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RESUMO

Os efeitos ergonénicos da suplementacdo de carboidratos no contexto esportivo sdo bem
aceitos e evidenciados na literatura. Estes efeitos foram demonstrados em diversas
modalidades e condicdes de exercicio, sendo capazes de melhorar aspectos bioquimicos,
hormonais, inflamatorios e de estresse oxidativo relacionados a préatica de atividade fisica. No
entanto, ainda ndo foi elucidado se esse potencial ergogénico pode ser replicado em condicdes
de exercicios extenuantes e crénicos, como no caso do overtraining (OT). Assim, este estudo
objetivou verificar se a suplementacdo de carboidratos é capaz de prevenir e/ou minimizar o0s
efeitos deletérios de um protocolo de exercicios destinado a induzir OT em ratos Wistar
machos adultos. Os animais (n=32) foram divididos aleatoriamente em grupo controle (C)
(n=9), exercicio sem suplementacdo (EX) (n=10) e exercicio com suplementacdo de
carboidratos (EX-CHO) (n=13) e submetidos a 11 semanas de treinamento de corrida em
esteira, sendo as 3 dGltimas semanas destinadas a induzir o estado de OT. Testes de
performance (Pr) foram realizados antes da 1? semana (Prl) e ao término da 8 (Pr2) e 112
(Pr3). Apb6s 36h do ultimo teste, os animais foram sacrificados. Niveis de testosterona,
cortisol, Malondialdeido (MDA) e Creatina Kinase (CK) foram dosados. A atividade da P13-
K, Akt-1, mTOR e GSK-3 foram mensuradas no gastrocnémio. Peso ponderal e consumo
alimentar foram monitorados semanalmente. O protocolo de treinamento foi eficaz em
promover reducdo da capacidade de desempenho no momento Pr3 em relacdo ao Pr2
(decréscimo de 36% em EX, p<0,05), mas esta reducédo so foi significativa no grupo que nao
ingeriu carboidratos. Estes animais do grupo EX apresentaram reducdo do consumo alimentar
na 11% semana em relacdo a C (17,07+0,2g/dia vs 26,31+3,69/dia, respectivamente, p<0,001),
sendo que EX-CHO manteve a mesma ingestdo (de 18,62+54g/dia de EX-CHO vs
26,31+3,6g/dia de C, p>0,05). Adicionalmente, EX-CHO terminou o protocolo com peso
corrigido do masculo gastrocnémio maior que C (5,39+0,48g vs 4,89+ 0,27¢g respectivamente,
p=0,02), sem que o0 mesmo tenha ocorrido em EX. O protocolo de treinamento promoveu
diminuicdo da testosterona (p=0,001) e elevacdo de MDA (p=0,009) nos dois grupos
exercicio em relacdo a C, sem que a suplementacdo de carboidratos tenha influenciado estas
variaveis (p>0,05). Enquanto isso, niveis de CK e cortisol ndo se elevaram nos dois grupos
exercicio em relacdo ao grupo C. Considerando os ensaios moleculares, a atividade da Akt-1
apresentou-se maior apenas em EX-CHO comparado a C (p=0,013), enquanto que a da
mMTOR ndo apresentou diferengas entre os grupos (p>0,05). Conclui-se que a suplementacéo
de carboidratos promove discreta atenuacdo na queda da performance, inibicdo da anorexia e
aumento da massa muscular em animais submetidos a protocolo de OT. Este ganho muscular
foi acompanhado pela maior atividade do sinalizador molecular anabolico e anti-catabdlico
Akt-1. Por outro lado, ndo preveniu alteracbes nos marcadores de OT estresse oxidativo,
perfil hormonal e dano muscular.

Palavras-chave: Carboidrato, Performance, Overtraining, Akt-1



ABSTRACT

The ergogenic effects of carbohydrate supplementation in the sporting context are well
accepted and documented in the literature. These effects have been demonstrated in various
modalities and conditions of exercise, being able to improve the biochemical, hormonal,
inflammatory and oxidative stress-related to physical activity. However, it has not yet been
elucidated whether this ergogenic potential can be replicated under conditions of chronic and
strenuous exercise, as in the case of overtraining (OT). Thus, this study aimed to verify
whether carbohydrate supplementation is able to prevent and/or minimize the deleterious
effects of an exercise protocol to induce OT in adult male Wistar rats. The animals (n = 32)
were randomly divided into control group (C) (n = 9), exercise without supplementation (EX)
(n = 10) and exercise with carbohydrate supplementation (EX-CHO) (n = 13) and underwent
11 weeks of treadmill training running, being the last 3 weeks aimed to induce the state of
OT. Performance tests (Pr) were performed before the 1st week (Prl) and at the end of the 8th
(Pr2) and 11th (Pr3). Thirty-six hours after the last test, the animals were sacrificed. Levels of
testosterone, cortisol, Malondialdehyde (MDA) and Creatine Kinase (CK) were measured.
The activity of PI3-K, Akt-1, mTOR and GSK-3 were measured in the gastrocnemius. Weight
and food consumption were monitored weekly. The training protocol was effective in causing
decrement of performance when comparing Pr3 to Pr2 (decrease of 36% in EX, p> 0.05), but
this reduction was not significant in the group who ingested carbohydrates. These animals of
EX group showed a reduction in food intake in week 11 compared to C (17.07+0.2 g/day vs.
26.31+3.6 g/day, respectively, p <0.001), but EX-CHO kept the same intake (18.62+5.4 g/day
in EX-CHO vs. 26.31+3.6 g/day in C, p> 0.05). Additionally, EX-CHO finished the protocol
with corrected gastrocnemius muscle weight greater than C (5.39+£0.48 g vs. 4.89+0.27 g,
respectively, p=0.02), the same has not occurred in EX. The training protocol promoted
decrease in testosterone (p=0.001) and elevation of MDA (p=0.009) in both exercise groups
compared to C, without influence of supplemented carbohydrates in these variables (p>0.05).
Meanwhile, CK and cortisol levels did not increase in both exercise groups compared to C.
Considering the molecular assays, the activity of Akt-1 was higher only in EX-CHO
compared to C (p=0.013), whereas mTOR showed no differences between the groups
(p>0.05). We conclude that carbohydrate supplementation promotes slight attenuation in
performance decrement, inhibition of anorexia and increase muscle mass in animals subjected
to OT protocol. This muscle gain was accompanied by greater activity of anabolic and anti-
catabolic molecular signaling Akt-1. On the other hand, it did not prevent changes in markers
of OT oxidative stress, hormonal profile and muscle damage.

Key-words: Carbohydrate, Performance, Overtraining, Akt-1
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1 INTRODUCAO

A sindrome de overtraining (SOT) é fendbmeno cuja prevaléncia tem aumentado
entre atletas de alto rendimento (LEHMANN et al., 1998; SMITH, 2000). Estima-se que 0s
sintomas de SOT j& chegaram a atingir, em algum momento da carreira profissional, 37% de
atletas de elite de diversas modalidades (KENTTA; HASSMEN; RAGLIN, 2001), 65% dos
corredores de longa distancia (MORGAN; BROWN, 1987), 50% dos jogadores de futebol
semi-profissional e 21% dos nadadores da equipe nacional australiana (SMITH, 2000).

E caracterizada por uma diminuicdo de desempenho (SMITH, 2000; CUNHA;
RIBEIRO; OLIVEIRA, 2006; MEEUSEN et al., 2006), podendo perdurar por semanas ou até
meses, mesmo apds descanso (URHAUSEN; KINDERMANN, 2002). Isto € resultante de um
desbalanco entre um excesso de treinamento com inadequada recupera¢do e/ou nutricdo
(ARMSTRONG; VANHEEST, 2002; ROGERO; MENDES; TIRAPEGUI, 2005; ACKEL-
D’ELIA et al., 2010). Fisiologicamente ocorrem perturbacdes biogquimicas, imunoldgicas,
hormonais e psicologicas sem, entretanto, apresentar um unico fator causal (MEEUSEN et al.,
2006; MARGONIS et al., 2007; TANSKANEN; ATALAY; UUSITALO, 2010; ACKEL-
D’ELIA et al., 2010).

Considerando que a alimentacdo é fator importante na etiologia do overtraining
(OT), seu principal aspecto relacionado a pratica de exercicios € a capacidade dos nutrientes
de promover efeitos ergogénicos capazes de acelerar a recuperacdo entre as sessdes de
treinamento (KREIDER et al., 2010). Neste sentido, a utilizacdo de recursos nutricionais com
esta finalidade ergogénica tem crescido consideravelmente (SOBAL; MARQUART, 1994;
CARVALHO; RODRIGUES; MEYER, 2003).

Embora a real necessidade da suplementagdo nutricional seja tema controverso na
literatura atual, o valor ergogénico da suplementacdo de carboidratos é reconhecido pela
maioria dos pesquisadores como eficaz em retardar a fadiga em exercicios de resisténcia
(ANANTARAMAN et al., 1995; TSINTZAS; WILLIAMS, 1998), aumentar a taxa de
ressintese de glicogénio (VAN LOON et al., 2000) além de restaurar a capacidade fisica mais
rapidamente (ANANTARAMAN et al., 1995). Este retardo da fadiga também foi confirmado
em varias condigcdes especificas, como em exercicios aerdbicos realizados sob calor
(CARTER et al., 2003; BAILEY et al., 2008), no retardo da fadiga central (KREIDER et al.,

1995; WELSH et al., 2002), na recuperacdo apos a sessdo de treinamento, bem como elevacéo



12

da insulinemia durante os exercicios (ANDREWS et al., 2003). Portanto existe consenso de
que os carboidratos tem capacidade ergogénia no exercicio fisico.

Sendo os carboidratos capazes de acelerar a recuperacdo pos-exercicio, este
fendmeno suporta as bases para sustentar a hipdtese de que varias sessGes de treinamento
intenso seguidas deste estimulo a recuperacdo minimizaria ou evitaria o desenvolvimento do
processo de OT. No entanto, até 0 momento ndo é possivel atribuir aos carboidratos o que
seria esta nova capacidade ergogénica de prevenir o OT. Isto ndo é possivel porgue os estudos
gue mostram mais rapida recuperacdo pos- exercicio foram feitos com base um uma Unica ou
poucas sessdes (SCHUMM et al., 2008).

Além disso, os trabalhos existentes sdo restritos a sintese proteica muscular,
ressintese de glicogénio, aumento de desempenho e marcadores de catabolismo proteico bem
como de estresse oxidativo em resposta a diferentes formas de suplementacdo e protocolos de
exercicio, ndo sendo contemplados varios dos marcadores importantes relacionados ao OT (
VAN LOON et al., 2000; CLOSE; ASHTON; CABLE, 2006; BATY et al., 2007; KREIDER
et al., 2007; MORIFUJI et al., 2010, 2011). Até o presente momento, poucos estudos
investigaram o efeito ergogénico do carboidrato na prevencdo do OT, em ciclistas, corredores
e atletas de badminton (SNYDER et al., 1995; HALSON et al., 2004; FAHLSTROM et al.,
2006). No entanto, varios aspectos relevantes, como os moleculares, ndo foram explorados
nestes trabalhos. Apenas fatores fisiolégicos (frequéncia cardiaca), psicoldgicos, de
ansiedade, antropométricos e hematoldgicos (hemoglobina e cortisol) foram contemplados.

Como objetivo geral propde-se investigar o efeito da suplementacdo de carboidratos
na prevencéo do estado de OT em ratos Wistar. Como objetivos especificos:

e Analisar os efeitos da suplementacdo de carboidratos na protedlise por meio da
dosagem de Creatina Kinase (CK) ao final do protocolo de treinamento de OT;

e Avaliar o efeito da suplementacdo de carboidratos no peso ponderal dos animais, do
musculo gastrocnémio, coragéo e timo.

e Investigar os efeitos da suplementacdo de carboidratos na atividade proteica das
enzimas Glicogénio Sintase Quinase 3 (GSK-3), Fosfatidilinositol 3 Quinase (P13 K),
Proteina Kinase B (Akt) e Mammalian Target of Rapamycin (MmTOR) ao final do
protocolo de treinamento de OT;

e Examinar os efeitos da suplementagdo na atividade hormonal catabolica de cortisol ao

final do protocolo de treinamento de OT;
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e Auvaliar os efeitos da suplementacdo na atividade anabolica da testosterona ao final do
protocolo de treinamento de OT;
e Analisar os efeitos das diferentes suplementacfes no estresse oxidativo ao final do

protocolo de treinamento de OT através da mensuracéo de Malondialdeido (MDA).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PREVALENCIA E DEFINICAO DE OVERTRAINING

A SOT representa uma das complicacdes mais temidas por atletas de competicéo e é
um assunto de relevante interesse investigativo da ciéncia relacionada ao esporte (HALSON
et al., 2003). A SOT ¢ hoje definida como um quadro crénico de sensacdo de fadiga e queda
de desempenho que pode persistir por semanas ou meses (PEREIRA et al., 2012;
FERRARESSO et al., 2012; XIAO; CHEN; DONG, 2012).

A importancia da compreensdo da prevaléncia da SOT foi primeiramente
demonstrada por Gould et al. (1998) na Olimpiada de Atlanta, 1996. O estudo, que
compreendeu 296 atletas de 30 diferentes modalidades, mostrou que 84 (28%) apresentaram
OT e que este tinha relacdo com a queda de desempenho. A prevaléncia do OT no esporte
parece variar de acordo com a modalidade em questdo. Esportes que envolvem grandes
volumes de treinamento frequentemente demonstram maior nimero de resultados positivos,
como as modalidades de corridas (60%) (MORGAN et al., 1987, 1988) e natacdo (20%)
(HOOPER et al., 1993). Em esportes coletivos, observou-se 33% em atletas de basquete
(VERMA; MAHINDROO; KANSAL, 1978) e 50% em atletas de futebol (LEHMANN et al.,
1992).

Embora mais frequentemente seja notado em atletas de elite, o OT é também um
problema em outros niveis de participacdo. Em corredoras amadoras, cerca de 33%
apresentaram OT em algum momento de suas vidas (MORGAN et al., 1987). Raglin e Wilson
(2000) sugeriram que jovens atletas acometidos pelo OT, resultante do volume de exercicios,
e com resultados negativos no treinamento, sdo particularmente submetidos a carga de
treinamento comparavel a dos atletas adultos e de elite. No Unico estudo publicado com esta
parcela da populagédo, 35% da amostra de nadadores de diferentes paises (com idade variando
entre 13 e 18 anos) tiveram OT pelo menos uma vez em suas vidas, concluindo que a
prevaléncia em jovens atletas foi similar a encontrada entre os atletas adultos e de endurance
(RAGLIN et al., 2000).

A SOT é caracterizada por um excesso de treinamento com inadequada recuperacao
e/ou nutricdo (figura 1) (ARMSTRONG; VANHEEST, 2002; ROGERO; MENDES;
TIRAPEGUI, 2005), que tem como principal desfecho uma significativa queda do
desempenho esportivo (SMITH, 2000; CUNHA; RIBEIRO; OLIVEIRA, 2006; MEEUSEN et
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al., 2006), mesmo ap6s um periodo de recuperagdo apropriado (PLATEN, 2002). A reducdo
do desempenho é acompanhada por perturbagdes bioquimicas, imunoldgicas, hormonais e
psicolégicas sem, entretanto, apresentar um anico fator causal nem uma ferramenta
diagnostica unica e definitiva (OGONOVSZKY et al., 2005; MEEUSEN et al., 2006, 2007;
MARGONIS et al.,, 2007; ACKEL-D’ELIA et al., 2010a; TANSKANEN; ATALAY;
UUSITALO, 2010).

7
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Figura 1 — Causa e alteracdes da Sindrome de Overtraining. Fonte: dados préprios

Segundo Meeusen et al. (2006), Roose e Vries (2009) e Slivka et al. (2010), o estado
de OT pode ser considerado como um processo continuo de intensificagdo do exercicio,
iniciado por curto periodo de overreaching (functional overreaching) - OR, passando por
overreaching ndo funcional (nonfunctional overreaching) - NOR até a SOT. No entanto,
como afirmam Halson e Jeukendrup (2004), ndo ha evidéncia cientifica que confirme que o
estado de OR necessariamente ira evoluir a OT, nem que os sintomas deste ultimo sejam
piores que o primeiro.

O estado denominado overreaching (functional overreaching) consiste no declinio da
performance por curto periodo, seguido pela supercompensacdo (MEEUSEN et al., 2006;
HOHL et al., 2009). Decorrente disto, muitos técnicos entendem que é necessario induzir este
estado durante o processo de treinamento (URHAUSEN; KINDERMANN, 2002). Neste

processo, 0S periodos de recuperacdo entre uma sessdo de treinamento e outra sdo
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controlados, a fim de se atingir o periodo de supercompensacdo apenas em momentos
especificos, como no final de uma temporada de treinamento ou previamente a um evento
competitivo especifico (ROGERO; MENDES; TIRAPEGUI, 2005).

Como aborda Coutts et al. (2007), avangos no estudo da SOT tem sido limitados
decorrente da grande variabilidade nos desenhos metodolégicos empregados e da caréncia de
voluntarios que estejam dispostos a correr o risco de perder uma temporada de
treinos/competicdes. Adicionalmente, experimentos em humanos devem respeitar critérios
éticos que protejam o bem-estar fisico e emocional dos sujeitos. Assim, a utilizacdo de
modelo animal para estudo deste estado € necessario. Neste contexto, a Sociedade Americana
de Fisiologia afirma que “protocolos experimentais que se utilizem de animais sdo
desenvolvidos quando nédo se é apropriado utilizar seres humanos para estudar os efeitos do
impacto do exercicio fisico”. Ainda segundo este 6rgdo, um modelo seria a imitacdo de um
objeto, que ndo apenas possuiria as mesmas caracteristicas deste, mas também poderia ser
manipulado de maneira tal que o objeto ndo poderia ser. Dessa maneira, 0 modelo animal para
estudo do OT deve apresentar respostas similares a seres humanos (KREGEL et al., 2006).

Somado a isso, entrave comum em estudar a SOT e suas taxas de prevaléncia em
atletas séo as diversas defini¢fes associadas aos efeitos negativos consequentes do excesso de
treino, uma vez que os termos mais usados muitas vezes ndo indicam se os individuos estdo
apenas fadigados, em estado de OR ou em OT, podendo ter diferentes significados em
diferentes contextos (HARTMANN; MESTER, 2000).

Halson e jeukendrup (2004) elencam ainda mais alguns fatores a considerar acerca
dos aspectos metodoldgicos na pesquisa do OT, podendo-se citar: 1) inexisténcia de
ferramentas diagnodsticas “definitivas”, o que resulta no diagnodstico do estado de OR e OT de
diferentes maneiras; 2) a quantidade e qualidade do treinamento intensivo nos diversos
estudos repetidamente ndo sdo ndo mensuradas e/ou reportadas. Assim, a duragdo e
intensidade do treinamento necessarias para inducdo do estado de OR / OT ¢é desconhecida; 3)
respostas a sobrecarga do treinamento intensificado séo bastante individuais, e diferencas
podem existir entre modalidades esportivas diversas. Além disso, individuos submetidos ao
mesmo programa de treinamento intenso podem vir a apresentar diferentes sintomas da SOT;
4) por ultimo, e talvez mais importante, o conhecimento acerca dos marcadores de OT
baseiam-se unicamente em estudos que induziram OR em atletas, sendo impossivel tracar
conclusBes sobre as similaridades e/ou diferencas das repercussdes metabodlicas entre estes
estados.



17

Dessa maneira, a tematica do OT como objeto de estudo dentro das ciéncias do
esporte ainda constitui-se como campo pouco explorado e com diversas dificuldades
metodologicas que limitam seu avanco. Mais pesquisas sdo requeridas, havendo a necessidade
de maior crivo cientifico no que se refere principalmente as ferramentas diagnosticas (ex:
performance) e de inducdo desse estado (monitoramento das cargas de treino e do periodo de

repouso).

2.2 ETIOLOGIA E MECANISMOS ENVOVIDOS NO OVERTRAINING

Apesar de existir diversas teorias na atualidade, os reais mecanismos que levam ao
desenvolvimento da SOT permanecem ainda em investigacdo (ARMSTRONG; VANHEEST,
2002). As pesquisas abordam areas de fisiologia, bioquimica, nutricdo e psicologia, com
énfase no sistema nervoso autbnomo e controle hormonal (BARRON; NOAKES; LEVY,
1985; FELLMAN; BEDU; BONDET, 1992; VAN BORSELEN; VOS; FRY, 1992; KEIZER,
1998; MEEUSEN et al., 2004), sistema imune (MACKINNON, 2000), processo inflamatoério
(SMITH, 2004), deplecédo de glicogénio (COSTILL; FLYNN; KIRWAN, 1988; SNYDER et
al., 1995) e estresse oxidativo (MARGONIS et al., 2007) como desencadeadores de alteracdes
do OT.

A maioria dos trabalhos apresenta poucos resultados provenientes de estudos
controlados, decorrente principalmente da dificuldade de se aplicar um treinamento que
objetive uma diminuicdo da capacidade fisioldgica funcional (ARMSTRONG; VANHEEST,
2002) e a falta de atletas voluntarios que estejam dispostos a correr o0 risco de perder uma
temporada de treinos/competicdes (LEHMANN et al., 1998). Dessa forma, muitos dos
sujeitos sintomaticos aparecem casualmente entre equipes de atletas, sendo diagnosticados
como “overtreinados” numa situagéo retroativa, contribuindo para informacdes imprecisas e
conflitantes (HALSON; JEUKENDRUP, 2004).

Diversas teorias foram desenvolvidas com o intuito de explicar os mecanismos pelos
quais 0 OT se instala (SNYDER et al., 1995; CASTELL; POORTMANS; NEWSHOLME,
1996; KEIZER, 1998; LEHMANN et al., 1998; WALSH et al., 1998). A medida que estudos
foram sendo conduzidos, observou-se que estas teorias contemplavam aspectos limitados
deste estado, sem, entretanto, perderem sua validade. Assim, notou-se uma grande
inconsisténcia nos achados destes estudos, posto que nenhuma das teorias vigentes conseguia
explicar o OT em sua totalidade. Pode-se citar as teorias do desequilibrio neuro-enddcrino,
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deplecdo de glicogénio, reducdo dos niveis de triptofano e de glutamina como exemplos das
tentativas para elucidacdo dos mecanismos do OT baseadas em aspectos unifatoriais.

No inicio do século, Smith (2000) propds uma teoria que abrangia estes diversos
aspectos até entdo considerados unicamente. Decorrente do OT aparentar demonstrar carater
multifatorial, esta autora propds que um desequilibrio neuro-enddcrino-imunolégico seria o
mecanismo por detras de todos os acontecimentos evidentes nesta sindrome. Dessa forma, em
uma Unica teoria, conhecida como teoria das citocinas, todos os mecanismos desencadeadores
do OT estariam presentes de maneira concomitante e complementar. Esta é a teoria mais
aceita e plausivel dos mecanismos da SOT.

Desequilibrio neuroenddcrino: Muitas investigagdes tém mantido o foco sobre o

hipotdlamo, posto que é o 6rgédo responsavel pela modulacdo do sistema nervoso autbnomo e
das glandulas adrenais e gonadais (eixos hipotdlamo-hipdfise adrenal e eixo hipotadlamo-
hipofise-gonadal, respectivamente)(DUCLOS; FOSTER; STATES, 2012). Essa funcéo
moduladora resulta em alteragdes nas concentracBes plasmaticas das catecolaminas,
glicocorticoides e nos niveis de testosterona (SMITH, 2004). Como afirma keizer (1998), ha o
envolvimento desses sistemas no OT, uma vez que o treinamento de alta intensidade/volume
representa um estresse fisico e psicologico extremo.

Durante periodos de treinamento intensos, com recupera¢do inadequada, a maioria dos
achados ddo evidéncias de um incremento da secrecdo do horménio adrenocorticotréfico
(ACTH) pela hipdéfise, gerando um incremento dos niveis de cortisol, o que é geralmente
verificado em estagios pré - OT (OR). Posteriormente, a medida que o programa de
treinamento fisico continua com periodos de descanso insuficientes, ocorre uma diminuicéo
da responsividade adrenal, apesar de um incremento do ACTH, que resulta numa diminuigéo
dos niveis de cortisol. Depois disto, com o OT ja instalado, a hipdfise também diminui a
liberacdo de ACTH. Neste estagio existem evidéncias da ocorréncia de uma diminui¢do da
atividade simpatica intrinseca e da sensibilidade dos érgédos-alvo das catecolaminas (HUG et
al., 2003). Isto decorre da constatacdo da diminuicdo da excrecdo de catecolaminas durante o
repouso noturno, diminuicdo da densidade e das respostas mediadas por receptores beta-
adrenérgicos, e aumento dos niveis plasmaticos de norepinefrina de repouso e em resposta ao
exercicio. No entanto, este padrdo s6 é observado ap0s exercicio de endurance com alto
volume de exercicio e demandas energeéticas (LEHMANN et al., 1998).

Decorrente desta constatacdo, alguns autores reforgcam a diviséo do OT em dois tipos:
a forma simpética e a parassimpéatica. No OT simpatico, uma predominancia da atividade
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simpatica é sugerida, com parametros fisiologicos como frequéncia cardiaca (FC) e pressao
arterial (PA) de repouso aumentadas, apetite diminuido, perda de massa corporal, distdrbio do
sono e irritabilidade (KELLMANN, 2002). Ao contrario, no OT parassimpatico é sugerida
uma predominancia da atividade parassimpatica caracterizada pela queda da FC e PA de
repouso, longos periodos de sono e depressdo. Ambos 0s tipos mostram deteriorizacdo no
desempenho e fadiga persistente. Segundo Lehmann et al. (1998), é provavel que as respostas
do OT sigam uma progressao, refletida por uma predominancia do simpatico seguido pela
estimulacdo parassimpatica.

A predominancia de OT simpético ou parassimpatico guardaria relagdo com a
modalidade praticada, uma vez que exercicios diferentes impdem diferentes estresses
metabolico-fisiologicos. O OT simpatico seria apontado principalmente em atletas que
utilizam poténcia e velocidade, caso de fisiculturistas e saltadores e corredores velocistas e
meio fundistas, ao passo que o OT parassimpatico atingiria majoritariamente atletas de
endurance, como corredores, ciclistas e nadadores de longa distancia. Em casos mais severos
e duradouros, o tipo simpatico, caracterizado como excitatorio, raramente é encontrado ou
percebido (LEHMANN; FOSTER; KEUL, 1993). Na literatura, os sintomas de OT relatados
em atletas de endurance tendem a refletir, além de caracteristicas parassimpaticas, aquelas de
origem simpaética. Ainda assim, ha poucas evidéncias que suportam a classificacdo da SOT
nessas duas apresentacdes (LEHMANN et al., 1998).

Deplecédo de Glicogénio: atletas de alto rendimento sdo sujeitos a intensos periodos de

competicdo/treinamento. Essa carga elevada de exercicios demanda uma alta quantidade de
energia, proveniente primariamente dos estoques de glicogénio muscular e hepatico (BETTS;
WILLIAMS, 2010). A medida que a carga de exercicos se torna maior do que a capacidade de
ressintesse destes estoques de energia, que pode chegar até 48h com uma alimentacdo
adequada em termos glicidicos (ROGERO; MENDES; TIRAPEGUI, 2005), o individuo pode
apresentar niveis cronicos de deplecdo do glicogénio muscular e hepéatico. A consequéncia
resultante € uma prote6lise muscular elevada e consequente reducao das respostas adaptativas
possitivas ao exercicio (KREIDER et al., 2010). Deplecdo de glicogénio ainda resulta num
maior estresse metabdlico em resposta ao exercicio, sendo evidente pelas elevadas
concentracdes de catecolaminas, cortisol e glucagon (DUCLOS; FOSTER; STATES, 2012).
Desse modo, Snyder et al. (1995) hipotetizaram que baixos estoques de glicogénio muscular

poderiam ser um provavel mecanismo da SOT.
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Apesar desta relacdo entre estoques de glicogénio e fadiga muscular ser bem
evidenciada na literatura, existem estudos que demonstraram que atletas apresentaram
sintomas de SOT mesmo apresentando niveis adequados de glicogénio (SNYDER et al.,
1995; COSTILL; FLYNN; KIRWAN, 1988;). Snyder et al (1995) investigaram o
desempenho de atletas em resposta a periodos de intensificacdo dos treinos, havendo o
cuidado do fornecimento adequado de carboidratos. Observaram que mesmo apos de 15 dias
de treinamento intenso, estando os sujeitos em estado de OR, seus estoques de glicogénio
muscular ndo diferiram daqueles em treinamento adequado. Portanto, tem sido sugerido que
outro mecanismo ou a combinagdo de diversos mecanismos estejam envolvidos no
desenvolvimento da SOT.

Reducéo dos niveis séricos de triptofano: ainda é inconsistente na literatura o papel

que certos neurotransmissores, neuromoduladores e receptores celulares tem na etiologia da
SOT. No entanto, alguns estudos tem focado no papel da serotonina e do triptofano, seu
precursor, e suas possiveis associagdes com 0 OT (ARMSTRONG; VANHEEST, 2002). A
serotonina é capaz de induzir diversos efeitos neurovasculares, hormonais e metabolicos no
organismo. No Sistema Nervoso, ela tem a capacidade de regular o estado de humor, sono,
apetite, funcdo cognitiva e de aprendizagem, memoria, ritmo circadiano e funcdo motora
(MELTZER, 1990). Estes diversos aspectos podem estar alterados na SOT, sendo associados
a alteacOes nas funcGes regulatérias do hipotalamo que, como supracitado, regula o sistema
nervoso simpatico e o eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (DUCLOS; FOSTER; STATES,
2012). Além disso, niveis de serotonina estdo envolvidos na regulacdo de horménios como
prolactina, hormonio do crescimento (GH) e horménio luteinizante, que estdo associados com
a resposta ao estresse e funcdo hipotalamica (ARMSTRONG; VANHEEST, 2002).

Em atletas com OT, os niveis cerebrais de serotonina guardam associacdo com 0s
niveis séricos de seu precursor, o triptofano. Este aminoacido em condicGes de estresse fisico
exacerbado e cronico, como no OT, apresenta suas concentracdes reduzidas por diversos
motivos, como: utilizado como substrato para a atividade leucocitaria e sintese de proteinas de
fase aguda positiva; reducao da proteina albumina (uma proteina de fase aguda negativa), sua
principal carreadora; e maior ativacdo da enzima indoleamina 2,3 dioxigenase (enzima
catabolizadora do triptofano) (SMITH, 2004). Portanto, a reducdo dos niveis do precursor de
serotonina, comum em atletas com a SOT, parece estar associada com varias repercussoes

evidentes na SOT. Este quadro reflete, principalmente, os diversos relatos de atletas sofrendo
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de distarbios psicoldgicos, como estado do humor alterado e depressdo (MEEUSEN et al.,
2007).

Estudos realizados com modelo animal parecem confirmar a hipdtese de que a reducéo
da concentracdo de serotonina no SNC, decorrente da alteracdo de aminoacidos no plasma,
esteja relacionada a fadiga (SMITH, 2000). Entretanto, em humanos, os resultados obtidos
sdo contraditorios, principalmente devido a falta de padronizacdo metodoldgica, o que impede
tracar relacdo causa-efeito em relacéo a este fendmeno (ROGERO; MENDES; TIRAPEGUI,
2005).

Niveis Séricos de Glutamina: durante varios estados catabélicos, como infeccdes,

cirurgias, trauma, acidose e exercicios fisicos extenuantes e prolongados, a homeostase da
glutamina é colocada sob estresse, sendo as reservas musculares (principalmente) depletadas.
Nestas situacdes, sua rota metabdlica parece sofrer modificacdes, tendo maior fluxo para o
figado e rins, participando da neoglicogénese e regulacdo da acidose, respectivamente, com o
intuito de restabelecer as condi¢gdes homeostaticas (ROWBOTTOM; KEAST; MORTON,
1996). Nesse contexto, a glutaminemia se eleva agudamente, seguida por diminuicdo no
periodo de recuperacdo (basal), sendo necessarias algumas horas para que 0s niveis pré-
exercicio sejam reestabelecidos (quanto mais extenuante e longo for o exercicio, maior o
tempo necessario para que isso ocorra). Dessa maneira, em decorréncia de suas diversas
funcdes fisioldgicas, principalmenta aquelas relacionadas a funcdo imune (proliferacéo
linfocitaria e funcdo dos macrofagos), suas concentracdes tendem a diminuir, comprometendo
assim todo o sistema imunoldgico que ja esta debilitado na SOT, devido ao estado catabdlico
jainstalado (MACKINNON, 2000).

Castell, Poortmans e Newsholme (1996) verificaram os efeitos da suplementagéo oral
de glutamina sobre a incidéncia de infecces em atletas. Os atletas estudados eram
ultramaratonistas, maratonistas, corredores de média distancia e remadores. O grupo placebo
recebeu carboidrato (maltodextrina) e o suplementado glutamina (solucdo contendo 5g
diluidos em 350mL de &gua) inediatamente e 2h ap0ds o termino da competi¢do ou sessdo de
treinamento intenso. Questionarios foram distribuidos para detectar a ocorréncia de infeccdes
durante a semana (7 dias) subsequente a prova. No grupo glutamina, 19% dos atletas
reportaram alguma infeccdo no periodo, contra 51% do placebo. Embora a incidéncia de
infeccdo tenha aumentado em ambos 0s grupos, os autores concluiram que a suplementacéo

de glutamina atenuou o0 nimero de casos.
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Entretanto, outros ensaios (NIEMAN, 2008) demonstraram pouco ou nenhum efeito
benéfico sobre a imunocompeténcia de individuos submetidos a treinamento exaustivo ou
exercicio intenso e prolongado, sugerindo que a suplementacao de glutamina no pos-exercicio
extenuante exerce pouco efeito sobre a imunocompeténcia. Um problema na teoria da
glutamina é que, apesar de seus niveis plasmaticos serem reduzidos em resposta a uma sessao
de exercicio extenuante, esta reducdo ainda ndo é suficientemente elevada para alterar a
funcdo linfocitaria, mesmo em ultra-maratonistas (HISCOCK; PEDERSEN, 2002).

Teoria das Citocinas: A despeito de ndo existir um unico fator causal para o
desenvolvimento da SOT (HEDELIN et al., 2000; SLIVKA et al., 2010; BRESCIANI et al.,
2011), a etiologia mais plausivel, embora ainda ndo consensual, € proposta por Smith (2000).

De acordo com este autor, os microtraumas naturalmente ocasionados pelo exercicio
(microtraumas teciduais adaptativos - MTA) ndo sdo devidamente cicatrizados, mesmo com a
acdo inflamatoéria aguda e local desencadeada, decorrentes da alta carga e/ou volume de
treinamento e curtos periodos de recuperacdo. A medida que o treinamento com recuperagio
insuficiente prossegue, hd evolucdo para uma inflamagdo crbnica que por sua vez se
transforma em inflamacé&o sistémica. Parte dessa inflamacéo sistémica envolve a ativacdo dos
mondcitos circulantes, que podem sintetizar grandes quantidades de citocinas pro-
inflamatorias (IL-1p, IL-6 e TNF-a).

Da mesma forma, os MTA gerados pelo exercicio induzem a producdo de espécies
reativas de oxigénio - EROS, causando mais dano muscular (TIHDUS, 1998). Com a presenca
das EROS, os neutréfilos e mondcitos infiltram-se no tecido muscular para recupera-lo,
gerando mais EROS (via respiratory burst), bem como mais citocinas que, através de um
grande numero de mecanismos inter-relacionados, promovem a resposta inflamatéria pos-
exercicio e a remocdo do tecido lesado e sua recuperacdo (TIIDUS, 1998). Essas citocinas
também atuam no SNC, induzindo um somatorio de comportamentos, no sistema nervoso
simpatico e no eixo hipotalamo-hipofise-adrenal e hipotalamo-hipofise-gonadal, o que causa
exacerbacao nos niveis sanguineos das catecolaminas, glicocorticoides e hormonios gonodais
(CUNHA; RIBEIRO; OLIVEIRA, 2006).

Pelo processo descrito, a comunicagao entre o sistema nervoso central e sistema imune
é crucial (ROGERO; MENDES; TIRAPEGUI, 2005). O hipotalamo, como ja citado, é o
orgdo responsavel por coordenar as respostas decorrentes dessas interacbes no sistema

nervoso autdonomo, nas glandulas adrenais e gonodais, tendo sua agédo alterada quando do
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desequilibrio neuroendécrino (MACKINNON, 2000; MEEUSEN et al., 2004; SMITH, 2004;
STEINACKER; LORMES, 2004).

Segundo Lehmann et al. (1998) a maior ativacdo do sistema nervoso autbnomo e do
eixo hipotalamo-hipofise-adrenal e supressdo do eixo hipotalamo-hipofise-gonadal estdo
diretamente relacionados com os sintomas de OT, uma vez que o treinamento excessivo pode
ser considerado um estress tanto fisico quanto psicoldgico. Entretanto, Smith (2000) propde
que a ativacdo do sistema nervoso autdnomo e do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal, aliada a
supressdo do eixo hipotadlamo-hipo6fise-gonadal, representaria consequéncias da SOT e néo

necessariamente a sua causa.

E Atlvacao do eixo hipotdlamo-hipofi renal
Inibigdo do eixo hiotdlamo-hipsfise-gonada
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Figura 2 — Teoria das citocinas. Fonte: dados préoprios

2.3 PARTICIPACAO DA NUTRICAO NAS ADAPTACOES AO TREINAMENTO E
PREVENCAO DO OVERTRAINING

O papel da nutricdo como componente integral do desempenho atlético tem sido cada
vez mais evidenciado (KREIDER et al., 2010). O avan¢o no entendimento do metabolismo e
fisiologia do exercicio deixou claro nas ultimas décadas que a manipulacdo da ingestdo de
nutrientes tem o potencial de influenciar positivamente o desempenho esportivo e a

recuperacdo entre as sessdes de exercicios, resultando em um aumento na disponibilidade de
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produtos com aplicacBes diversas para os praticantes de atividade fisica (MOLINERO;
MARQUEZ, 2009).

Atualmente varios nutrientes tem sido propostos para influenciar as adaptacdes ao
treinamento fisico, retarando fadiga, acelerando recuperacao, prevenindo OT e tratando atletas
com sintomas desta sindrome.

Estratégias nutricionais sdo usadas primariamente para melhora do desempenho
esportivo, seja por afetar diretamente algum aspecto relacionado ao metabolismo energético
(e consequente retardamento da fadiga) ou por melhorar a recuperacdo no pds-exercicio,
como na mais eficiente ressintese de glicogénio muscular e reducdo da imunosupressao
(MAUGHAN, 2007; KREIDER et al., 2010b).

Dentre as principais estratégias, estdo o uso de substancias moduladoras do sistema
imune (principalmente glutamina) (GLEESON, 2006), utilizacdo de aminoacidos e
suplementacdo de proteinas para reducao do dano muscular/aceleragdo da recuperacdo
(LOWERY; FORSYTHE, 2006), compostos com propriedades antioxidantes e adequacdo da
ingestdo de carboidratos (KARELIS et al., 2010; PETERNELJ; COOMBES, 2011).

Castell, Poortmans e Newsholme (1996) observaram que a ingestdo oral de
glutamina (5g diluida em 330 mL de 4gua) imediatamente e apds 2h de uma maratona foi
capaz de reduzir o incidéncia de InfeccGes do Trato Respiratorio Superior (ITRS) na semana
subsequente a competicdo. No entanto, como Gleeson (2006) observou, outros aspectos
relacionados a recuperacdo de exercicios extenuantes que ndo apenas a suplementacdo de
glutamina, podem ter influenciado estes achados. Ademais, os achados na litertatura
apresentam resultados conflitantes entre exercicios de endurance e resistidos (BASSINI-
CAMERON et al., 2008). Adicionalmente aos aspectos imunoldgicos benéficos, alguns
autores reportaram que a glutamina pode ser usada para reposi¢cdo de glicogénio muscular,
uma vez que ela tem a capacidade de doar parte de seus carbonos para a ressintese de
glicogénio (VARNIER et al., 1995). Embora interessante, esta premissa ainda ndo foi
demonstrada por meio de estudos cientificos.

A utilizacdo de proteinas (e alguns aminoacidos especificos que ndo apenas a
glutamina) também tem sido referidos como capazes de melhorar as adaptacdes ao
treinamento extenuante, e consequentemente a prevencao da SOT (LOWERY; FORSYTHE,
2006). Isso decorre do fato que a suplementacdo de proteinas pré e pos-exercicio é capaz de
atenuar o dano muscular induzido pelo exercicio. Alguns mecanismos sd0 propostos para

explicar este efeito, como: efeito poupador do glicogénio, manutencdo da glicemia durante o
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exercicio e dos precursores anaplerdticos necessarios para manutencdo do funcionamento
normal do ciclo de Krebs (MARTINEZ-LAGUNAS et al., 2010). Além disso, os aminoécidos
de cadeia ramificada teriam papel central na prevencao da fadiga central e proteélise. Estes
seriam em decorréncia, principalmente, da leucina, que é capaz de estimular a enzima mTOR
diretamente, tendo efeito anti-catabdlico, além de poder ser oxidada no musculo esquelético
para fornecimento de energia (PHILLIPS, 2012). No entanto, nenhum estudo controlado foi
realizado para demonstrar que a utilizacdo destes compostos sdo capazes de
prevenir/minimizar aspectos diretamente relacionados ao OT em protocolos de exercicio
diretamente conduzidos para indugédo de OT.

Embora seja bem consolidado que o estado de OT esteja atrelado a um processo pro-
inflamatdrio, de estresse oxidativo e de desequilibrio hormonal (LIRA et al., 2010; DONG et
al., 2011; FERRARESSO et al., 2012), € menos consistente na literatura que a suplementacéo
de compostos antioxidantes tenha efeito benéfico em situacBes de alta demanda energética
(FRANCA et al.,, 2010). J& foi demonstrado que em algumas situacBes especificas a
suplementacdo com compostos antioxidantes demonstrou-se benéfica do ponto de vista do
equilibrio redox (SANTOS et al., 2012), ndo sendo encontrados, entretanto, estes mesmos
beneficios na performance de atletas (FINAUD; BIOLOGIE, 2006). De maneira similar,
nenhum ensaio foi conduzido até o presente momento testando essa hip6tese na prevencdo da
SOT.

A estratégia nutricional mais eficaz para melhorar a imunidade parece ser a de
garantir uma ingestdo adequada de carboidratos durante todo o dia, bem como nos momentos
pré e durante o treino (JEUKENDRUP, 2004). Esta estratégia objetiva minimizar a elevagéo
dos niveis plasmaticos dos hormonios catabolicos durante o exercicio (cortisol,
catecolaminas), que se sabe terem um efeito imunossupressor (KARELIS et al., 2010;
MCANULTY et al., 2007a). No entanto, se o exercicio extenuante se prolonga, a estratégia de
fornecimento continuo de carboidratos parece estender o tempo de exercicio, mas sem efeito
sobre as respostas hormonais e imunolégicas (PRITCHETT; PRITCHETT; BISHOP, 2011).
Dessa maneira, parece que a manutencdo de um nivel adequado de ingestdo de carboidratos,
tanto ao longo do dia como no peri-exercicio, continua a ser uma prioridade para a adaptagéo

ao estimulo do exercicio.
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2.4 SUPLEMENTACAO DE CARBOIDRATOS PARA RETARDAR FADIGA E
ACELERAR RECUPERACAO: CAPACIDADE DE PREVENIR OVERTRAINING?

Estudos investigando a relacdo do consumo de carboidrato peri-exercicio tem se
acumulado desde meados dos anos 20. Krogh e Lindhard (1920) foram os primeiros a
demonstrar a importancia do carboidrato como substrato energético durante o exercicio. Neste
estudo, os sujeitos relataram realizar o exercicio mais facilmente com uma dieta hiperglicidica
comparada a uma hiperlipidica, além de demonstrarem maior quociente respiratdrio durante a
sessdo de exercicios. Em 1923, Levine, Gordon e Derick (1924) observaram gue maratonistas
apresentaram niveis glicémicos reduzidos ao final da corrida, sugerindo que estes baixos
niveis tinham relacdo com a fadiga. Mais recentemente, por volta dos anos 80, outros estudos
(BONEN et al., 1981; FELIG et al., 1982) vieram a ratificar o papel dos carboidratos como
recurso ergogénico na pratica desportiva. Desde entdo, o uso de carboidratos para atletas
tornou-se pratica comum, especialmente em modalidades de endurance (JEUKENDRUP,
2004).

Os efeitos benéficos da suplementacdo de carboidratos no exercicio podem ser
decorrentes de diversos mecanismos, podendo-se citar: atenuacdo da fadiga central, melhora
do metabolismo do glicogénio e manutencdo das taxas de oxidacdo de carboidratos, alteracdo
dos niveis de metabolitos musculares, reducdo do dano muscular, inibicdo da
imunossupressdo e maior ressintese de glicogénio (BETTS; WILLIAMS, 2010; KARELIS et
al., 2010; KREIDER et al., 2010). Assim, € natural inferir que a utilizacdo de carboidratos no
contexto da atividade fisica possa ser estratégia nutricinal relevante na melhora da resposta
adaptativa a periodos de treinamento intenso, como em situagfes de OT. No entanto, embora
carboidratos influenciem estes fatores que, coincidentemente ou ndo, estdo envolvidos na
etilogia do OT, até 0 momento nenhum estudo testou a influéncia dos carboidratos nestes
mesmos parametros diante de protocolos que induziam OT em animais ou em humanos que
estavam em estado de OT.

Atenuacdo da Fadiga Central: diversos fatores parecem estar envolvidos na prevencéo
da fadiga central com a ingestdo de carboidratos, s@o eles: interferéncia na via do triptofano,
prevencdo da hipoglicemia, melhora da cognigdo e estimulo sobre 0 SNC. A suplementacdo
de carboidratos inibiria o surgimento da fadiga central pelo efeito inibitério da liberagdo de
acidos graxos livres na corrente sanguinea em exercicios de longa duracdo. Uma vez que estes
acidos graxos se ligam a albumina (que também transporta o triptofano), haveria um aumento

das concentrac@es de triptofano livre (pela competicdo com os sitios de ligacdo a albumina) e
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consequente maior conversdo em serotonina no SNC. Decorrente do estimulo a secregédo de
insulina, e concomitante inibigc&o da secrecdo de cortisol e catecolaminas, a suplementagéo de
carboidratos manteria parte do triptofano ligado a albumina, incapaz, dessa maneira, de
ultrapassar a barreira hemato-encefalica (CURZON; FRIEDEL; KNOTT, 1973; DAVIS;
BAILEY, 1997). Ora, como ja relatado anteriormente, atletas em OT sdo sujeitos a
apresentarem baixos niveis séricos de triptofano e, consequentemente, baixos niveis de
serotonina no SNC, com suas repercussdes negativas inerentes. Podemos conjecturar que,
minimizando esses efeitos agudos dentro de um programa de treinamento fisico extenuante se
utilizando de estratégias nutricionais, ou seja a reducao gradativa e cumulativa do triptofano
sérico e consequentemente de serotonina no SNC, poderiamos prevenir ou retardar o
surgimento desta sindrome.

Niveis circulantes de glicose parecem ser a principal fonte de energia para 0 SNC
durante o exercicio, e que seu suprimento continuo seria necessario para a funcdo de
recrutamento da musculatura esquelética (PARDRIDGE, 1983; DALSGAARD; SECHER,
2007). Os achados de Koslowski, Brzezinska, Nazae (1981) confirmaram esta premissa. Em
seu estudo, observaram que a manutencdo do fornecimento de carboidrato ao cérebro
possibilitou um estimulo neural adequado aos musculos. Outros estudos, como o de Nybo
(2003), confirmam estes achados. No entanto, outros autores ndo obtiveram os mesmos
resultados. Felig, cherif, Minagawa (1982) ndo constataram diferencas entre 0s grupos
placebo e carboidrato no que se refere ao tempo de exaustdo no exercicio, nem tdo pouco na
percepcao subjetiva do esfor¢o. Horowitz e Coyle (1993) e Claassen, Lambert e Bosch (2005)
também falharam em observar relacdo entre manutencdo da glicemia e melhora do
desempenho. Assim, hipoglicemia parece nao ser necessariamente um mecanismo gerador de
fadiga e que a manutencdo da glicemia com a ingestdo de carboidrato pode ndo ser um
potencial mecanismo para melhora do desempenho no exercicio JEUKENDRUP, 2004).

Diversos outros estudos investigaram se a capacidade cognitiva de atletas era alterada
com a ingestdo de carboidratos (HOROWITZ; COYLE, 1993; CLAASSEN; LAMBERT;
BOSCH, 2005; WINNICK; DAVIS; WELSH, 2005). Basicamente, apds uma sessao
extenuante de exercicios, 0s sujeitos dos estudos realizavam alguns testes de cogni¢do. Em
todos eles, melhores tempos de reacdo e percepc¢éo subjetiva do esfor¢o foram obtidos. Dessa
forma, estes autores demonstraram que a ingestdo de carboidrato melhora a fungéo cognitiva

de atletas. No entanto, se esta melhora pode significar ganhos na performance, ou melhor



28

adaptacdo a um programa de treinamento fisico extenuante como no OT, é algo que a
literatura prévia ndo é capaz de atestar.

Outro ponto interessante do uso de carboidratos como recurso ergogénico atuando a
nivel central € com o enxague bucal. Alguns ensaios tem demonstrado efeito ergogénico com
esta manobra (CARTER; JEUKENDRUP; JONES, 2004; POTTIER; BOUCKAERT; GILIS,
2008; CHAMBERS; BRIDGE; JONES, 2009). Segundo os autores destes estudos, a melhora
observada no desempenho dos atletas pode ser em decorréncia da presenca de receptores de
carboidrato na cavidade oral que possuem a capacidade de aumentar a estimulacdo nervosa
relacionada a motivacdo. Chambers, Bridge e Jones (2009) demonstraram que esta manobra
pdde aumentar a performance devido a ativacdo de certas regiGes do cérebro envolvidas com
recompensa e controle motor.

Metabolismo do Glicogénio e Manutencdo da Oxidacéo de Carboidratos: em meados
dos anos 80, Coyle et al. (1986) hipotetizaram que a manutencdo da oxidacao de carboidratos
durante exercicios prolongados e/ou intensos poderia explicar o aumento da performance com
a suplementacdo de carboidratos. A medida que estudos posteriores foram acontecendo,
observou-se que a utilizacdo de carboidratos foi capaz prorrogar a fadiga de 30 a 60 minutos,
havendo reducdo da utilizacdo de glicogénio muscular em torno de 20% a 28% (TSINTZAS;
WILLIAMS, 1998) e foi associado com melhor manutencdo da oxidagdo de carboidratos
quando o glicogénio muscular estava reduzido (TSINTZAS; WILLIAMS, 1998).

Tem-se demonstrado que a suplementacdo de carboidratos € capaz de poupar o
glicogénio hepatico. Este é constantemente regulado, garantindo um constante fornecimento
de glicose na presenca ou auséncia de carboidrato exdgeno. Embora haja maior oxidagéo de
carboidratos com o maior consumo deste, ha reducdo da producdo enddgena (por meio de
glicogendlise e gliconeogénese hepatica) (KANG; ROBERTSON; DENYS, 1995). Alguns
estudos reportam que com o consumo de elevadas quantidades de carboidratos a produgéo
hepatica de glicose retorna a seus niveis basais (HOWLETT et al., 1998), enquanto outros
observaram completa inibicdo deste processo metabélico (JEUKENDRUP et al., 1999). Este
efeito benéfico da suplementacdo denota que havera carboidrato disponivel nos momentos
criticos do exercicio fisico, como na reta final de uma maratona (TSINTZAS; WILLIAMS,
1998). Assim, ao poupar as reservas energeticas enddgenas, a suplementacao de carboidratos
previne e retarda o desgaste metabolico ao qual atletas em competi¢cdes/treinamentos
desgastantes estdo sujeitos. Consequentemente, atletas em risco de desenvolvimento de OT

seriam beneficiados.
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Deve-se ressaltar, entretanto, que o aumento da oxidacéo de carboidratos e diminuicdo
da deplecéo de glicogénio ndo podem ser considerados como a Unica razdo da capacidade de
manutencdo ou desenvolvimento de forca durante o exercicio. O fon Ca®* pode estar
relacionado aos mecanismos associando disponibilidade de glicogénio e performance no
exercicio (KARELIS et al., 2010).

Metabolitos Musculares: De acordo com Allen et al. (1992), Fi parece desempenhar
papel central no desenvolvimento da fadiga. A suplementacdo com carboidratos poderia,
entdo, estar associada com mudancgas nas concentracBes de metabdlitos na fibra muscular
(TSINTZAS; WILLIAMS, 1998). No estudo de Tsintzas e Williams (1998), houve aumento
da performance de corrida com a suplementacdo de carboidrato, sendo este aumento
associado com a atenuacdo do decréscimo dos niveis de PCr. Resultados semelhantes foram
encontrados por (MCCONELL et al., 2000). Estes ainda verificaram que a suplementacdo de
carboidratos atenuou o acimulo de aménia, outro metabolito associado com o surgimento da
fadiga. Bowtell; Gelly e Jackman (2000) sugerem que a causa da fadiga muscular pode ser
decorrente de um insuficiente fornecimento de substrato (Acetil-CoA) para o Ciclo
Tricarboxilico ou limitagcBes desse ciclo devido a contragcfes reduzidas de seus intermediarios.
Yan, Spencer e Katz (1992) observaram os efeitos da suplementacdo de carboidratos nos
niveis de intermediarios do Ciclo Tricarboxilico. Nesse estudo, houve aumento da
performance, sendo esta melhora positivamente associada com a manutengdo dos
intermediarios.

Estes diversos estudos nos ddo embasamento tedrico para afirmar que a suplementacéo
de carboidratos melhora as respostas adaptativas ao treinamento, uma vez que diversos
aspectos bioguimicos foram positivamente afetados, e que estes achados podem ser
extrapolados para o contexto do OT.

Reduc¢do do dano muscular: o dano muscular induzido pelo exercicio e a dor muscular
de inicio tardio (DMIT) sdo duas respostas naturais a pratica de atividade fisica. Diversas
teorias explanatorias desses fenémenos ja foram promulgadas e refutadas; atualmente, aceita-
se que esses dois fendnmenos sdo decorrentes da geragdo de lesdo muscular pela prépria
mecanica do exercicio (como nos casos de exercicio com alto componete excéntrico) e pela
lesdo muscular induzida por inflamacéo (que esta associada a proteolise mediada pelo Ca) e
ativacdo de radicais livres (MITCHELL, 2013). Espera-se que atletas em OT apresentem
indicios de dano muscular acentuado, pelo contexto inflamatorio e de estresse oxidativo que

estdo inseridos. Diversos marcadores indiretos de lesdo muscular, como CK, lactato
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desidrogenase (LDH) e mioglobina, tem sido usados para demonstrar este fenbmeno. A
suplementacdo de carboidratos seria capaz de minimizar as lesdes musculares pelos efeitos
metabolicos decorrentes de sua ingestdo, principalmente relacionados aos niveis de insulina.
Este hormonio, principalmente no momento pos-exercicio, parece melhorar o balango
proteico, uma vez que, por seus efeitos anabolicos, suprime a degradagdo proteica induzida
naturalmente pelo exercicio (COCKBURN et al., 2008). Novamente, estes fatores s&o
promulgados para atletas que ndo sofrem de OT. Se a suplementacdo deste composto
nutricional é capaz de minimizar e/ou prevenir o surgimento deste estado, é algo que a
literatura prévia ndo demonstrou.

Prevencdo da imunossupressao: a suplementacdo de carboidratos pode ser efetiva na
reducdo da imunossupressdo induzida por exercicios, estresse oxidativo e dano muscular
(MCANULTY et al., 2007; NIEMAN, 2007). Durante o exercicio extenuante, como em casos
de OT, a elevada producdo de citocinas inflamatdrias se relaciona a fadiga e dano muscular,
estando associada com diminui¢cdo da producdo de forca e aumento do estresse oxidativo
(SMITH, 2000). A ingestdo de carboidrato tem a capacidade de reduzir o estresse oxidativo
por diminuir a resposta hormonal de estresse ao exercicio. EXxistem diversas provaveis
associacOes entre aumento do estresse oxidativo e perfil hormonal. Um delas seria que as
catecolaminas, elevadas em condi¢des extremas, podem se auto-oxidar, gerando mais EROS.
Além disso, altas concentracfes de catecolaminas também tém se mostrado como capazes de
aumentar a liberacdo de superdxido (pré-oxidante) pelos neutréfilos (RAMEL; WAGNER,;
ELMADFA, 2004).

Outra possibilidade € que altas concentragdes de cortisol podem reduzir
significativamente a glutationa, substrato importante na defesa antioxidante. Walther (2004)
constatou que o tratamento de linhagens de células de pulméo com glicocorticéides baixou os
niveis intracelulares deste antioxidante. Embora o mecanismo ndo possa ser definido,
observou-se também que a glutationa redutase foi atenuada e a capacidade de ressintese da
glutationa foi inibida. Scharhag et al. (2006a) verificaram reducdo do estresse metabdlico,
evidenciado por menores indices de Proteina C Reativa, Interleucina — 6 e cortisol, com a
suplementacdo de carboidratos durante exercicios de longa duragcdo. Outros autores, como
Mcanulty et al. (2007), observaram diminuicdo do estresse oxidativo. Dessa maneira, a
suplementacdo de carboidratos no contexto do exercicio fisico seria capaz de reduzir o
estresse oxidativo através de diversos mecanismos, como através da reducdo dos produtos de

auto-oxidacdo de catecolaminas, no aumento da glutationa celular e na diminuicdo de
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citocinas inflamatdrias e de resposta imunitéria. Pelo fato de atletas em OT tenderem a
apresentar nives elevados de hormonios catabdlicos (principalmente cortisol) e reduzidos de
horménios anabdlicos (testosterona), abre-se a possibilidade da suplementacdo de
carboidratos no contexto do exercicio ser benéfica pra atletas no contexto do OT. Esta
premissa até o presente momento néo foi testada.

Ressintese de glicogénio: exercicios intensos e/ou de alto volume sdo possiveis
principalmente devido aos estoques enddgenos finitos de carboidrato, principal substrato
energético de mamiferos. A medida que estes exercicios se tornam mais freqilentes e intensos
ao longo do dia/treinamento, a fadiga muscular vem a acontecer pela redugéo destes estoques,
tanto a nivel hepéatico como muscular (JEUKENDRUP, 2011). Dessa maneira, iniciar o
exercicio/treino com estoques adequados de carboidrato torna-se imprescindivel para a
manutencdo da performance.

Neste contexto, uma melhor recuperacdo pos-exercicio com a suplementacdo de
carboidratos, no tocante a maior eficiéncia da ressintese de glicogénio muscular, é pratica
necessaria e recorrente para possivel prevencdo do OT, caracterizado como um estado onde a
tolerancia ao exercicio fisico continuo e frequente é reduzida. Diversos autores reportam que
0 montante de carboidrato, bem como o tipo e o timing de consumo, além da presenca de
outros macronutrientes, sdo moduladores desta ressintesse de glicogénio (KARELIS et al.,
2010). Diversos estudos, em diferentes modalidades esportivas como futebol, corrida e
cickismo (MCANULTY et al., 2007a; SKILLEN et al., 2008; VANDENBOGAERDE;
HOPKINS, 2011; RUSSELL; BENTON; KINGSLEY, 2012) observaram que sessdes
subsequentes de exercicio no mesmo dia, com intervalos menores que 8h entre sessdes de
treino, sdo realizados com maior eficiéncia, comprovados por menor percep¢do do esforgo,

fadiga retardada e menores niveis de horménios catabolicos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados 32 ratos machos adultos jovens da linhagem Wistar (Rattus
norvegicus, variedade abinus), com 12 semanas de vida, provenientes do biotério “Prof. Dr.
Thomas Georgel” do Centro de Biotecnologia (CBiotec) da Universidade Federal da Paraiba
(UFPB). Eles foram divididos em trés grupos:

- Controle (sedentéario (C)), n = 9;

- Grupo exercicio sem suplementacdo (EX), n = 10;

- Grupo exercicio suplementado apenas com carboidrato (EX-CHO), n =13;

Os animais foram mantidos sob condic¢des padrdes de iluminacéo (ciclo claro/escuro,
12/12 horas), temperatura de 22 + 1° C e umidade de 65% (MERUSSE; LAPICHIK, 1996) e
mantidos em gaiolas coletivas em grupos de cinco. Eles receberam diariamente agua e racdo
ad libitum. Utilizou-se a racdo comercial Labina® Purina e &gua destilada durante todo o
periodo do estudo. A partir da 82 semana de treinamento, foi adicionada uma suplementacéo
de carboidrato a dieta do grupo experimental. Os procedimentos adotados estiveram de acordo
com os principios de manuseio e cuidado com animais de laboratorio preconizados pelo
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), sendo aprovado pelo Comité de
Etica no Uso de Animais (CEUA) — UFPB sob protocolo de n° 1303/12.

3.2 DESENHO EXPERIMENTAL

A partir da 122 semana de vida, 0s animais foram expostos a um protocolo de
treinamento fisico de corrida em esteira, adaptado de Hohl et al. (2009), constituido de duas
semanas de adaptacdo mais onze semanas de treinamento regular. A partir 8 semana, 0
treinamento sofreu um aumento brusco no volume, de modo a induzir OT nos animais.
Quando desta mudanca nas cargas de treino, o grupo experimental passou a receber doses
diarias de carboidratos. Testes de performance foram realizados antes, apos 8 semana e no
final do protocolo de treinamento. No final do protocolo de inducéo de OT, ratos de todos 0s
grupos foram sacrificados para posterior analise de estresse oxidativo (MDA), marcadores de

dano muscular (CK), horménios testosterona e cortisol e atividade molecular das enzimas
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Fosfatidil inositol 3 Quinase (P13-K), Proteina Kinase B (Akt-1), Mammalian Target of
Rapamycin (MTOR) e Glicogénio Sintase Quinase 3 (GSk-3). A figura 3 esquematiza este

protocolo experimental.

Ratos Iniciais n=40
Testes Semanas
|
Periodo de Adaptagdo
e Selecdo dos animais
[ | Pr] =ge—

R
atos co’rrf recusa Ratos Corredores (n=32)
ao exercicio (n=8) | 134

| Divisio dos Grupos |

I_cJ [l:Zl | EX-CHO I Pr2 = -9

Sacrificio 11
Pr3

Figura 3 — Fluxograma dos testes de performance e semanas de treinamento do protocolo de
inducdo de OT. Linhas pontilhadas: sacrificio dos ratos para coleta de sangue e amostras dos
orgdos. Pr: Performance dos ratos; C: grupo sedentario; EX: grupo exercicio sem
suplementacdo; EX-CHO: grupo exercicio com carboidrato.

3.3 PROTOCOLO DE ADAPTACAO

Antes do inicio do protocolo de exercicios para inducdo de OT, os ratos tiveram duas
semanas de adaptacdo a gavagem e corrida em esteira. Nestas semanas, realizou-se a selegdo
dos animais aptos ao protocolo de corrida. Para tanto, os animais foram sujeitos a corrida
durante 10min/dia numa velocidade de 12m/min. Foram avaliados segundo a escala descrita
por Lira et al. (2010). De acordo com esta, os animais foram ranqueados, diariamente, de
acordo com os seguintes critérios: 1) refuta a corrida; 2) abaixo do corredor médio (corre e
para; corre na direcdo errada); 3) corredor médio; 4) acima do corredor médio (corre
constantemente, ocasionalmente correndo abaixo da velocidade da esteira); 5) bom corredor
(consistentemente acima da velocidade da esteira). Animais com média de 3 ou mais (n = 32)
foram incluidos no estudo, enquanto os demais (com média abaixo de 3, n=8) foram excluidos

do experimento.
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3.4 PROTOCOLO DE TREINAMENTO

O protocolo de treinamento iniciou logo na semana seguinte a adaptacdo e foi
dividido em trés fases, conforme apresentado na tabela 1. A primeira, fase de treinamento |
(T1), consistiu de quatro semanas de treinamento com velocidade de corrida de 15 a 25
m/min. Na fase de ao treinamento Il (T2), a velocidade de corrida e o tempo alcancados ao
final da T1 foram mantidos por quatro semanas. T1 e T2 foram realizados no horario
compreendido entre 13h e 17h, com uma sessdo diéria e intervalo de 24h entre as sessdes. A
terceira e Ultima fase de treinamento teve duracdo de trés semanas e se caracterizou por um
aumento na frequéncia de treinamento para até quatro sessdes diarias conforme mostrado na
tabela 1. Em funcdo do aumento no nimero de sessdes diarias, o tempo de recuperagdo entre
as sessoes foi reduzido para 4, 3 e 2h, respectivamente. T3x e t4x foram realizados entre 10h e
17h. O volume de treinamento, em minutos, foi quantificado individualmente em cada sesséo

de treinamento.

Tabela 1 — Protocolo de Treinamento. Adaptado de Hohl et al. (2009).

Semana Frases de Velocidade de Tempo de NuUmero de Recuperacéo
Experimental ~ Treinamento Treinamento Treinamento sessdes entre sessdes (h)
(m-min) (min) diarias
1 T1 15 20 1 24
2 T1 20 30 1 24
3 T1 22,5 45 1 24
4 T1 25 60 1 24
5-8 T2 25 60 1 24
9 T2x 25 60 2 4
10 T3x 25 60 3 3
11 T4x 25 60 4 2

3.5 TESTES DE PERFORMANCE

Os testes para avaliacdo da performance foram realizados durante trés ocasides (ap0s
o0 periodo de adaptacao e apds a 8?2 e 112 semanas de treinamento). Os testes foram realizados

48h apds da Ultima sessdo de treinamento da semana (entre 13h e 17h). Os ratos continuaram
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o0 treinamento apds 48h de descanso para permitir a recuperagdo antes do inicio da préxima
semana de treinamento.

Os testes de performance iniciaram com 0s animais correndo numa esteira sem
inclinacdo com uma velocidade inicial de 12 m/min durante cinco minutos. Logo apds, a cada
3min a velocidade aumentou em 2m/min até a exaustdo. A exaustdo foi definida quando os
animais ndo conseguiram manter a velocidade, mesmo depois de incitados trés vezes pelos
pesquisadores.

Para quantificar o desempenho foi utilizada a equacao descrita por Hohl et al. (2009).
Considerando-se todas as forgas proporcionais ao Peso Corporal e todas as velocidades
proporcionais a velocidade de corrida, energia mecanica torna-se proporcional a velocidade x
massa. Tal suposicdo permite o desempenho do rato a ser medido através de uma quantidade

que ¢ proporcional a trabalho mecanico, ou seja, for¢a x duragdo, como mostrado na equacéo.

Pr=XPri=XmViTi=X mDi=mD

onde: Pr representa o desempenho do rato; Pri é o desempenho do rato em cada etapa, m € a
massa corporal; Vi é o velocidade de estagio; Tj é o tempo de corrida em cada estagio; Di é a
distancia alcancada no estagio, e D € a distancia total percorrida pelo rato durante o teste.
Neste trabalho, Pr sera expressa em quilogramas-metros (kg.m).

3.6 PROTOCOLO DE SUPLEMENTACAO

As solucdes utilizadas no estudo foram preparadas diariamente no Laboratério de
Nutricdo Experimental, do Departamento de Nutri¢do, da Universidade Federal da Paraiba.

A partir da 8% semana de treinamento, a suplementacdo foi realizada antes e
imediatamente apos a sessdo de exercicios. Os animais foram suplementados por meio de
gavagem com volume de 1,0 mL/100g de peso corpdreo, como descrito por Morifuji et al.
(2010) e Morifuji et al. (2011). A proporcdo de 30% de carboidrato foi obedecida no grupo
experimental. Nas duas ultimas semanas do protocolo de exercicios a suplementacdo foi

realizada antes e apds a 12 e 3? sessoes didrias.
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3.7 CONSUMO ALIMENTAR

O consumo alimentar foi calculado semanalmente, no mesmo dia e horéario, sendo
representado pela diferenca, em gramas, entre o alimento oferecido e o residual. Para essa
determinacdo foi utilizada a formula: consumo = quota oferecida — rejeito limpo.
Considerando-se rejeito sujo o alimento que ndo foi ingerido e ficou na area externa do

comedouro, e rejeito limpo o alimento que ndo foi ingerido e permaneceu na area interna.

3.8 AVALIACAO DA MASSA CORPOREA E CONTROLE DO CONSUMO DE RACAO

A massa corpérea dos animais foi verificada duas vezes por semana, no inicio e fim
das semanas de experimento antes das sessdes de treinamento, onde utilizou-se balanca
analitica (Mettler, Suica) — precisdo: 0,1 g, capacidade maxima: 2610g. O controle do
consumo da racao foi realizado nos mesmos dias, pesando-se na mesma balanga a sobra da
racao, e subtraindo da quantidade que foi estipulada a ser colocada como padrdo, obtendo-se o
consumo total por gaiola. Posteriormente foi calculada a média de consumo por animal.

No dia do sacrificio os animais foram pesados previamente para a compara¢do com

seus valores respectivos de gordura visceral extraidos no momento do sacrificio.

3.9 SACRIFICIO DOS ANIMAIS

Passado o periodo experimental, 36h apds o dltimo teste de performance, e em jejum
de 12h, os animais foram anestesiados com quetamina (75mg/kg) associado com xilazina
(20mg/kg), por via intraperitoneal. Posteriormente os animais foram sacrificados por
exsanguinamento, de acordo com o0s principios éticos do Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal (COBEA).

3.10 COLETAS SANGUINEAS

O sangue foi retirado por puncdo cardiaca com seringa de 10 mL e agulha 25x7,
sendo o material acondicionado em tubos para sorologia contendo ou ndo EDTA. Em seguida,
as amostras foram centrifugadas a 3.000 rpm por 15 minutos. As dosagens bioguimicas foram

realizadas no soro para: Creatina Kinase (CK), testosterona e cortisol; no plasma:
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Malondialdeido (MDA). As amostras foran centrifugadas imediatamente apds a coleta e

refrigeradas a -80° C até a anélise.

3.10.1 Creatina Kinase (CK)

Utilizou-se um kit comercial, (Labtest, Minas Gerais, Brasil). Um volume de 10 ul de
plasma foi adicionado a 1 ml do reagente de trabalho, conforme instrucGes do Kit, e a leitura

foi feita em um espectrofotbmetro, modelo SP 22, a um comprimento de onde de 340 nm.

3.10.2 Malondialdeido (MDA)

A atividade oxidante foi quantificada por meio da reacdo do &cido tiobarbitdrico
(TBARS) com os produtos de decomposi¢do dos hidroperoxidos. Para isto, 250 pl de amostra
foi adicionada a KCI e incubado em banho-maria a 37° por 60 minutos. Em seguida, a mistura
foi precipitada com &cido perclérico AA 35% e centrifugado a 14000 rpm por 10 minutos a
4°C . O sobrenadante foi transferido para novos ependorfs e adicionado 400ul de acido
tiobarbiturico a 0,6% e incubado a 95 — 100° C por 30minutos. Apo6s o resfriamento, o
material foi lido em espectrofotdmetro a um comprimento de onda de 532nm.

3. 10.3 Testosterona e cortisol

Testosterona total foi analisada pelo método quimioluminescéncia por meio do
analisador bioquimico automatico Elecsys 2010 (Roche).
Cortisol foi analisado pelo método eletroquimioluminescéncia por meio do

analisador bioguimico automatico Elecsys 2010 (Roche).

3.11 EXPRESSAO PROTEICA DE GSK-3, PI3 K, AKT-1, mTOR

O musculo gastrocnémio foi homogeneizado em tampéao de lise hipotdnico contendo
tampéo fosfato de potassio 50 mM (pH 7,0), sacarose 0,3 M, DTT 0,5 mM, EDTA 1 mM (pH
8,0), PMSF 0,3 mM, NaF 10 mM e coquetel de inibidor de protease e fosfatase (1:100). O
homogenato foi centrifugado por 10 minutos a 4°C com 12.000 rpm. O sobrenadante foi
transferido para tubos de 1,5 ml e a concentracdo de proteina das amostras foram analisadas
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por meio do método de Bradford (BRADFORT, 1976). As amostras foram armazenadas em
freezer -80°C até o momento da utilizacao.

Aliquotas do homogeneizado, 30 pg de proteina foram diluidas em tampado de
amostra (Tris-HCI1 pH 6,8 240 mM; SDS 0,8%; B-mercaptoetanol 200 mM; Glicerol 40% e
Azul de bromofenol 0,02 %). A andlise dos niveis protéicos foi realizada pela técnica de
western blotting. Para isso, foi utilizada a técnica de Eletroforese em Gel de Poliacrilamida
(SDS-PAGE, 6 - 12%: dependendo do peso molecular da proteina) (TOWBIN; STAEHELIN;
GORDON, 1992). Posteriormente, as proteinas foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose (Amersham Biosciences, NJ, EUA), do mesmo modo que foram separadas no
SDS-PAGE. As membranas foram coradas com Ponceau S, para a verificacdo das bandas
protéicas obtidas pela eletroforese.

Apds incubada com caseina, a membrana de nitrocelulose foi incubada com o
anticorpo primario. Depois de lavar a membrana para remover o anticorpo ndo ligado, ela foi
exposta ao anticorpo secundario conjugado a horseadish peroxidase (HRP), direcionado a
porcdes espécies-especificas do anticorpo primario. Foram utilizados como anticorpos
priméarios o PI3K pll0alfa (Rabbit polyclonal, 1:1000, Santa Cruz, CA, EUA), Aktl(Rabbit
polyclonal, 1:1000, Santa Cruz, CA, EUA), p-Akt1(Ser473) (Rabbit polyclonal, 1:1000, Santa
Cruz, CA, EUA), eNOS (Rabbit polyclonal, 1:1000, Santa Cruz, CA, EUA), mTOR (Rabbit
polyclonal, 1:1000, Cell Signaling Tech., MA, EUA), p-mTOR (Ser2448) (Rabbit polyclonal,
1:1000, Cell Signaling Tech., MA, EUA), GS3Kb (Rabbit polyclonal, 1:1000, Cell Signaling
Tech., MA, EUA), p-GS3Kb (Ser9) (Rabbit polyclonal, 1:1000, Cell Signaling Tech., MA,
EUA). Em seguida as mesmas foram lavadas 3x10 min com TBS-T, incubadas por 2 horas
com o0s anticorpos secundarios (todos anti-rabbit; Amersham Biosciences, NJ, EUA)
conjugados a peroxidase. Posteriormente o complexo foi detectado mediante reacdo de
guimiluminescéncia (ECL) e os blots foram visualizados e quantificados (nimero de pixels)
pelo sistema Scion Image, fornecido gratuitamente pela NIH (EUA) via internet. O
gliceroldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) foi utilizado como normalizador.

3.12 ANALISE ESTATISTICA
Os dados foram apresentados como média e desvio padrdo da média. Realizou-se

inicialmente o teste de Shapiro-Wilks para verificar normalidade dos dados e diferencas entre
os desvios padrBes das variaveis. Os dados considerados normais, utilizou-se o teste de



39

andlise de variancia (ANOVA) para comparar diferencas entre 0s grupos, com o uso post hoc
de Tukey. Para as variaveis ndo-paramétricas, utilizou os testes de Dunn. Adotou-se nivel de
confianca de 5% (p<0,05) para todos os testes. Estes procedimentos foram realizados no
software Instat 3.0.1 (Graph Pad Insta, San Diego, CA, USA).
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ANEXO A - Composicéo da ragdo comercial Labina®
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Vitamina A 20000UT
Vitamina Ds 6000 UL
Vitamina E 30 UI
Vitamina K 6 mg Umidade (méx.) 13%
V?tamllna B 10 pg Proteina (min.) 23%
Vitamina B, § mg Extrato Etéreo (min.) 2.5%
Pantotenato de Calcio 24 mg Matéria Fibrosa (méx ) 9 0%
Nliaci.n,a 95 mg Matéria Mimneral (max ) 8.0%
Tramina 4 mg Céleto (méx.) 1.8%
Colina 2000 mg Fosforo (min.) 0.0%
Piridoxima 6 mg
Biotina 0.1 mg ) . * ,
Acido Folico 0.5 me Composigdo Basica "t Milho,
Maneanss 50 me Farelo de Trigo, Farelo de Soja,
Todo 2 me Farinha de Carne, Farelo de Arroz
Ferro 65 meo cru, Carboneto de Céleto, Fostato
7000 35 me gicélcico. Sal, Pré-mix.
Cobre 26 mg " Segundo Purina do Brasil
Antioxidante 100 me
Composicao Padréao*
Carboidratos (g) 7,75
Lipidios (g) 0,8
Caseina -
Glutamina -
Proteinas (g) 4,6
Probidticos (coldnias) 0
Calorias (Kcal) 56
Peso Total (g) 20

Rac&o Labina, Purina, S&o Paulo



ANEXO B - Composic¢do do Suplemento Dextrose

INFORMACAO NUTRICIONAL

Quantidade por porcdo - 50g do pé VD % (*)
Valor Energético 191 keal 10
Carboidratos 43 a 16
Proteina 0 0
Gorduras Totais 0 ¥
Gorduras Saturadas 0 0
Gorduras Trans 0 0

Fibra Alimentar 0 0

Sodio 90 mg -
Cloreto 135 mg =€

(*) % Valores Didrios de Referéncia com base em uma dieta de 2000 kcal ou
8400 kJ. Seus valores didrios podem ser maiores ou menores dependendo de
suas necessidades energéticas. (**) Aminoacidos de cadeia ramificada (BCAA).
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ANEXO C - Composigéo do Suplemento Whey Protein Isolada

Informacgao Nutricional

Por porgédo de 69g (1 colher)

6g %VD(*) 1009 %\VD(*)

Valor Energético 22 Kcal = 92K] 1 366 Kcal = 1537 K| 18
Carboidratos Og 0 Og 0
Proteinas 5,59 7 92q 23
Gorduras Totais Og 0 Og 0
Gorduras Saturadas Og 0 Og 0
Gorduras Trans Og - Og

Fibra Alimentar Og 0 Og 0
Sadio 12mg 1 200mg 8

*% Valores Didrios com base em uma dieta de 2 .000Kcal. Seus Valores didrios podem ser
maiores ou menares dependendo de suas necessidades energeticas.
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RESUMO

Introducdo: A capacidade ergogénica dos carboidratos é bem demonstrada para retardar
fadiga e acelerar recuperacdo em sessdes Unicas de exercicios, mas ndo em resposta a
programas de treinamento fisico. Objetivo: verificar se a suplementacdo de carboidratos é
capaz de prevenir overtraining (OT) em ratos Wistar. Materiais e Métodos: Animais foram
submetidos a 11 semanas de treinamento de corrida em esteira, sendo as 3 ultimas semanas
destinadas a induzir estado de OT, tendo um grupo suplementado (EX-CHO; n=13) e outro
sem suplementacdo (EX; n=10). Outro grupo permaneceu sedentario (C; n=9). Testes de
performance (Pr) foram realizados antes da 1* semana (Prl) e ao término da 8 (Pr2) e 112
(Pr3). Consumo alimentar, peso corporal, niveis de testosterona, cortisol, Malondialdeido
(MDA), Creatina Kinase (CK) e atividade das enzimas PI13-K, Akt-1, mTOR e GSK-3 foram
mensuradas. Resultados: Ocorreu reducdo do desempenho em Pr3 em relacdo ao Pr2
(p>0,05), mas apenas no grupo ndo suplementado (EX). Estes animais apresentaram reducéo
do consumo alimentar, sendo que EX-CHO manteve a mesma ingestdo (p>0,05).
Adicionalmente, EX-CHO terminou o protocolo com peso do gastrocnémio maior que C
(p=0,02), sem que o mesmo tenha ocorrido em EX. O protocolo de treinamento promoveu
diminuicdo da testosterona (p=0,001) e elevacdo de MDA (p=0,009) nos grupos exercicio em
relacdo a C, sem que a suplementacdo de carboidratos tenha influenciado estas variaveis
(p>0,05). A atividade da Akt-1 apresentou-se maior apenas em EX-CHO comparado a C
(p=0,013), enquanto mTOR né&o diferiu entre os grupos (p>0,05). Conclusédo: suplementacao
de carboidratos promove discreta atenuacdo na queda da performance, inibicdo da anorexia e
aumento da massa muscular em animais submetidos a protocolo de OT. Este ganho muscular
foi acompanhado pela maior atividade do sinalizador molecular anabdlico e anti-catabélico
Akt-1. Por outro lado, ndo preveniu alteragdes nos marcadores de OT estresse oxidativo,
perfil hormonal e dano muscular.

Palavras-chave: Carboidrato, Performance, Overtraining, Akt-1
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INTRODUCAO

A sindrome de overtraining (SOT) é fendbmeno cuja prevaléncia tem aumentado
entre atletas de alto rendimento [1,2]. Estima-se que os sintomas de SOT ja chegaram a
atingir, em algum momento da carreira profissional, 37% de atletas de elite de diversas
modalidades [3], 65% dos corredores de longa distancia [4], 50% dos jogadores de futebol
semi-profissional e 21% dos nadadores da equipe nacional australiana [2].

E caracterizada por uma diminuicdo de desempenho [2,5,6], podendo perdurar por
semanas ou até meses, mesmo ap0s descanso [7]. E resultante de um desbalango entre um
excesso de treinamento com inadequada recuperacdo e/ou nutricdo [8-10]. Fisiologicamente
ocorrem perturbacfes bioquimicas, imunoldgicas, hormonais e psicoldgicas sem, entretanto,
apresentar um unico fator causal nem ferramenta diagnostica definitiva [5,9,11,12].

Considerando que a alimentacdo é fator importante na etiologia do overtraining
(OT), seu principal aspecto relacionado a préatica de exercicios é a capacidade dos nutrientes
de promover efeitos ergogénicos capazes de acelerar a recuperacdo entre as sessdes de
treinamento [13]. Neste sentido, a utilizacdo de recursos nutricionais com esta finalidade
ergogénica tem crescido consideravelmente [14,15].

Embora a real necessidade da suplementacdo nutricional seja tema controverso na
literatura atual, o valor ergogénico da suplementacdo de carboidratos é reconhecido pela
maioria dos pesquisadores como eficaz em retardar a fadiga em exercicios de resisténcia
[16,17], aumentar a taxa de ressintese de glicogénio [18] além de restaurar a capacidade fisica
mais rapidamente [16]. Este retardo da fadiga também foi confirmado em varias condigdes
especificas, como em exercicios aerobicos realizados sob calor [19,20], no retardo da fadiga
central [21,22], na recuperacdo apOs a sessdo de treinamento, bem como elevacdo da
insulinemia durante os exercicios [23]. Portanto existe consenso de que os carboidratos tem
capacidade ergogénia no exercicio fisico.

Sendo os carboidratos capazes de acelerar a recuperagdo pos-exercicio, este
fendmeno suporta as bases para sustentar a hipdtese de que varias sesses de treinamento
intenso seguidas deste estimulo a recuperacdo minimizaria ou evitaria o desenvolvimento do
processo de OT. No entanto, até 0 momento ndo é possivel atribuir aos carboidratos o que
seria esta nova capacidade ergogénica de prevenir o OT. Isto ndo € possivel porque os estudos
gque mostram mais rapida recuperacao pds-exercicio foram feitos com base um uma Unica ou

poucas sessoes [24].
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Além disso, os trabalhos existentes sdo restritos a sintese proteica muscular,
ressintese de glicogénio, aumento de desempenho e marcadores de catabolismo proteico bem
como de estresse oxidativo em resposta a diferentes formas de suplementacdo e protocolos de
exercicio, ndo sendo contemplados varios dos marcadores importantes relacionados ao OT
[18,25-29]. Até o presente momento, poucos estudos investigaram o efeito ergogénico do
carboidrato na prevengédo do OT, em ciclistas, corredores e atletas de badminton [30-32]. No
entanto, varios aspectos relevantes, como os moleculares, ndo foram explorados nestes
trabalhos. Apenas fatores fisioldgicos (frequéncia cardiaca), psicoldgicos, de ansiedade,
antropométricos e hematoldgicos (hemoglobina e cortisol) foram contemplados.

Diante disso, hipotetizamos que, em decorréncia dos diversos efeitos ergogénicos
dos carboidratos no contexto do exercicio fisico, sua utilizacdo € capaz de prevenir ou
minimizar o surgimento do estado de OT. Portanto, o objetivo do presente estudar é verificar
se a suplementacdo de carboidratos é capaz de prevenir ou minimizar o estado de OT em ratos
Wistar adultos machos, considerando aspectos bioquimicos, de estresse oxidativo, hormonais

e moleculares.

MATERIAIS E METODOS

Animais: foram utilizados 32 ratos machos adultos jovens da linhagem Wistar (Rattus
norvegicus, variedade abinus), com 12 semanas de vida, provenientes do biotério “Prof. Dr.
Thomas Georgel” do Centro de Biotecnologia (CBiotec) da Universidade Federal da Paraiba
(UFPB). Foram divididos em trés grupos: Controle sedentario (C), n = 9; Grupo exercicio sem
suplementacdo (EX), n = 10 e Grupo exercicio suplementado apenas com carboidrato (EX-
CHO), n =13. Os animais foram mantidos sob condi¢des padrbes de iluminagdo (ciclo
claro/escuro, 12/12 horas), temperatura de 22 + 1° C e umidade de 65% [33] e mantidos em
gaiolas coletivas em grupos de cinco. Eles receberam diariamente agua e racdo ad libitum. Os
procedimentos adotados estiveram de acordo com os principios de manuseio e cuidado com
animais de laboratério preconizados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA), sendo aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) — UFPB sob
protocolo de n° 1303/12.

Protocolo de adaptacéo: antes do inicio do protocolo de exercicios para inducdo de OT, os

ratos tiveram duas semanas de adaptagdo & gavagem e corrida em esteira. Nestas semanas,
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realizou-se a selecdo dos animais aptos ao protocolo de corrida. Para tanto, os animais foram
sujeitos a corrida durante 10min/dia numa velocidade de 12m/min. Foram avaliados segundo
a escala descrita por Lira et al. (2010)[34]. De acordo com esta, 0s animais foram ranqueados,
diariamente, de acordo com o0s seguintes criterios: 1) refuta a corrida; 2) abaixo do corredor
médio (corre e para; corre na direcdo errada); 3) corredor médio; 4) acima do corredor médio
(corre constantemente, ocasionalmente correndo abaixo da velocidade da esteira); 5) bom
corredor (consistentemente acima da velocidade da esteira). Animais com média de 3 ou mais
(n = 32) foram incluidos no estudo, enquanto os demais (com média abaixo de 3, n=8) foram

excluidos do experimento.

Protocolo de treinamento: o protocolo de treinamento iniciou logo na semana seguinte a
adaptacdo e foi dividido em trés fases, conforme apresentado na tabela 1. A primeira, fase de
treinamento | (T1), consistiu de quatro semanas de treinamento com velocidade de corrida de
15 a 25 m/min. Na fase de ao treinamento Il (T2), a velocidade de corrida e 0 tempo
alcancados ao final da T1 foram mantidos por quatro semanas. T1 e T2 foram realizados no
horario compreendido entre 13h e 17h, com uma sessdo diaria e intervalo de 24h entre as
sessdes. A terceira e Ultima fase de treinamento teve duracdo de trés semanas e se caracterizou
por um aumento na frequéncia de treinamento para até quatro sessdes diarias conforme
mostrado na tabela 1. Em funcdo do aumento no numero de sessbes diarias, o tempo de
recuperacdo entre as sessoes foi reduzido para 4, 3 e 2h, respectivamente. T3x e t4x foram
realizados entre 10h e 17h. O volume de treinamento, em minutos, foi quantificado

individualmente em cada sessao de treinamento.

Tabela 1 — Protocolo de Treinamento

Testes de Performance: Os testes para avaliacdo da performance foram realizados durante
trés ocasifes (ap0s o periodo de adaptacdo e apds a 8% e 112 semanas de treinamento). Os
testes foram realizados 48h ap6s da ultima sessdo de treinamento da semana (entre 13h e
17h). Os ratos continuaram o treinamento apds 48h de descanso para permitir a recuperagdo
antes do inicio da proxima semana de treinamento. Os testes de performance iniciaram com
0s animais correndo numa esteira sem inclinacdo com uma velocidade inicial de 12 m/min
durante cinco minutos. Logo ap6s, a cada 3min a velocidade aumentou em 2m/min até a

exaustdo. A exaustdo foi definida quando os animais ndo conseguiram manter a velocidade,
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mesmo depois de incitados trés vezes pelos pesquisadores. Para quantificar o desempenho foi
utilizada a equagéo descrita por Hohl et al. (2009)[35]. Considerando-se todas as forgas
proporcionais ao Peso Corporal e todas as velocidades proporcionais a velocidade de corrida,
energia mecanica torna-se proporcional a velocidade x massa. Tal suposi¢cdo permite o
desempenho do rato a ser medido através de uma quantidade que é proporcional a trabalho

mecanico, ou seja, for¢a x duracdo, como mostrado na equacao.

Pr=2Pri=XmViTi=X mDi =mD

onde: Pr representa o desempenho do rato; Pri € o desempenho do rato em cada etapa, m € a
massa corporal; Vi € o velocidade de estagio; Tj é o tempo de corrida em cada estagio; Di é a
distancia alcancada no estagio, e D €é a distancia total percorrida pelo rato durante o teste.

Neste trabalho, Pr serd expressa em quilogramas-metros (kg.m).

Figura 1 — Fluxograma dos testes de performance e semanas de treinamento do protocolo de
oT

Protocolo de Suplementacao: as solucGes utilizadas no estudo foram preparadas diariamente
no Laboratorio de Nutricdo Experimental, do Departamento de Nutricdo, da Universidade
Federal da Paraiba. A partir da 8 semana de treinamento, a suplementacéo foi realizada antes
e imediatamente apds a sessdo de exercicios. Os animais foram suplementados por meio de
gavagem com volume de 1,0 mL/100g de peso corporeo, como descrito por Morifugi et al.
(2010)[26] e Morifugi et al. (2011)[25]. A proporcao de 30% de carboidrato foi obedecida no
grupo experimental. Nas duas ultimas semanas do protocolo de exercicios a suplementagéo

foi realizada antes e ap0s a 12 e 32 sessOes diarias.

Sacrificio dos animais: passado o periodo experimental, 36h apds o ultimo teste de
performance, e em jejum de 12h, os animais foram anestesiados com quetamina (75mg/kg)
associado com xilazina (20mg/kg), por via intraperitoneal. Posteriormente os animais foram
sacrificados por exsanguinamento, de acordo com os principios éticos do Colégio Brasileiro
de Experimenta¢do Animal (COBEA).

Andlises bioquimicas: O sangue foi retirado por puncéo cardiaca com seringa de 10 mL e

agulha 25x7, sendo o material acondicionado em tubos para sorologia contendo ou néo
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EDTA. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 3.000 rpm por 15 minutos. As
dosagens bioguimicas foram realizadas no soro para: Creatina Kinase (CK), utilizando kit
comercial (Labtest, Minas Gerais, Brasil); testosterona e cortisol, pelo método de
quimioluminescéncia por meio do analisador bioquimico automatico Elecsys 2010 (Roche);
no plasma: Malondialdeido (MDA). As amostras foram centrifugadas imediatamente apds a
coleta e refrigeradas a -80° C até a analise.

Expressdo protéica de GSK-3, PI3-K, Akt-1, mTOR: O mauasculo gastrocnémio foi
homogeneizado em tampdo de lise hipotdnico contendo tampédo fosfato de potassio 50 mM
(pH 7,0), sacarose 0,3 M, DTT 0,5 mM, EDTA 1 mM (pH 8,0), PMSF 0,3 mM, NaF 10 mM
e coquetel de inibidor de protease e fosfatase (1:100). O homogenato foi centrifugado por 10
minutos a 4°C com 12.000 rpm. O sobrenadante foi transferido para tubos de 1,5 ml e a
concentracdo de proteina das amostras foram analisadas por meio do método de BRADFORD
(1976) [36]. As amostras foram armazenadas em freezer -80°C até o momento da utilizac&o.
Aliquotas do homogeneizado, 30 pg de proteina foram diluidas em tampao de
amostra (Tris-HCI1 pH 6,8 240 mM; SDS 0,8%; B-mercaptoetanol 200 mM; Glicerol 40% e
Azul de bromofenol 0,02 %). A andlise dos niveis protéicos foi realizada pela técnica de
western blotting. Para isso, foi utilizada a técnica de Eletroforese em Gel de Poliacrilamida
(SDS-PAGE, 6 - 12%: dependendo do peso molecular da proteina)[37]. Posteriormente, as
proteinas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Amersham Biosciences,
NJ, EUA), do mesmo modo que foram separadas no SDS-PAGE. As membranas foram
coradas com Ponceau S, para a verificacdo das bandas proteicas obtidas pela eletroforese.
Apos incubada com caseina, a membrana de nitrocelulose foi incubada com o
anticorpo primario. Depois de lavar a membrana para remover o anticorpo nao ligado, ela foi
exposta ao anticorpo secundario conjugado a horseadish peroxidase (HRP), direcionado a
porcdes espécies-especificas do anticorpo primario. Foram utilizados como anticorpos
primérios o PI3K pll0alfa (Rabbit polyclonal, 1:1000, Santa Cruz, CA, EUA), Aktl(Rabbit
polyclonal, 1:1000, Santa Cruz, CA, EUA), p-Akt1(Ser473) (Rabbit polyclonal, 1:1000, Santa
Cruz, CA, EUA), mTOR (Rabbit polyclonal, 1:1000, Cell Signaling Tech., MA, EUA), p-
MTOR (Ser2448) (Rabbit polyclonal, 1:1000, Cell Signaling Tech., MA, EUA), GS3Kb
(Rabbit polyclonal, 1:1000, Cell Signaling Tech., MA, EUA), p-GS3Kb (Ser9) (Rabbit
polyclonal, 1:1000, Cell Signaling Tech., MA, EUA). Em seguida as mesmas foram lavadas
3x10 min com TBS-T, incubadas por 2 horas com 0s anticorpos secundarios (todos anti-
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rabbit; Amersham Biosciences, NJ, EUA) conjugados a peroxidase. Posteriormente o
complexo foi detectado mediante reacdo de quimiluminescéncia (ECL) e os blots foram
visualizados e quantificados (numero de pixels) pelo sistema Scion Image, fornecido
gratuitamente pela NIH (EUA) via internet. O gliceroldeido-3-fosfato desidrogenase

(GAPDH) foi utilizado como normalizador.

Andlises Estatisticas: Os dados foram apresentados como média e desvio padrdo da média.
Realizou-se inicialmente o teste de Shapiro-Wilks para verificar normalidade dos dados e
diferencas entre os desvios padrdes das varidveis. Os dados considerados normais, utilizou-se
o teste de anéalise de variancia (ANOVA) para comparar diferencas entre 0s grupos, com 0 uso
post hoc de Tukey. Para as variaveis nao-paramétricas, utilizou os testes de Dunn. Adotou-se
nivel de confianca de 5% (p<0,05) para todos os testes. Estes procedimentos foram realizados
no software Instat 3.0.1 (Graph Pad Insta, San Diego, CA, USA).

RESULTADOS

Performance: os valores dos testes de performance (Pr) (Kg.m) dos animais estdo expressos
na figura 2. Observou-se uma melhora nos valores de performance de EX e EX-CHO no Pr2
em relagdo a Prl (p<0,001). No Pr3, houve decréscimo nestes grupos quando comparados aos
seus respectivos valores de Pr2. No entanto, apenas em EX-CHO neste momento ndo

apresentou diferencas significativas (p>0,05).

Figura 2 — Performance de C, EX e EX-CHO nos trés Pr

Consumo Alimentar: durante a 8 semana de treinamento, 0S grupos ndo apresentaram
diferencas no consumo alimentar (p>0,05). Durante a 92 e 102 semanas de treinamento, 0
consumo alimentar do grupo EX né&o diferiu do C nem de EX-CHO (p>0.05), enquanto que
EX-CHO apresentou diferengas em relacdo a C (p<0,05). Ao término do protocolo
experimental, foi observado no grupo EX uma redugé@o do consumo alimentar em relagdo a C
(p<0,01), o que ndo ocorreu com EX-CHO (p>0,05). No entanto, ndo foram observadas
diferencas entre EX e EX-CHO (p>0,05).

Figura 3 — Consumo Alimentar em C, EX e EX-CHO nas semanas do protocolo
experimental.
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Peso dos Animais e Orgédos e Gordura Peritoneal: a tabela 2 mostra a repercussdo das 11
semanas de treinamento sobre o peso ponderal dos animais, dos musculos cardiaco e
gastrocnémio e sobre a gordura da cavidade peritoneal. Os resultados demonstram que 0S
animais submetidos ao treinamento fisico tiveram uma reducéo significativa no peso corporal
(p<0,001) em relacdo ao grupo C, sendo a gordura peritoneal absoluta e corrigida também
afetadas (p<0,001). No entanto, ndo houve diferencas entre os grupos EX e EX-CHO
(p>0,05). Em relacdo aos musculos, 0 peso absoluto dos gastrocnémios dos grupos EX e EX-
CHO apresentaram-se menores quando comparados aos do C (p<0,001), sem apresentarem
diferencas entre si (p>0,05); quando corrigidos pelos respectivos pesos corporais, observou
diferencas apenas para o grupo EX-CHO em relagdo ao C (p<0,05), sem diferencas entre EX-
CHO e EX (p>0,05).

Tabela 2 - Peso dos Animais e Orgdos e Gordura Peritoneal

Andlises sanguineas: os parametros hormonais, inflamatorios, de dano muscular e de estresse
oxidativo ao final do protocolo experimental estdo descritos na tabela 3. Os niveis de Creatina
Kinase (CK) e cortisol ndo diferiram entre nenhum dos grupos (p>0,05). Em contrapartida, 0s
niveis do hormonio testosterona e de Malondialdeido (MDA) foram negativamente afetados

(p<0,01 e p<0,05, respectivamente).

Tabela 3 — Analises sanguineas

Aspectos Moleculares: as analises das atividades das proteinas musculares relacionados a
sintese de glicogénio e via de sintese proteica estdo demonstradas na figura 4. A atividade da
Glicogénio sintase nos grupos EX e EX-CHO demonstrou-se significativamente maior que
em C (p<0,01). De maneira similar, a PI3K também se mostrou mais ativa em EX e EX-CHO
(p<0,001) em relacdo a C, enquanto que a Akt-1 apenas no grupo EX-CHO em relagéo a C
(P<0,05). Contrastando com estes resultados, a atividade mTor ndo apresentou diferengas em
nenhum dos grupos (p>0,05).

Figura 4 — Atividade proteica de GS, PI3K, Aktl e mTOR em C, EX e EX-CHO
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DISCUSSAO

O principal achado do presente estudo corresponde ao fato de que a suplementacéo de
carboidratos foi capaz de promover discreta atenuacdo em alguns parametros do OT, os quais
foram queda de desempenho, redugdo no consumo alimentar e promoveu aumento da massa
muscular do gastrocnémio, acompanhada de aumento de atividade da Akt-1. No entanto, ndo
teve influéncia em varios outros marcadores de OT: bioquimicos, hormonais, de estresse
oxidativo e composicdo corporal, nem na atividade de outras enzimas envolvidas na sintese
proteica além da Akt-1.

O protocolo de exercicios utilizado para induzir OT baseou-se em um protocolo
previamente validado[35]. O desequilibrio provocado pelas 11 semanas de treinamento foi
evidenciado pelas repercussdes deletérias observadas no grupo EX em relacdo a C. Os
animais apresentaram diminui¢do da performance, reducdo do peso, gordura e consumo
alimentar, redugdo dos niveis séricos de testosterona e aumento da concentracdo de MDA.
Além das alteracGes negativas nestes marcadores classicos de OT, o presente estudo ainda
demonstrou que ocorreu atrofia do timo, 6rgdo indicador de atividade imune [53], e a
atividade da enzima mTOR (tem sua atividade aumentada como treinamento) ndo apresentou
melhoria com o protocolo de treinamento. Embora os marcadores que tem sido classicamente
considerados como indicadores de OT sejam de carater bioquimico, neural e comportamental
[51], este comportamento da mTOR sugere que varidveis moleculares podem vir a ser
futuramente considerados marcadores de OT.

Apenas os parametros CK e cortisol ndo apresentaram alteracbes em relagdo ao grupo
C. O fato do dano muscular mensurado pelas [CK] ndo apresentar diferencas entre 0s grupos
pode ter relagdo, como verificou Ferraresso et al. (2012) [38] utilizando o mesmo protocolo
de treinamento, com o baixo componente excéntrico deste protocolo de corrida em esteira. No
tocante ao cortisol, a inexisténcia de diferencas entre os grupos pode ser explicada
possivelmente pelo fenémeno denominado hipocortisolismo, como ja observado por Halson
et al. (2004) [39]. Segundos estes autores, exercicios extenuantes e crénicos podem alterar o
funcionamento do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal em diversos niveis, de modo que a
secrecdo deste hormonio possa estar reduzida em condi¢des basais.

A utilizacdo de carboidratos no contexto esportivo para melhora da performance é
pratica bem aceita e evidenciada na literatura [40-42]. Este efeito pode ser decorrente de:
manutencdo da glicemia [43], retardo da deplecdo do glicogénio muscular e hepatico [40] e
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recuperacdo mais eficiente pela maior velocidade na ressintese de glicogénio em protocolos
com mais de uma sessao diaria de treino [44]. Além disso, melhora aspectos relacionados ao
carater imunologico e de estresse oxidativo do OT em atletas, como perfil hormonal menos
catabolico durante e ap0s a sessdo de exercicio [45], prevencdo da imunossupressdo [46] e
reducdo de marcadores pro-oxidantes [47].

Embora estes efeitos ergogénicos tenham sido bem demonstrados, todos estes estudos
foram de carater agudo, ou seja, ocorreram durante uma unica sessdo de exercicio ou em
protocolos com duas sessdes diarias de exercicio. Estes dados ndo permitem extrapolacdo para
uma possivel prevencdo do OT em protocolos de varias semanas de treinamento arduo. Sendo
assim, embora estes dados abram a possibilidade da suplementagéo de carboidratos poderem
atenuar ou prevenir o desenvolvimento da SOT, somente protocolos crénicos poderiam
confirmar esta premissa.

Procurando sanar essa lacuna na literatura, estudos de maior duragdo foram
conduzidos [39,48,49]. Nestes, observou-se que o carboidrato foi apenas capaz de atenuar o
decréscimo da performance e melhorar aspectos relacionados ao humor. Ainda assim, o
periodo de aumento da carga de exercicios desses estudos foram demasiado curtos (menores
que 11 dias), ndo podendo extrapolar seus resultados para o contexto do OT. Dessa forma,
este € o primeiro estudo em que o carboidrato foi investigado na perspectiva do efeito cronico
da suplementacdo e com um protocolo de longa duracdo devidamente validado para induzir
OT. Apresenta o diferencial de, além de ter investigado parametros de estresse oxidativo,
bioquimicos e hormonais, contemplar aspectos moleculares.

A deterioracdo da performance constitui-se como principal desfecho para o atleta,
sendo considerada o fator consensual para constatacdo do OT [50]. No presente estudo, ambos
0s grupos exercitados apresentaram diminuicdo nesta variavel sem apresentar diferencas entre
si ao final do protocolo. No entanto, quando consideradas apenas as diferencgas intra-grupo de
EX-CHO entre Pr2 e Pr3, observou-se que ndo houve alteracdo do desempenho, indicando um
efeito atenuante da suplementacdo de carboidrato na reducdo da performance. Este achado
corrobora com os resultados de estudos com humanos Achten et al. (2004) e Halson et al.
(2004) [32,49], onde verificaram em corredores e ciclistas, respectivamente, que a
suplementacdo de carboidratos foi associada a atenuacdo da queda de desempenho apds
periodo extenuante de treinamento fisico, porém com protocolos de duracdo de apenas onze e
oito dias respectivamente.

Outro parametro positivamente associado & suplementacdo de carboidratos foi o
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consumo alimentar, posto que os animais suplementados mantiveram o consumo alimentar
enquanto os ndo suplementados apresentaram sinais de anorexia. Decorrente de diversos
aspectos do OT serem mediados pela acdo de citocinas [51], é passivel que o hipotalamo,
centro regulador do apetite, possa interagir com essas moléculas e ter seu funcionamento
alterado. Assim, a producdo exacerbada de citocinas no contexto do OT poderia mediar uma
resposta anoréxica em atletas “overtreinados”. Sendo este o mecanismo, 0s carboidratos
podem ter agido reduzindo a producéo de citocinas ou, de algum modo, inibido a acdo destas
citocinas sobre o centro regulador do apetite. Portanto, os dados do nosso estudo estimulam
uma linha de investigacdo para determinar por quais vias a suplementacdo de carboidratos
pode agir sobre o controle do apetite em situacéo de SOT.

O peso de musculos tem sido utilizado como parametro complementar para a
constatacdo das repercussdes metabdlicas induzidas por um protocolo de exercicio no
crescimento muscular [38,52,53]. No estudo de Xiao, Chen e Dong (2012) e Dong et al.
(2011) [52,54], utilizando 0 mesmo protocolo para indugdo de OT, observou-se inibi¢cdo do
crescimento muscular do gastrocnémio. No presente estudo, a suplementacédo de carboidratos
foi capaz de prevenir a perda de massa muscular neste musculo.

Vaérias variaveis que foram analisadas podem explicar o efeito protetor dos
carboidratos sobre a protedlise muscular nos ratos suplementados. O maior consumo
alimentar pode ter induzido a uma maior reserva de glicogénio, o que é fundamental para
evitar o catabolismo principalmente em treinamento fisico arduo[55]. No entanto, um dos
ensaios moleculares mostrou que a atividade da enzima GS nao foi afetada pelos carboidratos.
Ademais, 0s niveis de testosterona ndo estiveram diminuidos no grupo EX em relagdo a EX-
CHO, de modo que esta variavel também ndo explica o efeito protetor dos carboidratos na
massa muscular doa animais suplementados.

Por outro lado, a atividade da Akt-1 estava elevada em EX-CHO, indicando
manutencdo da atividade anabolica e anti-catabolica apenas neste grupo. Enquanto mTOR néo
foi influenciada pelos carboidratos. O fato da mTOR néo se apresentar mais ativada no grupo
EX-CHO, apesar da maior ativacdo Akt-1, pode ser explicada por dois motivos: 1) a ativagdo
da mTOR pode ocorrer via independente da ativagdo pela Akt-1, decorrente do proprio
estimulo contréatil do exercicio [56] e 2) a ativacdo desta enzima aparenta ser maior em fibras
do tipo lla [57]. Uma vez que o gastrocnémio ¢ um musculo com fibras mistas com
predominancia do tipo I, constitui-se como explicagdo satisfatoria para o achado do presente
estudo.
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Considerando todos estes aspectos, nosso estudo parece demonstrar que 0S
carboidratos tem a capacidade de influenciar diretamente a atividade da enzima Akt-
lindependentemente de outros fatores anabolicos/catabolicos, como influéncia hormonal e
atividade intramuscular relacionada a armazenamento de glicogénio.

A propésito da auséncia da influéncia da suplementagdo de carboidratos na
testosterona na presente investigacdo, estudos prévios apresentaram resultados contrastantes,
com [58] ou sem [59] a manutencdo dos niveis deste horménio. Além disso, quando ocorreu
melhoria da producdo de testosterona, os protocolos de exercicios foram baseados em uma
Unica sessdo de exercicio fisico, ndo sendo capazes de responder como estaria o perfil
hormonal anabdico (testosterona) em resposta a periodos cronicos e extenuantes de exercicio.

No tocante a atividade da GS no musculo gastrocnémio, a suplementacdo de
carboidratos ndo foi capaz atenuar a sua atividade no grupo EX-CHO em relacdo a EX.
Morifuji et al. (2011)[25] demonstraram que a suplementagdo com carboidratos esta
relacionada a maior atividade da GS e maiores estoques de glicogénio. Esta enzima apresenta
atividade aumentada em decorréncia, dentre outros fatores, de niveis reduzidos de glicogénio.
Hipotetiza-se que nos grupos EX e EX-CHO este niveis estejam reduzidos em relacdo a C,
como efeito natural do protocolo extenuante do treinamento na deplecdo dos estoques de
glicogénio. Assim, pelos presentes dados, pode-se inferir que a suplementacdo de carboidratos
néo foi capaz de prevenir a deplecdo dos estoques de glicogénio.

O peso dos orgdos linfoides também podem ser usados para avaliagdo do impacto do
exercicio sobre a homeostase, podendo ser indicador do comprometimento no sistema imune
[53]. Em condicdes ideais, 0 orgdos linfoides reagem positivamente ao estimulo da atividade
fisica, tendo como resultado a melhora do sistema imune [60]. Entretanto, em resposta a um
protocolo cronico e extenuante, esses efeitos sdo revertidos [51]. Ja foi demonstrado na
literatura, por exemplo, a possivel relagdo de exercicio fisicos crénicos (16 semanas) e atrofia
do timo [53], sugerindo apoptose resultante do estresse cronico. Nossos dados confirmam
estas premissas, posto que o protocolo de indugdo de OT repercutiu negativamente sobre o
timo, este apresentando-se atrofiado nos grupos EX e EX-CHO em relagéo ao C. Assim, a
suplementacdo de carboidrato demonstrou-se ndo ser eficiente na imunocompeténcia, pelo
menos do ponto de vista do peso deste orgao.

Exercicios intensos ou de longa duracdo sdo capazes de promover estresse oxidativo e
estado pro-inflamatorio [61]. Diversos estudos investigaram se a suplementacdo de
carboidratos seria eficaz na prevencdo destes fendbmenos, apresentando resultados positivos
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[47,62] e negativos [63,64]. No entanto, todos esses estudos basearam-se em protocolos de
exercicios extenuantes de carater agudo, ndo respondendo dessa maneira se em situacdes
crénicas também haveria o provavel efeito benéfico dos carboidratos. Pelos resultados obtidos
no presente, a suplementacdo de carboidratos ndo € capaz de atenuar o estresse oxidativo e
inflamacéo presentes no OT, corroborando assim com os dados de McAnult [63,64].

Tomados em conjunto, os dados do presente estudo demonstraram que a
suplementacéo de carboidratos promove discreta atenuacao na queda da performance, inibicédo
da anorexia e aumento da massa muscular em animais submetidos a protocolo de
overtraining. Este aumento da massa muscular foi acompanhado pela maior atividade do
sinalizador molecular anabdlico e anti-catabdlico Akt-1. No entanto, aspectos negativos
relacionados ao estresse oxidativo, perfil hormonal e de dano muscular ndo foram prevenidos
por esta estratégia nutricional. Assim, a utilizacdo de carboidratos por individuos engajados
em programas extenuantes de atividade fisica demonstra ser estratégia véalida para
minimizacdo dos efeitos negativos associados a SOT. Apesar de discretos, os dados deste
estudo encorajam o empreendimento de estudos adicionais para avaliar a protecdo dos
carboidratos no OT em humanos. Neste sentido, sugere-se que se investigue como 0s
carboidratos influenciam as concentracfes séricas de citocinas para impedir a anorexia
induzida pelo OT, bem como o impacto nos niveis de glicogénio hepéatico e muscular e se
estes niveis se correlacionam com a maior atividade da enzima AKt-1, posto que parece

oferecer protecdo a massa muscular, como demonstrado no presente estudo.
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Semana Frases de Velocidade de Tempo de NUmero de Recuperacéo
Experimental  Treinamento Treinamento Treinamento sessdes entre sessbes (h)
(m-min) (min) diarias
1 T1 15 20 1 24
2 T1 20 30 1 24
3 T1 22,5 45 1 24
4 T1 25 60 1 24
5-8 T2 25 60 1 24
9 T2x 25 60 2 4
10 T3x 25 60 3 3
11 T4x 25 60 4 2
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Tabela 2 - Peso dos Animais e Orgdos e Gordura Peritoneal

C EX EX-CHO
Peso g 436,7+74,9 316,0+22,4# 323,6+30,03#
Gastrocnémio g 2,06+0,27 1,67+0,06# 1,74+0,23#
Gastrocnémio/Peso mg/g 4,89+ 0,27 5,32+0,36 5,39+0,48*
Timo mg 0,339+0,14 0,124+0,03 0,179+0,05
Timo/Peso mg/g 0,79+0,22 0,39+0,11# 0,56+0,21*
Gordura g 30,03+ 11,44 7,46% 2,89# 8,29+ 3,86#
Peritoneal
Gordura a/g 0,06+0,01 0,02+0,0# 0,025+0,01#

Peritoneal/Peso
Dados estdo descritos como Média + Desvio Padrdo. C: Grupo Sedentério, EX: grupo

exercicio sem suplementacdo, EX-CHO: grupo exercicio + carboidrato. *p<0,05 em relacéo a
C; #p<0,001 emrelagdo a C
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Sedentario (C)  Exercicio (EX) Exercicio +

Carboidrato

(EX-CHO)

CK U/L 903,1+767 1090,7+£671,1 1264+745,7
Testosterona ng/mL 1,70£0,8 0,65x0,42** 0,55+0,3**

Cortisol ng/mL 30,3319,35 30,66+8,3 27,63+£10,21
MDA UM 0,5+0,10 0,8+0,10* 0,8+0,14*

Dados estdo descritos como Média + Desvio Padréo. * p<0,05 em relacdo a C; ** p<0,01 em

relagéo a C.
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Figura 1 — Fluxograma dos testes de performance e semanas de treinamento do protocuxuolo

de OT
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Figura 2 — Performance de C, EX e EX-CHO nos trés Pr
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Figura 3 — Consumo Alimentar em C, EX e EX-CHO nas semanas do protocolo
experimental.
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Figura 4 — Atividade proteica de GS, PI3K, Aktl e mTOR em C, EX e EX-CHO
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