ICR e o ADP/O em
mitocOndrias energizadas com substratos para os diferentes complexos. No
presente estudo foram utilizados malato, piruvato e succinato na presenca de
rotenona como forma de energizar o complexo mitocondrial | e I,
respectivamente. Os resultados obtidos neste trabalho, de uma forma geral,
evidenciam um decréscimo da funcionalidade mitocondrial “in vitro”.
Efectivamente, a fosforilagdo oxidativa foi negativamente afectada, no grupo
ExcOh comparativamente com os restantes grupos como é evidente no
decréscimo do estado 3 e do do indice de controlo respiratério, bem como no
potencial maximo de membrana apds energizacdo com substrato para o
complexo I. O ADP é considerado o principal estimulador da fosforilagao
oxidativa e das vias glicoliticas de producao de energia (Benard and Rossignol
2008). Uma possivel explicacdo para o decréscimo de funcionalidade
mitocondrial observado no nosso estudo apos exercicio excéntrico pode estar
relacionada, entre outros factores, com uma diminuicdo do fornecimento de
substratos para a cadeia transportadora de electrées, uma vez que a taxa
maxima de respiracdo mitocondrial estimulada por ADP pode reflectir a
disponibilidade de NADH e FADH, para fornecimento de electrdes. De facto,
em algumas circunstancias, como por exemplo a estimulagao pré-oxidante “in
vitro” (Nulton-Persson and Szweda 2001) ou stress oxidativo acrescido “in vivo”
(Magalhaes et al. 2005), tem sido demonstrada disfungdo reversivel da
actividade de algumas enzimas do ciclo de Krebs, tal como a succinato
desidrogenase, a a—cetoglutarato desidrogenase ou a aconitase, com

consequéncias na diminuicdo dos niveis de NADH e FADH,. No entanto, a
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diminuicao de substratos para a cadeia transportadora provavelmente afectaria
a eficacia dos complexos com igual magnitude e, por isso, esta explicacdo nao
parece suficiente para justificar as diferengas de funcionalidade encontradas
nas mitocondrias quando energizadas com substratos para o complexo | ou
complexo Il. Desta forma, o decréscimo da actividade de alguns dos complexos
enzimaticos da cadeia, por exemplo por oxidacao proteica mediada por radicais
livres (Yen et al. 1996) ou por peroxidagdo das moléculas de cardiolipina da
membrana interna mitocondrial (Paradies et al. 2002), poderdo ser apontadas
como possiveis razdes para explicar o decréscimo especifico do estado 3 apos
energizagdo com malato e piruvato. Efectivamente, os complexos enziméticos
mitocondriais, em particular o complexo |, possuem grupos ferro-enxofre que
podem ser oxidativamente modificados ou desactivados pela interaccdo com
radicais resultando, consequentemente, na redugdo da sua actividade e no
comprometimento da poténcia do estado 3. Apesar da determinagdo da
actividade enzimatica do complexo | e do complexo Il ndo ter sido realizada
neste estudo, o maior numero de grupos ferro-enxofre do complexo |
relativamente ao complexo Il (Yen et al. 1996), podera, pelo menos em parte,
justificar a diferenca de resultados.

O aumento do estado 4 ¢ indicativo de um aumento de fuga de protdes
pela membrana interna. Os resultados do presente estudo sugerem assim um
estado de desacoplamento mitocondrial aumentado. A eventual ocorréncia de
condigbes acrescidas de stress oxidativo com consequéncias nefastas na
funcionalidade membranar, podera, pelo menos em parte, justificar estes
resultados.

Observamos neste trabalho, em consequéncia da diminuicdo do estado
3 e do aumento do estado 4, alteragdes significativas no indice de controlo
respiratério (ICR) as Oh apds exercicio nas mitocondrias energizadas com
substratos para ambos os complexos, 0 que sugere inequivocamente que o
consumo de O ficou desacoplado relativamente a sintese de ATP. Sendo o
ICR utilizado para analisar a funcionalidade e integridade estrutural das
mitocondrias, € sugerido que o exercicio excéntrico parece estimular o
desacoplamento da respiracdo mitocondrial, bem como a inibicao da

fosforilagdo oxidativa.
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O nosso trabalho evidencia uma diminuicdo da funcionalidade
mitocondrial logo apo6s a realizagdo do exercicio (ExcOh) em contraste, um
estudo realizado por Molnar et al. (2006) sugere que o exercicio excéntrico nao
afecta significativamente a funcionalidade mitocondrial relativamente aos
parametros respiratérios convencionais. No caso particular deste estudo,
importa referir que existem algumas diferengas, quer na estirpe de animal
utilizado, quer entre os protocolos, os quais podem justificar a discrepancia
entre os resultados. Por exemplo, a inclinacao do tapete e a duragao utilizadas
no nosso trabalho sdo significativamente superiores comparativamente as
utilizadas no trabalho de Molnar et al. (2006). Estas diferencas acarretam,
certamente, um grau diferenciado de impacto metabdlico e de stress mecéanico
nos musculos exercitados e poderao justificar o facto de no trabalho de Molnar
et al. (2006) os valores de CK obtidos ap6s o exercicio serem somente o dobro
dos pré-exercicio, enquanto no nosso trabalho foram evidentes incrementos da
CK da ordem das 10 vezes. Num outro trabalho realizado com humanos, e
mais uma vez, ao contrario dos resultados obtidos no nosso trabalho, Walsh et
al. (2001) sugerem que a respiragdo maxima estimulada por ADP permaneceu
inalterada apds a realizagdo de um protocolo de exercicio excéntrico em
cicloergbmetro. Tal como sugerido pelos préprios autores, uma possivel
justificacdo para a discrepancia dos resultados pode ser que o exercicio em
questdo induza menor impacto mecanico e lesivo que a corrida em plano
descendente. De facto, as actividades da CK e da [B-glucoronidase, dois
marcadores de lesdo muscular, ndo apresentaram diferencas significativas
entre os valores obtidos antes e apds 0 exercicio excéntrico 0 que atesta do
baixo impacto do exercicio utilizado neste estudo.

Para analisar a fungdo mitocondrial, é igualmente importante estudar as
variagdes que ocorrem nos valores do potencial transmembranar mitocondrial
(AW). Alguns estudos tém demonstrado que uma certa estabilidade do
potencial transmembranar mitocondrial é essencial para manter a integridade
celular (para refs ver Abreu et al. 2000). Sendo assim, uma lesdao a nivel
mitocondrial devido a stress oxidativo, tem sido demonstrado estar associado a
um decrésimo do potencial mitocondrial transmembranar e a depleccao celular

de ATP, bem como a morte celular (para refs ver Abreu et al. 2000). Até a data
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e para 0 nosso conhecimento, esta é a primeira vez que as variagbes do
potencial transmembranar serdo avaliadas apoOs exercicio excéntrico. Os
resultados obtidos, em mitocéndrias isoladas, estdo de acordo com os
resultados dos parametros respiratérios, isto €, a capacidade de formar
potencial com substratos para o complexo | é inferior ap6s a realizacao do
exercicio excéntrico. Esta diminuicao do potencial transmembranar, para além
das razdes ja mencionadas anteriormente, pode ser atribuida a um aumento
pontual da expressao de proteinas desacopladoras (UCP), especificamente as
UCP3. Efectivamente, um aumento da expressdo destas proteinas, mesmo
apos exercicios de curta duragédo, tem sido mencionado em varios estudos
(Para refs ver Ascensao and Magalhaes 2006). Como exemplo, um trabalho
realizado por Zhou et al. (2000) em ratos submetidos a 200 minutos de corrida
em tapete rolante sugere um incremento de 7 vezes na expressdo de UCP3
mRNA e de 5,6 vezes no seu conteudo proteico. Este facto parece evidenciar
que o exercicio agudo parece ter consequéncias funcionais imediatas na
regulacdo genética das UCP3 (Noland et al. 2003). Adicionalmente, esta
descrito que a duragdo e a intensidade do exercicio parece influenciar a
regulacao transcripcional destes genes (Hildebrandt et al. 2003).

De uma forma geral, os resultados deste trabalho parecem demonstrar
que o exercicio excéntrico induz lesdao muscular e, consequentemente, uma
disfuncdo da funcionalidade mitocondrial. No entanto, importa referir que,
contrariamente as expectativas colocadas a priori, a perda de homeostasia
tecidual e de funcionalidade mitocondrial foi evidente imediatamente apds o
exercicio excéntrico conseguindo ser revertida para o valores basais 48 horas
apos. A discrepancia temporal na ocorréncia das alteracdes induzidas pelo
exercicio habitualmente descrita em humanos vs. ratinhos sugere que face a
estimulos lesivos para a musculatura esquelética os ratinhos apresentam uma
capacidade de recuperagdo muito mais célere que os humanos. Assim sendo,
estudos no ambito da lesdo muscular induzida pelo exercicio devem considerar
de forma atenta os tempos de recolha e de analise dos diferentes parametros,
uma vez que os utilizados em humanos ndo parecem coincidentes com a

cinética do impacto no modelo animal.
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Proposemos-nos, ainda, realizar um ensaio de stress “in vitro” somente
com mitocéndrias isoladas dos ratinhos dos grupos C e ExcOh. Com este
ensaio pretendemos aprofundar o estudo da resposta das mitocondrias
isoladas a condicdes de stress acrescido. Efectivamente, o ensaio de anoxia-
reoxigenagao “in vitro” realizado em mitocondrias isoladas tem sido
considerado como um estimulador bem estabelecido e controlado de stress
oxidativo (Du et al. 1998; Du et al. 1999) que permite a exclusdo de outros
sistemas de defesa anti-oxidantes citosélicos. De facto, a producao de ERON é
central ao mecanismo de anédxia-reoxigenagao (Du et al. 1998; Du et al. 1999).
Assim sendo, seria expectavel que as mitocéndrias do grupo ExcOh, ja
afectadas pelo stress imposto pelo exercicio excéntrico como evidenciamos
anteriormente, fossem mais afectadas do que as mitocondrias isoladas dos
ratinhos controlo. No entanto, os resultados evidenciam precisamente o
inverso. Os parametros respiratorios analisados demonstram que as
mitocondrias do grupo controlo foram mais afectadas que as do grupo ExcOh
apds o estimulo da anoxia-reoxigenacdo. Ou seja, este ensaio “in vitro”
conduziu a alteragdes significativas em alguns dos parametros mitocondriais
estudados, nomeadamente no estado 3, estado 4 e no ICR, no grupo de
controlo mas n&o no grupo ExcOh.

Num estudo realizado por Ascensao et al. (2006b) com mitocéndrias
cardiacas de ratos sujeitos a treino de resisténcia, os autores demonstraram
que o treino minimizou o efeito nefasto da A/R no aumento do estado 4, na
diminuicao do estado 3, ICR e ADP/O. Segundo os autores, algumas potenciais
explicagbes para esta tolerancia recaiem na inducdo de proteinas de choque
térmico (HSP), nomeadamente nas HSP60 e nas HSP70, bem como na
sobreregulagdo de enzimas antioxidantes mitocondriais. Importa no entanto
salientar que contrariamente ao nosso trabalho (protocolo de exercicio agudo),
Ascenséo et al. (2006b) utilizaram um modelo de treino cronico. Este aspecto
associado ao facto de os tecidos em analise serem distintos nos dois trabalhos
(tecido cardiaco vs. tecido muscular esquelético) sugere que poderao existir
diferentes mecanismos envolvidos no processo de protecgao da funcionalidade
mitocondrial ao estimulo de stress “in vivo” apds os respectivos protocolos de

exercicio. Contudo, os mesmos autores reportaram ainda num outro trabalho
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que as mitocdndrias cardiacas isoladas de ratos tratados com doxorrubicina,
um farmaco indutor de disfungcdo mitocondrial, toleraram melhor os efeitos de
um protocolo de A/R comparativamente com as mitocéndrias controlo
(Ascensao et al. 2006a). Estes resultados, conjuntamente com os do presente
trabalho, parecem sugerir que ambos os estimulos (doxorrubicina e exercicio
agudo com predominio de contraccées excéntricas) induzem um efeito
semelhante ao pré-condicionamento e/ou eventualmente um limiar de afecgéao
contra/perante os efeitos “in vitro” da A/R.

No entanto, um trabalho realizado recentemente por Paulsen et al.
(2007) sugere uma rapida acumulagdo de HSP de baixo peso molecular,
nomeadamente de HSP27 e de alpha-B-cristalina no musculo esquelético de
humanos apds exercicio excéntrico agudo. Sabendo que Jin et al. (2008)
demonstraram que um estimulo de stress (isquemia-reperfusdo) motivou a
sobrexpressdo das  alpha-pB-cristalina no  mdsculo  cardiaco e,
concomitantemente, 0 aumento da sua acumulagdo a nivel mitocondrial, com
repercusdes na protecgcao deste organelo face a condigdes de stress oxidativo,
€ possivel que também no musculo esquéletico, mecanismos semelhantes
sejam induzidos pelo exercicio excéntrico. A ser verdade, o protocolo de
exercicio excéntrico teria induzido uma sobrexpressao citosdlica destes
chaperones com migracdo para a mitocdndria, protegendo-a do stress
suplementar induzido pelo estimulo “in vitro” de A/R. Estudos futuros serédo, no
entanto, necessarios, para confirmar esta hipétese e consolidar o
conhecimento inerente a esta particularidade da funcionalidade mitocondrial
associada ao exercicio excéntrico.

No contexto geral, e como o conhecimento ndo tem limites, respostas
encontradas fazem sempre despertar novas duvidas. Acabam sempre por
existir novas perguntas a faltar respostas, € no nosso caso nao € excepgao.
Assim sendo, achamos, cientificamente pertinente estudar o impacto do
exercicio excéntrico em fracgcbes musculares indivualizadas e/ou nas diferentes
subpopulacdes mitocondriais (fraccdo subsarcolemal e intermiofibrilar).
Aprofundar o impacto deste modelo de exercicio na actividade dos diferentes
complexos da cadeia transportadora de electroes, bem como determinar a

influéncia da disfungdo mitocondrial induzida pelo exercicio excéntrico
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exaustivo com predominio de contracgcdes excéntricas na activacdo de

mecanismos de morte celular, nomeadamente, na apoptose.
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7 - CONCLUSOES

Da andlise dos resultados obtidos neste trabalho foi possivel de retirar
as seguintes conclusdes:

- 0 protocolo de exercicio excéntrico utilizado neste trabalho foi adequado para
induzir lesdo e consequente disfuncdo mitocondrial no musculo esquelético de
ratinhos;

- a lesao e subsequente inflamagcao muscular esquelética foi comprovada com
marcadores indirectos, nomeadamente aumento da actividade plasméatica de
creatina quinase e das concentragcdes plasmaticas de mioglobina e
interleucina-6;

- a cinética da actividade da creatina quinase é significativamente distinta da
descrita em humanos, apresentado o seu pico imediatamente apos o exercicio;
- 0 exercicio excéntrico induziu disfungdo mitocondrial com particular efeito
deletério no complexo | da cadeia transportadora de electrées;

- quarenta e oito horas ap0s o exercicio os ratinhos ja ndo evidenciam sinais de
lesdo muscular nem de disfuncdo mitocondrial 0 que sugere uma ocorréncia
temporal dos eventos da lesdo e da inflamacao induzida pelo exercicio, bem
como da capacidade de recuperacao distinta da descrita em humanos;

- 0 estimulo “in vitro” de A/R nao afectou significativamente as mitocondrias
isoladas no grupo ExcOh sugerindo a existéncia de um limiar de deterioracéo
das mitocondrias e/ou um efeito de pré-condicionamento perante/contra a A/R,
respectivamente.

Assim sendo, os resultados alcancados neste estudo, em especial os
parametros mitocondriais, fortalecem pespectivas inovadoras sobre o efeito do
exercicio excéntrico na bioenergética mitocondrial do musculo esquelético de
ratinhos. Em suma, podemos concluir que o exercicio excéntrico induz lesao e
uma resposta inflamatéria associada com, consequéncias momentaneamente

nefastas na funcionalidade das mitocondrias musculares esqueléticas.
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