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1. Introducido

A actividade fisica deve ser encarada como uma agressiao
organica, particularmente para o tecido muscular esquelético, ja que
perturba, ainda que transitoriamente, a normal homeostasia das
fibras musculares (90, 91, 315, 335, 351). Compreende-se assim
que, consequente a pratica de exercicios fisicos, seja habitual a
observacdo, quer de numerosas anomalias histologicas musculares
(para refs. ver 9, 19), quer de intmeras altera¢des sanguineas,
habitualmente designadas no seu conjunto por resposta de fase
aguda, e¢ que constituem bons indicadores (49, 51, 115) da
presenca de uma reacc¢ao inflamatéria tecidual, induzida pela
agressao muscular (17, 39, 299, 3086).

Nos individuos saudéaveis, a ctiologia das lesdes musculares
motivadas pela actividade fisica é variavel com o tipo de exercicio
(116). Exercicios muito violentos, de grande intensidade e curta
durag¢do e/ou que envolvam contacto fisico, originam frequentemente
lesdes devido a contusdes externas ou & aplicacdo de forcas
musculares excessivas (70, 262). Este tipo de alteragdes estruturais
tem um aparecimento quase imediato (153) e consiste habitualmente
em dilaceracdes e/ou rupturas de pequenas veias, das fibras
musculares e/ou do tecido conjuntivo que as suporta, com
frequente formacdo de hematomas (70).

Exercicios fisicos inabituais e/ou extenuantes, de intensidade
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moderada, mas prolongados no tempo, e aqueles que envolvem
elevada percentagem de contrac¢des excéntricas, também originam
lesdes musculares mas cuja etiologia €, no entanto, ainda pouco
conhecida (9, 19, 88, 98, 208, 225).

E este tipo especifico de lesbes musculares nao traumaticas,
motivadas pelo exercicio fisico, o objecto central deste trabalho. Tal
como Salminen & Vihko (267), Soares e Duarte (298), Asayama e
Kato (20) e Duarte (88), designaremos esse conjunto de alteracdes
histologicas por Miopatia do Exercicio; se o termo "miopatia”
parecer ser abusivo, o seu caracter necrético, catabodlico e
inflamatorio, apesar de transitério, justifica a designacdo. Da mesma
forma, muitas das alteracdes funcionais e morfolégicas musculares
de origem endécrina, metabdlica ou medicamentosa sdo também
designadas por miopatias, apesar de transitorias e reversiveis (20,
141).

Na génese das anomalias estruturais e funcionais da miopatia
do exercicio parecem estar factores de natureza metabdlica e
mecanica, sendo a participacdc de cada um condicionada pelo tipo
de exercicio efectuado (para refs. ver 9, 88, 208). A fisiopatologia de
todo este processo &, contudo, muito complexa e multi-factorial
dado que, em ultima andlise, a agressdo muscular ocorre a nivel
bioquimico, o que torna muito dificil determinar ndao s6 o local

exacto da sua actuacédo, como também os mecanismos IeSPONnsaveis

pela propagacao das lesées e pelas suas manifestacoes histologicas




(88, 91, 298, 299). De facto, os estudos morfologicos das lesdes da
miopatia do exercicio sao habitualmente conjugados com estudos
bioquimicos (262), ja que estas alteracOes histologicas apenas se
tornam 1icroscopicamente aparentes algum tempo apds a agressio
celular (8, 148, 255). A exagerada elevacdo sanguinea de NumMerosos
compostos sarcoplasmaticos relativamente ao volume total de tecido
muscular portador de anomalias histolégicas (329), demonstra
claramente a insuficiéncia dos meios microscopicos para a deteccdo
giobal das lesdes celulares.

Curiosamente, a reaccdo das fibras e do tecido muscular a
diversas categorias de estimulos lesivos parece ser idéntica (54),
sendo as manifestacoes morfolégicas dos processos de degeneracao
intrinseca, extrinseca ¢ de regeneracdo musculares (55)
semelhantes a diferentes tipos de agressdes (54, 55). Compreende-se,
assim, que as alteracoes histologicas musculares associadas a
pratica de exercicios fisicos, sejam idénticas a muitas outras
patologias musculares, tais como as distrofias, as miopatias
inflamatérias (88, 91, 225) e as necroses isquémicas (292, 307).
Como neste tipo de patologias a perda da homeostasia celular ao
calcio tem sido responsabilizada pela origem das lesdes musculares
(44, 101, 202, 343, 357), é provavel que ela esteja também na
origem da miopatia do exercicio, dado que tém sido descritas
alteracdes no metabolismo do calcio em musculos sujeitos a

exercicios exaustivos (34, 46, 87, 314). Existemn portanto numerosas
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evidéncias de que a perda da homeostasia celular ao calcio pode
originar ou contribuir para o aparecimento das anomalias
estruturais musculares induzidas pelo exercicio fisico (para refs. ver
15, 19, 45).

Contudo, esta questao parece ser ainda mais complexa e
controversa, ja que, por um lado, estudos recentes sugeriram
diferentes etiologias ou fisiopatologias para as varias lesdes
histologicas (9, 299) e, por outro, foi observado, in vitro, um
mecanismo de lesdo miofibrilar rapida dependente do ido calcio,
mas relacionado directamente com a presenca de compostos
reactivos de oxigénio (CRO) (94).

Diversos autores (164, 192, 198, 283, 359) tém demonstrado
que a actividade fisica representa uma importante agressido oxidativa
para o organismo, em geral, e para o tecido muscular, em par-
ticular. A origem desta agressio também é motivo de controvérsia,
pois, para além das ubiquinonas mitocondriais (37, 185) e da
fosfolipase A2 (PLA2) (94, 96), também a xantina-oxidase (XO)
endotelial, pode ser apontada como uma provavel fonte muscular de
CRO quando, por oxidacdo de grupos tiol ou por protedlise, passa
a utilizar o oxigénio como receptor de electrdes (241, 344, 349). Por
enquanto persiste a davida se: (a) estas alteracdoes bioquimicas
celulares serdao uma consequéncia directa do estimulo agressivo e
da consequente reaccao celular, ou (b) resultardo indirectamente da

accdo dos leucdcitos que infiltram o tecido muscular (338).

14




Por outro lado, caso resultem da accdo directa do estimulo
lesivo, (a) podera ser a perda da homeostasia celular ao calcio que
esta na origem da formagao de CRO ou, pelo contrario, (b) poderao
ser estes compostos, devido a4 peroxidacédo lipidica do sarcolema e
das membranas do reticulo sarcoplasmatico, os responsaveis pelos
aumentos sarcoplasmaticos acentuados daquele ido (85, 171).

Da mesma forma, ainda nao estid demonstrada uma relacdo
directa entre os CRO e as lesdes estruturais e ultra-estruturais
musculares induzidas pelo exercicio. Caso haja alguma relacdo, o
papel da XO também ndo esta ainda estabelecido, uma vez que, no
tecido muscular esquelético, os estudos que valorizaram, por
métodos directos, a accdo desta enzima na génese dos CRO foram
realizados com protocolos de isquemia/reperfusdo (192, 214, 295,
339), situacdo que parece ndo ocorrer durante a actividade fisica
em individuos e em animais de laboratério saudaveis (30, 31, 167,
226).

Este trabalho teve por objectivo responder a algumas destas

questoes.

Na primeira fase experimental (2.4.1.1. - Caélcio
sarcoplasmatico e miopatia do exercicio) foi verificada a influéncia
de um bloqueador dos canais lentos de célcio, a nifedipina (274),
na intensidade das lesdes da miopatia do exercicio. Numa segunda

fase (2.4.1.2. - Stress oxidativo e miopatia do exercicio), foi
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quantificado indirectamente o stress oxidativo muscular motivado
pelo exercicio, através da determinacdo muscular das concentacoes
de glutationa reduzida (GSH), bem como a influéncia da
administracao prévia de vitamina E nas variacdes agudas desse
tripeptideo muscular. Na ultima fase experimental (2.4.2. -
Degeneracdo extrinseca), foi avaliada a influéncia da administracao
de alopurinol, um inibidor da XO (241), e de colchicina, um
inibidor da polimerizacdo microtubular (72} e, consequentemente, da
funcionalidade leucocitaria (340), sobre a intensidade do stress
oxidativo muscular e sobre as alteragdes histolégicas musculares

induzidas pela actividade fisica aguda.
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2. Miopatia do exercicio

Alterada a homeostasia das fibras musculares e ultrapassada
a capacidade de adaptacdo celular (90, 91, 148), comecam a surgir
transitoriamente nos musculos exercitados, alteracdes estruturais e
ultra-estruturais (9, 119, 156, 262, 299, 338), acompanhadas ou
sucedidas por alteragdes bioquimicas sanguineas (48, 58, 65, 67,
227, 300, 316) e urinarias (242, 245, 352}, pela sensacao retardada
de desconforto muscular {47, 64, 89, 119, 124, 137, 189, 285),
pela diminuicao da for¢ca maxima n&o atribuivel a fadiga muscular
(183, 227) e pelo aumento da captacdo muscular de produtos ra-
dio-activos (206, 229, 324).

Estas anomalias histolégicas, induzidas pelos mais diversos
tipos de exercicio fisico (13, 14, 19, 24, 88, 98, 103, 208), bem
como os sinais e sintomas acompanhantes, sao limitados no tempo
(121, 293, 346) e no espago (187, 262, 266, 329), restringindo-se
apenas a um pequeno grupo de musculos, dependente do exercicio
realizado.

Nos animais de laboratério, os musculos mais atingidos s&o os
ex‘tensores, relativamente aos flexores (187) e sdo as fibras
oxidativas aquelas que revelam lesdes mais intensas (17, 156, 187,
266). No Homem, apesar do padrdao de distribuicao das lesdes pelos
varios musculos poder ser idéntico ao do animal (13, 346), as

fibras mais afectadas parecem ser as do tipo II (293),
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particularmente as do tipo IIb (118, 121, 125).

2.1. Factores condicionantes

No animal de laboratério, a intensidade do quadro anatomo-
patolégico nédo depende s6 do modelo animal utilizado (156, 277),
do seu tipo de alimentacdo (178), do estado de inervacdo dos seus
musculos (156}, do espaco onde o animal se desenvolveu (127) e,
provavelmente do seu sexo (5, 6, 25). A extensdo das lesdes, bem
como a percentagem de fibras portadoras de alteracdes histologicas,
também se relacionam, positivamente, com a intensidade e duracédo
do exercicio (210, 212, 262, 263, 266, 329), com a percentagem de
contraccoes excéntricas efectuadas {17, 238, 299) e, negativamente,
com o nivel de treino (263, 268, 278). Relativamente a influéncia
positiva (41, 78, 359) ou negativa (262) da idade do animal na
intensidade das lesdes, os dados da literatura sao ainda
contraditorios.

Alguns destes factores também parecem influenciar a resposta
tecidual do musculo humano ao exercicio mas, com excepcao de
certos trabalhos de natureza histologica (118, 122, 168, 188, 205,
230, 237), a maioria dos autores que usaram o Homem como
modelo experimental, estudaram apenas evidéncias indirectas de
lesao muscular. Desta forma, os resultados dos estudos que

relacionaram os diferentes factores condicionantes com (a) a
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intensidade dos sintomas clinicos (64, 67, 99, 137, 142, 231, 280,
281, 316), (b) as alteracoes funcionais musculares (66, 67, 99, 142,
167, 211, 227, 270, 285, 286), (c) a actividade plasmatica de varias
enzimas sarcoplasmaticas (10, 11, 48, 58, 64, 67, 99, 137, 150,
160, 172, 227, 280, 281, 300), (d) a concentracao de 3-metil-
histidina na urina (104, 242) e (e) a captagcdo muscular de
produtos radio-activos (229), nao devem ser extrapolados para o
quadro anatomo-patologico, uma vez que ndo avaliaram directamente

a resposta tecidual & agressao induzida pelos exercicios efectuados.

2.2. Quadro anatomo-patolégico

Apesar da descricdo das lesdes histolégicas nem sempre ser
concordante, em consequéncia das diferentes metodologias utilizadas
(88), o quadro anatomo-patolégico parece ser idéntico no Homem e
no animal de laboratério (9, 13, 14, 15, 63, 98, 208, 348) e ¢€
variavel com o tempo decorrido apés a finalizacdo do exercicio fisico
(178, 187, 205, 268, 293, 299, 346). E composto por lesdes sub-
letais e/ou letais, com posterior necrose segmentar, de caracter focal
(9, 205, 266, 299), atingindo pequenos segmentos das fibras
musculares € por invasdo tecidual de leucdcitos, particularmente de
monocitos (17, 88, 299).

A microscopia de luz, este quadro anatomo-patolégico

apresenta irregularidades do padrao estriado (9, 119, 121, 122, 124,

19




125 230, 299), vacuolizacdo sarcoplasmatica (88, 132}, ntucleos
picnéticos (132) e em posicdo central (17, 188, 294, 329) em mais
de 3% das fibras observadas (88, 92), palidez de coloracdo ao acido
periédico de Schiff (73, 88 293, 346), areas de necrose segmentar
(237, 264, 299) e invasao leucocitaria (17, 294, 329, 338).

Em microscopia electronica sao descritas numerosas alteracoes,
tais como a disrupg¢ao e a extens&o das linhas Z para as bandas I
adjacentes (9, 121, 122, 125, 235, 188, 205), a disrupg¢ao do
sarcolema (17, 125), a diminuicdo da largura das bandas I (88), a
presenca de lisossomas secundarios (9, 88, 121), o aparecimento de
"swelling" mitocondrial (212, 235, 237) com algumas mitocondrias
portadoras de granulos para-cristalinos (121), a dilatacdo do reticulo
sarcoplasmatico (88, 212, 346), o alargamento do espaco inter-
miofibrilar (88, 237), a lise focal das miofibrilas com preservacdo do
padrao estriado (205, 346), a diminuicdo da densidade de volume
do glicogénio inter-fibrilar (174, 237), a evidéncia de fibroblastos e
de células satélite com francos sinais de activacdo (88, 132) e o
aumento acentuado do numero de vesiculas citoplasmaticas nas
células endoteliais adjacentes as fibras lesadas (88, 346).

Contrastando com as lesdes agudas de origem traumatica, este
estado patolégico do musculo esquelético é caracterizado pela sua
natureza retardada (9, 88, 178), com a maxima exuberancia entre o
12 e o 3° dia apds a finalizacao do exercicio (17, 111, 147, 168,

178, 187, 209), seguindo-se o processo de reparacdo muscular, por
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aproximadamente 1 a 3 semanas (15, 268).

2.3. Etiologia

Estas alteracdes histologicas sao consequéncia de um uso
muscular excessivo ou inabitual (9, 19), o qual provavelmente
motivaria ndo s6 um aumento tensional nos elementos contracteis e
elasticos (9, 13, 14, 21, 120, 134, 208), mas também um aumento
do metabolismo e da temperatura muscular (133, 134, 212, 232,
269), com a consequente lesdo estrutural.

A existéncia: (@) de uma relacdo directa entre a intensidade do
exercicio e a intensidade dos sintomas e sinais acompanhantes
(212, 262, 279, 316), (b) de uma semelhanca aparente, quantitativa
e temporal, com os fenémenos de lesdo e de regeneracdo induzidos
por isquemia (292, 307) e por hipertermia (42, 157), (c) de uma
maior incidéncia de rabdomidlise em individuos destreinados quando
realizam exercicios fisicos em ambientes quentes (181) e (d) do
efeito protector de enzimas anti-oxidantes nas lesdes observadas
apos exercicio (359), sugere uma origem metabélica para estas
alteracdes histologicas motivadas pela actividade fisica aguda.

Com base em algumas destas observacdes e nos seus dados
experimentais, Salminen & Vihko (268) sugeriram que as lesoes
descritas resultam de alteracdes metabodlicas e electroliticas

motivadas pelo exercicio, as quais induziriam o aparecimento de
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edema intra e extra-celular (39, 285, 286), com aumento da

pressao hidrostatica tecidual (123) e dificuldade de perfusdo tecidual,
originando, assim, uma situacdo de isquemia muscular em tudo
semelhante & verificada no sindrome do compartimento tibial ante-
rior (341).

Opondo-se aos resultados de Fridén et al. (123), e
consequentemente a teoria isquémica, estdo as observacgdes de
Newham & Jones (226) e de Binkhorst et al. (31}, que
demonstraram nao existir qualquer variacao da pressao hidrostatica
muscular apds exercicio, em compartimentos musculares mais
complacentes, e as de Binkhorst et al. (30) que ndo encontraram
qualquer anomalia morfologica capilar indicadora de obstruc¢do do
fluxo durante o exercicio. Também os resultados de Abraham (2},
Newham et al. (231) e de Jones et al. (167), nao revelando
qualquer aumento da actividade eléctrica em repouso nos musculos
com evidéncias indirectas de lesdo, contrariam as observacdes de
deVries (82, 83) e a sua "teoria espastica’. De facto, ao constatar
um aumento da actividade eléctrica nos musculos em repouso
previamente exercitados (82, 83), deVries (83) defendia que o quadro
clinico consequente a realizacio de exercicios fisicos exaustivos tinha
uma etiologia metabdlica, de caracter isquémico, induzida por uma
vasoconstricdo arterial.

O tecido muscular esquelético é relativamente tolerante a

isquemia quando comparado com o musculo cardiaco (Para refs. ver
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86, 327), sendo necessarios periodos bastante longos de interrupcao
de fluxo para motivar o aparecimento de lesdes necroéticas celulares
(165). Da mesma forma, o facto das contraccdes excéntricas,
relativamente as concéntricas e isométricas:

(a) terem um metabolismo aerdbic (16, 21, 29, 182,
270, 279) e anaerdbio (16, 182, 279, 302) mais reduzido;

(b) gerarem, para a mesma forca muscular, uma
maior forca por fibra muscular activada, em virtude do menor
numero de unidades motoras recrutadas (1, 21, 29, 139, 182, 228);

(c) poderem promover maiores elevacgdes da
temperatura muscular (223, 270j;

(d) originarem lesdes musculares mais intensas (9,
17, 88, 230, 299) e proporcionais & tensdo muscular desenvolvida
(210), vem colocar em causa a origem metabdlica e sugerir uma
etiologia mecdnica para estas alteracdoes histologicas. Estas
observacoes vieram reforcar a teoria de Walmsley et al. (342) que
defendia a exclusividade da componente excéntrica, por sobrecarga
mecanica, na inducdo destas lesdes.

Se, aparentemente, estes dados parecem questionar a etiologia
metabolica das lesdes da miopatia do exercicio, resultados recentes
vieram, contudo, reforcar a importancia desse tipo de sobrecarga na
génese dessas alteracoes estruturais (9, 88, 299). De acordo com as
observacoes destes autores, o quadro anatomo-patolégico observado

em murganhos, sujeitos a diferentes protocolos de corrida em tapete
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rolante, foi variavel de acordc com a sobrecarga, metabdlica ou
mecanica, a que os animais foram sujeitos, sugerindo diferentes
origens para as diferentes lesdes descritas. Também a constatacao
de uma maior percentagem de fibras lesadas, bem como da
exclusividade de algumas dessas anomalias estruturais nos animais
sobrecarregados metabolicamente, sugere uma origem metabdlica

para aquele tipo de lesdes (88).

2.4. Fisiopatologia

Quando as células de um orgde ou tecido sdo agredidas, sdo
activadas determinadas vias de degradacdo celular que promovem a
protedlise e a lipdlise das suas estruturas (para refs. ver 15, 19),
motivando o aparecimento de alteracdoes funcionais, estruturais e
ultra-estruturais, com repercussdes na viabilidade celular (148).
Apesar desta constatacdo, os resultados da literatura referentes a
fisiopatologia da resposta celular & agressdo sao bastante
contraditérios (para refs. ver 77, 109, 110), nao estando ainda
definidos os mecanismos responsaveis pela ultrapassagem do ponto
critico de perda da viabilidade das células (195). E provavel que
existam mecanismos comuns de resposta celular a lesao (318), dado
que ndo deixa de ser surpreendente a similaridade com que o0s
diferentes tipos de células, de origem animal e vegetal, respondem

as mais diversas agressoes (71).
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Ao nivel do tecido muscular esquelético, também os estimulos
lesivos, letais ou sub-letais, independentemente da sua origem,
motivam o inicio dos fenémenos de degradacédo celular, processo
designado por degenerac¢ido intrinseca das fibras (55, 244). As
fibras agredidas iniciam uma autodestruicao, lisando as miofibrilas e
promovendo disrupcac das mitocéndrias, do sarcolema e do reticulo
sarcoplasmatico (55, 244). As anomalias histologicas musculares
motivadas por este processo, apesar de apresentarem algumas
caracteristicas proprias, relacionadas com a diferenciacao celular,
constituem um bom exemplo da acentuada analogia morfologica
verificada na resposta dos diferentes tecidos a agressdao em geral
(88). O facto da resposta morfolégica muscular induzida pelos
diferentes tipos de estimulos lesivos ser também analoga (54, 116,
244), reforca ainda mais a hipotese dos mecanismos bioquimicos de
degradacdo intrinseca serem comuns as diferentes agressoes (13, 14,
101, 221, 141, 225).

O processo de degeneracdo extrinseca, mediado pela resposta
inflamatéria e a consequente infiltracdo leucocitaria (49, 305, 306),
parece ser coincidente com a divisdo e transformacédo das células
satélite em rmioblastos (244, 306), principalmente (276) nas regioes
adjacentes as fibras portadoras de qualquer tipo de lesdao, observavel
ou ndo em microscopia Optica €78, 275). Apesar das células satélite
serem logo activadas com o aparecimento das alteracoes estruturais

ou funcionais do sarcolema (55), os sinais microscopicos dessa
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activacao sdo somente identificados algumas horas depois (244). As
células satélite que evoluiram para mioblastos podem agora fundir-
se a fibra adjacente ou evoluir para miotabulos e, dessa forma,
para fibras adultas com posterior re-inervacdc (272, 273). Nas fibras
agredidas, a migracao central dos nuicleos nas areas lesadas, ou
adjacentes a estas, faz também parte do processo de regeneracio
muscular (272). Caso a integridade das membranas basais tenha
sido poupada pela agressao (55, 154), uma a trés semanas depois,
as fibras inicialmente lesadas apresentam ja um aspecto normal
(17, 116, 168, 187, 275), com excepcdo da presenca de alguns
nuacleos centrais (268).

Em ultima analise, todas as anomalias histoloégicas descritas
sdo perfeitamente explicadas pelos processos de degeneracao,
intrinseco e extrinseco as fibras (56), e de regeneracao tecidual,
continuo e/ou descontinuo (151), motivados pela incapacidade das
fibras em restablecer a constancia do seu meio interno (148) em

determinados locais do seu sarcoplasma (15).

2.4.1. Degeneracao intrinseca

Os resultados dos maultiplos trabalhos que estudam o

fenomeno de lesdao e morte celular em diferentes tecidos (para refs.

ver 71, 107, 109, 110, 112), tém contribuido para o conhecimento

dos mecanismos bioquimicos de degeneracao intrinseca das fibras
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musculares (19). A maioria dos estudos nesta area tém utilizado
principalmente os hepatocitos (71, 107, 108, 112, 194, 195, 233,
271, 303, 313), apesar de existirem ja bastantes trabalhos a usar
fibras musculares cardiacas (309, 317, 327) e esqueléticas (38, 93,
94, 95, 96, 213).

Em consequéncia da observacdo do paradoxo do calcio,
fenémeno verificado pela primeira vez no coragao e mais tarde no
tecido renal (239, 317, 327), a atencdo dos diversos estudos sobre
lesdao e morte celular comecou a centrar-se na homeostasia celular
do ido calcio (93, 94, 95, 96, 107, 108, 271, 303, 313, 318), tendo
sido descritos, em diferentes tecidos, elevadas concentragoes daquele
jao durante os processos de necrose (para refs. ver 77, 109, 110} e
apoptose celulares (para refs. ver 71, 112). Se estas concentracoes
anormais de calcio estao, de facto, na origem (271) ou se sao
apenas a consequéncia (195) das alteracoes funcionais e
morfolégicas das membranas da célula consequentes aos fenémenos
de lesao e/ou morte celular (303), é ainda uma questao por
esclarecer.

O facto do metabolismo celular do ido calcio estar dependente
de determinados compartimentos, tais como a membrana plasmatica,
o reticulo endoplasmaético, as mitocondrias € o nucleo, cuja
integridade morfologica e/ou funcional parece ser decisiva para a
vitalidade celular (para refs. ver 71), vem dar ainda mais

importancia a hipotese do calcio; Gunter € Pfeiffer (135) chegam




mesmo a imputar mais de 95% das situacdes de morbilidade b
celular a faléncia dos mecanismos responsaveis pela manutencao
dos baixos niveis de calcio intra-celular.

Numerosos trabalhos vieram, no entanto, pér em causa a
teoria do calcio na génese da lesdo e morte celular, nomeadamente
os estudos em hepatécitos efectuados quer por Okuda et al. (239),
demonstrando que as baixas concentracdoes de calcio extra-celular
podem favorecer a morte dos hepatécitos, quer por Lemasters et al.
(194, 195) e Nieminen et al. (233), evidenciando o aparecimento de
morte celular na auséncia de quaisquer alteracdes de concentracao
do ido calcio intra-celular.

Estes resultados, que aparentemente invalidam a teoria do
calcio, nao excluem, no entanto, a responsabilidade desse ido na
lesdo e morte celular uma vez que: (a) 60 a 80% do conteudo
celular em calcio se encontra ligado a face extra-celular da
membrana, podendo assim ocorrer alteracoes citoplasmaticas
significativas no metabolismo do célcio sem que as concentragoes
totais daquele idao se alterem (35), (b) a perda da homeostasia
celular aquele idao pode ndo ser o fenémeno determinante para o
estabelecimento de lesdes celulares irreversiveis (287), apesar de
poder induzir esse fendémeno (94) e (c) é possivel a existéncia de
outros mecanismos de morte celular, dependentes e independentes
do ido calcio (71, 109, 110, 303).

De facto, existem hoje bastantes evidéncias que atribuem a

um conjunto de substancias, os denominados CRO (27), também
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eles relacionados com o metabolismo celular do ido calcio (77), um
importante papel na mediacdo de varias formas de lesdo tecidual
{113). Se os CRO estdao na origem ou se sdo consequéncia dos
mecanismos de lesdao celular e tecidual é uma questao que con-
tinua por esclarecer (136, 247).

Todas as células que utilizam o oxigénio como uma fonte
energética sintetizam constantemente este tipo de compostos (289,
290). Em situacoes de homeostasia, a producdo de CRO ¢
inofensiva para as células, uma vez que estas possuem
mecanismos, enzimaticos e nao-enzimaticos, que as protegem desses
compostos (para refs. ver 77 207, 284, 290). Nessas situacoes, a
producdo e a remoc¢do dos CRO encontra-se num equilibrio débil
(62) que é facilmente modificado com a agressdo celular (290).
Iniimeros locais sub-celulares tém sido responsabilizados pela
formacdo dos CRO, nos quais se incluem as membranas do
citoplasma, do reticulo endoplasmaético, dos lisossomas e do nucleo,
e as mitocondrias, os peroxisomas e o citosol (para refs. ver 20,
77, 117).

Por definicdo, as células sao sujeitas a uma situacao de
"stress oxidativo"” (o qual, por sua vez, motiva uma agressao
oxidativa) quando, relativamente a situa¢do homeostatica, a relacao
pro-oxidante/anti-oxidante celular se eleva (289, 290). Estas
situacoes de stress oxidativo parecem estar envolvidas na
fisiopatologia da lesdo celular motivada por diferentes etiologias, tais

como isquemia/reperfusdo (113, 253), radia¢des, agentes toxicos,
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deficiéncias nutricionais (77) e estados inflamatérios e infecciosos
(146, 349).

Os CRO podem motivar lesdo celular pela inducido de
modificagdes covalentes nas proteinas ou acidos nucleicos (77) e
pela peroxidacgao lipidica, com as consequentes alteracdes na
arquitectura e na funcionalidade das membranas celulares (108,
113, 234, 330). Estas membranas, citoplasmaticas e dos organelos,
sao particularmente sensiveis aos CRO devido 4 grande quantidade
de acidos gordos poli-insaturados presentes nos fosfolipidos (22). A
disrupcdo das membranas lisossémicas com libertacdo das enzimas
hidroliticas ¢ disso um bom exemplo (61). Os CRO afectam também
negativamente a actividade de varias enzimas (68, 330), entre as
quais se destacam as ATPases transportadoras de calcio (85, 349) e
de sodio/potassio (130), com todas as alteracdes ionicas nefastas
dai consequentes (309, 310).

Se a perda da homeostasia celular ao ido calcio pode,
aparentemente, motivar a producdo de CRO, estes compostos podem
também estar na origem dessa desregulacao iénica (85, 171, 191).
Estes dois fenémenos parecem interligados, podendo contribuir
simultaneamente para a inducdo de lesdo e/ou morte celular (71,
77, 109, 110). Assim, deple¢des acentuadas das concentracoes
hepaticas de GSH sdo seguidas pela perda celular da homeostasia
ao calcio, pelo aparecimento de produtos consequentes do fenémeno
de peroxidacao lipidica e, a nivel morfolégico, pela formacao de

"blebs" (77).




2.4.1.1. Calcio sarcoplasmaético e miopatia do exercicio

Nas fibras musculares, estrutural e funcionalmente normais,
as concentracoes totais do ido calcio livre pouco diferem daquelas
encontradas no figado, rim e tecido cerebral (35). As baixas
concentracoes sarcoplasmaticas deste ido, cerca de 10000 vezes
inferiores as quantificadas no espaco extra-celular (24, 35), sdo
determinantes para uma eficiente funcionalidade da célula (53).
Alteracdes subitas e transitorias (19) dessas concentracgoes
funcionam como um segundo mensageiro para a comunicacio intra-
celular (131, 250, 258, 325), desempenhando um importante papel
na regulacdo de numerosos processos (144, 353), dos quais se
salientam a sintese (170) e a degradacao proteica (26, 105, 190).

Da mesma forma que nos restantes tecidos (71), a perda da
homeostasia celular ao iao calcio, com as consequentes alteracdes
metabolicas celulares, tem sido referida, por diversos autores, como
um dos mecanismos intrinsecos indutores de lesdo muscular,
comum a muitos estimulos lesivos (13, 44, 101, 158, 221). Na base
deste principio estdo os intmeros trabalhos efectuados no tecido
muscular, in vivo e in vitro, cujos resultados tém demonstrado:

{a) elevadas concentracdes do iao calcio nas fibras
muscﬁlares necrosadas (26, 44);
(b) que concentracgdes intra-celulares sustentadas do

ido calcio activam a PLA2 e promovem lesao dos miofilamentos (94,
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96) provavelmente por activacdo das calpainas (105, 158, 190);

(c) elevadas concentracdes do ido calcio no
sarcoplasma de fibras lesadas no Homem (32, 321, 322, 357) e no
animal (321, 322) portadores de distrofias musculares;

(d) atenuacao das lesdes musculares motivada por
agentes ionéforos do calcio (96);

(e) alteracoes funcionais sarcolemais induzidas pelo
aumento das concentracdes do ido calcio no meio extra-celular (38);

(f) atenuacao dessas alteragdes funcionais pela
remogao do iao calcio extra-celular (159) ou pela inibicao da PLAZ2
(38);

(g} diminuicdo das anomalias morfolégicas, em
animais portadores de distrofias musculares congénitas, pela
paratiroidectomia (158);

(h) acumulagao de calcio radioactivo pelos musculos
deficientes em selénio, antecedendo as manifestacdes histologicas e
bioquimicas (158);

{i) que a administracido de agentes bloqueadores
dos canais lentos de calcio atenuam as alteracdes funcionais do
sarcolema (158);

{j) diminuicao do catabolismo das fibras musculares
com a remoc¢ao do ido calcio extra-celular (105);

(k) que a inibicdo da ATPase transporiadora do iao

calcio do reticulo sarcoplasmatico motiva o aparecimento de lesdes




flos miofilamentos (93).

Estes processos destrutivos, aparentemente activados pelo ido
calcio, seriam idénticos aos descritos para a célula em geral e
envolveriam: (a) a perda do gradiente proténico mitocondrial (44), (b)
a activacao das calpainas (76, 357, 358), (c¢) a activacao da PLA2
(94, 96, 159), (d) o aumento da funcdo lisossémica (26), e (e) a
formagao de CRO (93, 94).

No entanto, a constatacdo de que as concentracoes
sarcoplasmaticas do ido calcio livre pouco diferem entre as fibras
nusculares estruturalmente normais em contraccido e aquelas com
alteracdes morfolégicas em repouso (19), pode suscitar algumas
davidas sobre a importancia do ido calcio na génese dessas lesdes.
Os resultados de Duncan (93) vieram, contudo, esclarecer a
questao. De acordo com este autor, a inducdo da lesdo muscular
nao depende da intensidade dos picos de concentracdo do ido
calcio, mas sim da sua durag¢io no sarcoplasma.

Da mesma forma que nas distrofias musculares e miopatias
inflamatoérias (8, 141, 158), é muito provavel que a perda da
homeostasia celular ao ido calcio esteja implicada na fisiopatologia
das lesdes da miopatia do exercicio. Esta suposicdo é baseada nio
s0 na similariade das lesdes da miopatia do exercicio com aquelas
observadas in vitro e motivadas pela alteracio do metabolismo desse
iao (93, 94), mas também no conhecimento de que os diferentes

mecanismos das fibras musculares responsaveis pela homeostasia do
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iao calcio podem ser influenciados durante a actividade fisica (para
refs. ver 19, 180). O exagero tfensional, as altera¢des de pH
sarcoplasmatico, o aumento de temperatura, as alteracoes funcionais
dos canais de calcio e a formacdo de CRO, sdo exemplos de
factores que, durante ou apds o exercicio fisico, podem condicionar
esses mecanismos (19, 45, 98) e, consequentemente, as
concentracues do iao calcio livre no sarcoplasma.

Os trabalhos de Bonner et al. (34), demonstrando uma
elevada concentracdo de ides calcio nas mitocodndrias, reflexo da sua
elevacao sarcoplasmatica (135, 282) em fibras portadoras de lesdes
motivadas pelo exercicio exaustivo, e os de Amelink et al.-(7),
demonstrando que o dantroleno, um inibidor da libertacdo desse ido
pelo reticulo sarcoplasmatico, reduz as lesdbes musculares motivadas
pelo exercicio fisico, vieram refor¢ar é hipétese do ido calcio estar
implicado nos mecanismos de degenerac¢ao intrinseca das fibras
musculares. Essas alteracdoes nas concentracdes do ido calcio
sarcoplasmatico poderao resultar ndo s6 da perda da integridade e/
ou da alteracdo da permeabilidade, quer do sarcolema (17, 215),
quer da membrana do reticulo sarcoplasmatico (7, 180), induzidas
por sobrecarga mecanica e/ou metabolica (9, 299), mas também das
alteracoes funcionais das ATPases transportadoras de calcio (45, 46,
314).

A elevacao da temperatura muscular, observada durante a

actividade fisica (40, 134, 180), altera a fluidez dos lipidos do




sarcolema e das membranas dos varios organelos (19), motivando o

aparecimento de alteracdes funcionais (45). Entre estas alteracoes,
contam-se a diminuicdo da captacdo do ido calcio pelo reticulo
sarcoplasmatico (155) e o aumento da permeabilidade aquele ido
pelo sarcolema (19). Esta também descrita uma disfuncao
mitocondrial com desacopulacdo da fosforilagciao oxidativa (40),
diminuindo, dessa forma, a producido por unidade de tempo de
adenosina trifosfato (ATP). Tendo em consideracdo o papel tampao
desempenhado pelas mitocéndrias nas concentracdes do calcio
citosolico {282), elevacoes sarcoplasmaticas deste iAo sdo inicialmente
atenuadas pela captacao i6nica destes organelos (135). As
concentracdes de calcio na matriz mitocondrial sdo determinantes
para o controlo de numerosos processos metabdlicos destes
organelos (140, 355) e, quando elevadas, tendem também a
desacopular a fosforilacdo oxidativa (140, 135, 213, 360).
Coincidindo com os fenémenos descritos, Tian & Yang (314)
observaram, no musculo soleus do rato apds exercicio fisico, um
aumento do calcio na matriz mitocondrial e uma diminuicdo nao so6
das concentracdoes de ATP mas também da actividade da ATPase
transportadora do ido calcio.

Sendo o consumo muscular de ATP proporcional a intensidade
do esforco desenvolvido (40, 90, 133), seria de esperar que
exercicios extenuantes induzissem diminuigbes das concentracdes

desse composto nas fibras musculares. Se alguns dos resultados da

35



literatura nao corroboram esta opinido (193), outros descrevem, apods
o exercicio fisico, diminuicdes das concentracoes de ATP (297) e de
fosfocreatina (59) nos homogeneizados musculares. Também em
estudos com ressonancia magnética nuclear (354), foram observadas
elevacoes das concentragcdes de adenosina difosfato (ADP) nos
musculos activos. Mesmo que as concentracdes de ATP nos
homogeneizados musculares possam ser normais, nada exclui a
existéncia de focos de deplecdo desse composto em determinadas
zonas das fibras, principalmente nos locais de maior degradacdo de
ATP por unidade de tempo (152). Esta possibilidade é reforcada
pelo facto de existir alguma dificuldade de difusdo rapida das
moléculas de ATP e de ADP entre os locais de producdo e os de
degradacéo, consequéncia das dimensdes relativamente grandes
dessas moléculas e da pequena quantidade de agua livre
sarcoplasmatica (para refs. ver 133). Estas variacdoes nas
concentracdes destes compostos, com ou sem diminui¢do da energia
livre resultante da degradacdo do ATP, podem afectar negativamente
a funcionalidade das ATPases transportadoras de calcio (180). De
facto, apés um exercicio intenso de curta duracdo em ratos, Bonner
et al. (34) verificaram uma diminuicdo da captacdo maxima do iao
calcio pelo reticulo sarcoplasmatico. Diminuicdes desta captacao
ionica, proporcionais a duragcdo do exercicio fisico, foram também
observadas por Byrd et al. (46), sendo mais intensas nas fibras

lentas. As alteracdes funcionais do reticulo sarcoplasmatico sao
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aparentemente coincidentes com o aparecimento das alteracoes
morfologicas deste organelo (45), que integram o quadro ultra-
estrutural da miopatia do exercicio (88).

Tendo em consideracdo a exagerada producao de CRO durante
a actividade fisica (para refs. ver 3, 20, 162, 163, 249), para além
da peroxidacao lipidica que estes compostos podem motivar, com
alteracoes da permeabilidade das membranas ao ido calcio (24, 85,
171}, com a sua consequente difusdo do intersticio ou do reticulo
para o citosol, os CRO podem também oxidar os grupos tiol das
ATPases transportadoras de calcio diminuindo a funcionalidade
destas enzimas (45, 180), da mesma forma que o observado
experimentalmente no tecido muscular estriado cardiaco (85, 171).

Também durante a actividade fisica exaustiva se verifica a
acumulagao de metabolitos 4acidos no sarcoplasma, com
consequentes reducdes do pH muscular (219, 260, 261) cujos
valores, diferindo de autor para autor, parecem depender do tipo de
exercicio e da técnica de determinacdo utilizada (169, 259). Além
das repercussoes negativas sobre a actividade de numerosas
enzimas das diferentes vias cataboélicas fornecedoras de energia (40),
a diminuicao do pH reduz também a actividade das ATPases
transportadoras do ido calcio na membrana do reticulo
sarcoplasmatico e a afinidade desse ido para a troponina C (90, 91,
331, 351), ficando assim criadas condi¢cdes para a elevacdo da

concentragdo do ido calcio livre no sarcoplasma (40, 90, 91, 351).
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Da mesma forma que o verificado nas células cardiacas, € provavel
que a reducdo do pH sarcoplasmatico possa também alterar a
distribuicao dos lipidos e das proteinas sarcolemais com perda da
interaccdo do sarcolema com o cito-esqueleto das células (para refs.
ver 331), motivando altera¢des morfolégicas e funcionais desta
membrana provavelmente induzidas pela ac¢do das calpainas
previamente activadas pelo calcio (98).

A agressao tensional do sarcolema, das membranas do reticulo
sarcoplasmatico e da membrana basal, também parece ocorrer com
o aumento da actividade contractil, particularmente com as
contraccoes e%céntricas (120, 200). De facto, durante uma
contraccao deste tipo os niveis de forca desenvolvidos podem
ultrapassar entre 50 a 100% os valores tensionais observados
durante uma contraccao isométrica (19). Para além deste exagero
tensional, nas contrac¢des excéntricas o alongamento dos sarcomeros
nao é uniforme, existindo sarcémeros, quer com hiper-estiramento,
quer com reduzidas alteracoes dimensionais relativas a situacdo de
repouso (69, 120). As alteracdes do padrao estriado observadas apods
a finalizacao do exercicio, no Homem (119, 121, 124, 125) e no
animal de laboratério (9, 17, 88, 299), podem também ser
explicadas, para além da accdo das calpainas (105, 190, 357), pela
grande sobrecarga mecanica a que alguns sarcémeros ficam assim
sujeitos. Atendendo as variacoes de espessura das linhas Z

verificadas nos diferentes tipos de fibras (128, 273). a maior
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frequéncia com que estas anomalias ocorrem nas fibras do tipo II
(118, 121, 125, 293), reforca a origem tensional para estas
alteragdes do padrao estriado. Considerando também que a maior
parte da tensdo passiva tem origem no sarcolema quando o
comprimento dos sarcomeros ultrapassa os 140-150% do
comprimento em repouso (19), as lesdes desta membrana podem
ocorrer em regides adjacentes a estes sarcémeros hiper-alongados,
criando-se assim condicbées para a difusdo do ido calcio do
intersticio para o sarcoplasma. Assim, a elevacdo no plasma de
Nnumerosos compostos sarcoplasmaticos pode ser explicada por esta
sobrecarga mecanica com a consequente disrupcao sarcolemal (17,
227, 300). Também os resultados de Duan et al. (87), descrevendo
elevadas concentragdes do ido calcio na matriz mitocondrial em
musculos de ratos sujeitos a exercicio excéntrico, pouco ou nada
atenuadas pela accdo do verapamil, reforcam a probabilidade de
ocorrer perda da integridade do sarcolema com a actividade fisica.
Com os trabalhos de McNeil & Khakee (215) estas suspeitas foram
confirmadas. De facto, estes autores demonstraram claramente que
essas solucdes de continuidade ocorrem no sarcolema das fibras do
triceps surae mesmo em ratos sedentarios, sofrendo, como seria de
esperar, um agravamento significativo com o exercicio fisico.

Os resultados de Duan et al. (87) parecem-nos muito
importantes pois, ao demonstrarem que os agentes quelantes do ido

calcio atenuam significativamente as lesdes musculares observadas,
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vém reforcar ainda mais a teoria do ido calcio na génese das lesoes
de miopatia do exercicio. No entanto, estes autores contrariam
alguns resultados da literatura, ac sugerirem que 0s canais lentos
de calcio nao sao determinantes para a elevacao desse iao no
citosol. De facto, em situacoes de intensa actividade muscular, ha
indicacdes de que os canais lentos de calcio, localizados nos
tabulos T (33) podem contribuir para a elevacdo das concentracoes

do ido calcio no sarcoplasma (129).

Hipodtese a estudar:

A hipétese que colocamos (Fig. 1) € a de que em situacées de
agressio mecédnica para a fibra (88, 299), as solucdes de continuidade
do sarcolema (215) ou das membranas do reticulo sarcoplasmatico
motivadas pela exagerada tensdo (19), permitem a difus@o facil do ido
célcio para o sarcoplasma, nido sendo em nada atenuada pelos agentes
bloqueadores dos canais lentos desse ido. No entanto, quando a
agressio & predominantemente metabdlica (88, 299), os canais lentos
de calcio podem contribuir decisivamente para as elevagdes de cilcio
sarcoplasmatico (129) e, dessa forma, para as alteracdes histolégicas

musculares motivadas por um exercicio fisico inabitual e/ou exaustivo.

Para testarmos esta hipdtese verificamos a accado de um

bloqueador dos canais lentos de calcio, a nifedipina (252), na
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2

exuberancia do quadro histolégico motivado por um exercicio fisico

exaustivo, metabolicamente agressivo para o musculo (9, 88, 299).

Exercicio

w
Sobrecarga Sobrecarga metabélica Alteracdes morfologicas

mecanica

W
Perda da integridade Canais de calcio

do sarcolema

-~
.
-~
.

u
Perda da homeostasia

celular ao calcio

Lesao celular

menos intensas

canais de calcio

N

W Bloqueadores dos

Perda menos acentuada da

homeostasia celular ao calcio

Figura 1 - Esquema representativo da hipoétese formulada.

2.4.1.1.1. Material e métodos

Foram utilizados 32 murganhos da estirpe Charles River CD1,
machos, com 11/12 semanas de idade e com um peso de 25/30
gramas. Os animais tiveram livre acesso 4 agua e a alimentagéo, e
foram mantidos a atmosfera normal, com uma temperatura de 21/
25 graus centigrados e com uma variacdo ciclica de 12 horas luz/
12 horas escuro. Os animais foram distribuidos por quatro grupos

(8 animais/grupo): grupo controlo (C), grupo nifedipina (N}, grupo

exercicio (EX) e grupo exercicio+nifedipina (EX+N).
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Os animais do grupo C, para além da actividade normal em
gaiola (com uma area de 10x20 cm) nao fizeram qualquer exercicio
nem foram submetidos & administracao de qualquer droga. Nos 3
dias anteriores ao seu sacrificio, os animais dos grupos N e EX+N
foram sujeitos a accao da nifedipina, 1mg/Kg/dia, per os (220).
Este farmaco (Adalat ®, Bayer AG) foi diluido na agua fornecida aos
animais com base na observacdo prévia de que cada animal sujeito
ao exercicio fisico proposto ingere, entre 13 a 15 ml/agua/dia,
engquanto que os murganhos ndo exercitados ingerem cerca de 10 a
11 ml/agua/dia. Os animais dos grupos EX e EX+N foram sujeitos
a exercicio fisico em tapete rolante, em plano horizontal, a uma
velocidade de 1000 m/hora (correspondente a 80% da sua
velocidade maxima para esta situacao), durante 60 minutos. A
administracdo de nifedipina aos murganhos do grupo EX+N teve
inicio 23 horas antes da realizacdo do protocolo de corrida.

Antes da realizagao dos protocolos de esfor¢o, os animais
realizaram um periodo de corrida (10 minutos) com velocidade
reduzida por forma a permitir uma adaptacado prévia a situacéao
experimental. Em qualquer das situacdes experimentais, o exercicio
foi executado com uma constante estimulacdo tactil das caudas dos
animais. O tapete rolante utilizado para a realizacdo do protocolo de
corrida, da marca AVIONICS, foi previamente adaptado as
necessidades de utilizacdo impostas pelos animais através da

delimitacao de uma area de corrida, de forma rectangular (40x80




cm), a qual foi conseguida com a acopulacdo de paredes verticais

de madeira a estrutura do tapete (88).

Todos os animais foram sacrificados, por deslocamento cervical,
48 horas ap6s a finalizacdo dos protocolos de corrida e/ou logo
apds a finalizacdo da administracdo de nifedipina. Foi executada em
seguida uma toracotomia, com exposicao do musculo cardiaco,
seguida por uma injeccao intra-ventricular esquerda de 3 ml de
gluteraldeido a 2,5% em solugdo tampédo de cacodilato de sodio a 2
M, pH 7.2 - 7.4. Apds este.passo foi retirado o musculo soleus
esquerdo e preparado para observacdo em microscopia optica e
electronica segundo as técnicas descritas por Duarte (88).

ApoOs serem extraidos, os musculos foram seccionados em
cubos de 1 mm de aresta e fixados durante 4 horas em
gluteraldéido (2.5% de gluteraldeido em solucao tampao de
cacodilato de so6dio a 2 M, pH 7.2 - 7.4). Foram posteriormente
lavados em solugdo tampdo, durante 1 hora, poés-fixados em
tetréxido de 6smio a 1% durante 2 horas e lavados novamente em
solucdo tampdo, durante trinta minutos. Em seguida, as amostras
sofreram desidratacdo progressiva, sob a acc¢do de concentracoes
crescentes de alcool etilico durante 3 horas e impregnacdo com
epon durante 4 horas. O 6xido de propileno foi o composto
utilizado na transicdo desidratacdo/impregnacdo. O corte das
amostras foi realizado apés a fase de inclusdo que durou 2 dias.

Todos os procedimentos foram realizados a uma temperatura de 4°
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C, com excepcdo da fase de inclusdo, que foi executada em estufa
a uma temperatura de 60° C. Foram realizados dois tipos de corte:
(1) os semi-finos, com uma espessura de 1 um, destinados a
observacdo em microscopia optica e (2) os ultra-finos, com uma
espessura de 500 A, destinados a observacdo em microscopia
electronica.

Os cortes ultra-finos foram contrastados com uma solucao
aquosa saturada de acetato de uranilo (durante 30 minutos) e com
uma solucdo de citrato de chumbo (durante 15 minutos), tendo-se
procedido a lavagens no inicio e no final de cada um destes
procedimentos. Os cortes semi-finos foram colados por aquecimento
(2 a 3 minutos) e corados com azul de toluidina até fumegar, ou
sujeitos ao acido peridédico a 0.5% (2 minutos) e ao reagente de
Schiff até este se tornar vermelho escuro, tendo-se corado
posteriormente com o azul de metileno.

Para o estudo em microscopia de luz foi utilizado um
fotomicroscépio 6ptico da marca Leitz Dialux 20. As fotografias,
obtidas com filmes de sensibilidade 32 ASA {(Panatomic X), foram
realizadas com as dimensdes de 10x15 cm. O microscopio
electronico (Jeol 100 cx II TEM) foi utilizado a 60Kvolts. A dimensao
das fotografias obtidas foi de 18.5x13 cm.

Para a quantificacido das lesoes, foi determinada a incidéncia
das anomalias celulares nos quatro grupos, pelo calculo da média

da percentagem de fibras lesadas relativamente ao ntmero total de
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fibras observadas em microscopia de luz. A observacao em

microscopia electronica teve por objectivo analisar qualitativamente
as alteracdes histologicas observadas em microscopia optica.

Os dados foram tratados estatisticamente através da média (M)
e do desvio padrdo (sd). As diferencas de médias foram testadas a

partir da ANOVA 1. O nivel de significancia foi establecido em 5%.

2.4.1.1.2. Resultados

O Quadro 1 ilustra a média da percentagem de fibras lesadas

em cada grupo.

Quadro 1 - Percentagem de fibras lesadas e portadoras de lesdes
especificas nos diferentes grupos experimentais.

Grupos Fibras lesadas IPE NC VAC NECR
C 1) (] o : 0.7 (o] 0
(*+1.30)
N © o o o8 0 0
(+1.60)
EX (3) 51.0 16.0 35.2 33.3 9.1
(+10.37) (£2.98) (x11.65) *10.64) (£5.30)
EX+N (4) 38.2 7.1 7.8 33.6 2.5
{(+6.90) (+3.40) (+£3.70) (£6.90) (+1.80)
(p<0.05) 1 vs. 3 1 vs. 3 1 vs. 3 1 vs. 3 1 vs. 3
2 vs. 4 2 vs. 4 2 vs. 4 2 vs. 4 2 vs. 4
3 vs. 4 3 vs. 4 3 vs. 4 3 vs. 4

Os valores sdo médios (+ desvio padrao); IPE - irregularidades do padrdo estriado;
NC - nucleos centrais; VAC - vacuolizagdo sarcoplasmatica; NECR - necrose
segmentar.
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Nos cortes observados nos grupos C e N nao foram
encontradas alteracdes do padrao morfolégico normal. Apesar de
terem sido encontrados ntcleos centrais em 0.7% das fibras do
grupo C e 0.6% das do grupo N, ndo foram verificadas
vacuolizagdes sarcoplasmaéticas nem quaisquer irregularidades no
padrao estriado. Também nao foram encontrados focos de necrose
nem qualquer tipo de célula infiltrativa nos dois grupos. As fibras
musculares das laminas coradas com acido periédico de Schiff
possuiam uma tonalidade homogénea. Na analise ultra-estrutural,
nao foram notadas quaisquer alteracoes.

Nos animais do grupoc EX e EX+N a anomalia estrutural mais
evidente consistiu na vacuolizacdo sarcoplasmatica difusa (Figs. 2,

3).

Figura 2 - Fotografia de microscopia 6ptica do musculo soleus de um
animal do grupo EX. E notéria a vacuolizacdo sarcoplasmatica difusa das
fibras (x590).

Esta anomalia, verificou-se em 33.3% do total das fibras

observadas no grupo EX e em 33.6% do grupo EX+N. Nas laminas
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coradas com Aacido periédico de Schiff, as fibras vacuolizadas dos

dois grupos apresentaram uma tonalidade mais palida do que
aquela verificada nas fibras ndo afectadas por esta alteracio. Com
amplia¢cdes iguais ou superiores a 168x, foram visiveis
irregularidades do padrédo estriado (Figs. 3, 4), em 16.0% das fibras
estudadas no grupo EX e em 7.6% das fibras do grupo EX+N.
Estas anomalias consistiam num alargamento das bandas isotrépicas
€ anisotropicas com esbatimento da coloracdo muscular com o azul
de toluidina, frequentemente intercalada por areas mais escuras
onde a largura das bandas isotropicas se encontrava diminuida,
apesar das dimensdes das bandas anisotrépicas permaneceram

constantes (Fig. 4).

Figura 3 - Fotografia de microscopia optica do musculo soleus de um

animal do grupo EX. De notar a vacuolizacdo sarcoplasmatica difusa e as
irregularidades do padrio estriado (x590).

Nos animais do grupo EX, o numerc de nucleos centrais, em
algumas areas dispostos em cadeia (Figs. 5, 6), foi elevado,

afectando uma média de 35.2% das fibras estudadas, contrastando
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com os 8.7% de fibras encontradas no grupo EX+N.

Figura 4 - Folografia de microscopia optica, do musculo soleus de um
animal do grupo EX, ilustrando uma area de irregularidades do padrao
estriado, ora com diminuicdo ora com alargamento das bandas I (x925).

% . -
w F . :
o
» .

i

R L I

Figura 5 - Fotografia de microscopia optica do musculo soleus de um
animal do grupo EX, demonstrando, para além da vacuolizacao
sarcoplasmatica difusa, uma cadeia de ntcleos centrais x740).

Areas de necrose segmentar, com a consequente infiltracdo de
mononucleares e de alguns polimorfonucleares (Fig. 6), foram
identificadas em maior percentagem de f{ibras nos animais do grupo

EX do que naqueles do grupo EX+N. A percentagem média do
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numero total de fibras lesadas foi significativamente superior no

grupo EX.

Figura 6 - Fotografia de microscopia oOptica do musculo soleus de um
animal do grupo EX+N. De realcar a presenca de uma fibra com um
niicleo central adjacente a uma area com infiltracdo de polimorfonucleares
e mononucleares (x590).

Na analise ultra-estrutural dos grupos EX e EX+N, foi notodria
a existéncia de fibras com um maior espaco inter-fibrilar bem como
a presenca de mitocondrias dilatadas (‘'swelling"), de matriz palida e
com irregularidades das suas cristas (Fig. 7), que parecem ser a
origem da vacuolizacdo sarcoplasmatica observada em microscopia
de luz. As irregularidades do padrédo estriado, observadas em
microscopia Optica, parecem resultar de alteracbes na estrutura das
linhas Z, das quais salientamos a disrupc¢éo, o esbatimento e a
extensao do material dessas linhas para as bandas 1 adjacentes

(Fig. 8).




Figura 7 - Fotografia de microscopia electréonica do musculo soleus de um
animal do grupo EX, ilustrando um aumento do espaco inter-miofibrilar, a
presenca de “swelling” mitocondrial e a vacuolizacdo das células endoteliais
(x1900}.

Figura 8 - Fotografia de microscopia electrénica do musculo soleus de um
animal do grupo EX. De realcar a presenca de alteracdes estruturais das
linhas Z, de "swelling” mitocondrial e de vacuolizacdo endotelial (x1200).

Em algumas areas, periféricas as zonas de anomalias das
linhas Z, foi notério o encurtamento longitudinal dos sarcémeros,
por diminuicdo longitudinal das bandas I. Mioblastos e areas de

necrose segmentar, infiltradas por mononucleares e
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polimorfonucleares, foram também evidentes (Fig. 9).

Figura 9 - Fotografia de microscopia electrénica do musculo soleus de um
animal do grupo EX+N, demonstrando a infiltracdo tecidual de fagocitos.
Para além dos mioblastos, é ainda visivel um fibroblasto com evidentes
sinais de activacdo e alguns detritos celulares (x1200).

2.4.1.1.3. Discussio dos resultados

Com este protocolo experimental procuramos induzir
predominantemente uma sobrecarga metabélica nos musculos
exercitados (9, 299), por forma a reduzir o mais possivel qualquer
perda da integridade do sarcolema ou do reticulo sarcoplasmatico
de origem mecanica. Assim, caso surja perda da homeostasia
celular ao calcio, € provavel que ela resulte, principalmente, da
incapacidade relativa das bombas de calcio em bombear o ido para
as cistermas do reticulo e/ou para o intersticio (45, 91), conjugada
com a entrada para o sarcoplasma de calcio pelos canais lentos

(129). Se o exercicio realizado induzisse uma grande sobrecarga
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mecanica para as fibras, as probabilidades de surgirem perdas da

integridade do sarcolema e/ou da membrana do reticulo eram
grandes em consequéncia das elevadas tensdes a que estas
membranas ficariam sujeitas (17, 19). Com a formacdo destas
solucdes de continuidade, o calcio difundir-se-ia, sem limitacoes, do
interior do reticulo sarcoplasmatico ou do intersticio para o
sarcoplasma, motivando elevagdes sarcoplasmaticas sustentadas desse
ido, pouco ou nada atenuadas pelos bloqueadores dos canais lentos
de calcio, conforme o observado por outros autores (87).

O sacrificio dos animais efectuado apenas as 48 apds o
protocolo de corrida € justificado nao sé pelos resultados de Duarte
(88), Soares et al. (299) e de Appell et al. (9), que descrevem um
gquadro anatomo-patolégico mais intenso dois dias apds o exercicio
fisico em animais sobrecarregados metabolicamente, mas também
porque, cerca de 3 dias ap6s a agressao, as manifestacoes
histologicas de regeneracdo muscular comecgam a acentuar-se,
sobrepondo-se as manifestagcdes morfolégicas de lesdo (153, 154,
272).

Contrariamente ao verapamil (87), a nifedipina nao teve accéo
lesiva sobre o tecido muscular, como € demonstrado pela reduzida
percentagem de fibraé portadoras de nicleos centrais e pela
auséncia de lesdes nos animais do grupo N. Também a
percentagem meédia de fibras portadoras de nucleos centrais nos

animais do grupo controlo, inferior a 3%, é concordante com o
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descrito na literatura (92).

As alteracdes morfologicas observadas foram substancialmente
diferentes no que se refere a incidéncia e intensidade das lesoes
encontradas em cada um dos grupos de animais exercitados. Na
origem destas observacgoes devera estar a administracao de
nifedipina, ja que os factores que condicionam a intensidade das
lesdes da miopatia do exercicio foram conitrolados e tiveram uma
participacdo semelhante para os dois grupos. As lesdes observadas
nos grupos EX e EX+N sao idénticas as descritas na literatura,
quer para os animais de laboratério (9, 299}, quer para o Homem
(147, 121, 122, 125, 346).

Interpretando a presenca de nucleos centrais como um bom
indicador de lesdo e regeneracdo musculares (55) e considerando a
diferenca significativa na percentagem média de fibras portadoras
desta alteracdo entre os grupos EX e EX+N, pode induzir-se que o
exercicio efectuado tenha sido mais agressivo para os animais do
grupo EX do que para os do grupo EX+N. A mesma conclusao
pode ser tirada com base na percentagem total de fibras
musculares portadoras de anomalias morfolégicas. A conjugacao
destes resultados com o facto das lesdes encontiradas poderem ser
explicadas bioquimicamente pelas elevacdes do ido calcio no citosol
(93, 94), sugere que a perda da homeostasia celular ao calcio seja
a responsavel pelas alteracdes estruturais observadas.

As alteracdes nas linhas Z e nas bandas I verificadas em
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microscopia electronica e as irregularidades do padrao estriado
observadas em microscopia oOptica podem, em parte (9, 88), ser
justificadas pela hipercontrac¢do dos sarcomeros (94, 95) e pela
prévia activacdo das calpainas que se encontram na proximidade
das miofibrilas (17, 44, 52, 105, 190). O facto destas anomalias
terem diminuido a sua incidéncia nos animais do grupo EX+N,
relativamente aos do grupo EX, reforca essa hipdtese. O facto dessa
disrup¢ao miofibrilar também poder ser motivada pela agresséao
mecanica (88, 120), considerando que em condi¢oes fisiolégicas nao
€ possivel sobrecarregar exclusivamente o musculo de forma
metabolica (298), podera explicar a presenca das irregularidades do
padrao estriado nos animais do grupo EX+N. A disfuncédo das
ATPases transportadoras de calcio (46}, conjugada ou nao com a
exagerada libertacdo desse ido pelo reticulo sarcoplasmatico (7}, com
a consequente activacdo das calpainas (105, 190), podera ser uma
outra explicacdo possivel para a presenca das irregulariades do
padrdao estriado nos animais sujeitos ao bloqueio dos canais lentos
de calcio.

Também o "swelling" mitocondrial, observado em microscopia
electronica, com a consequente vacuolizacdo descrita a microscopia
de luz, podera ser explicado pelo excesso de ides calcio no
sarcoplasma (213, 360). No entanto, este tipo de lesao parece ter
uma origem diferente das restantes alteracdes morfologicas descritas.

De facto, contrariamente as irregularidades do padrao estriado, estas

54




alteracoes mitocondriais nao foram atenuadas pela nifedipina. Da
mesma maneira, enquanto que o "swelling” mitocondrial teve uma
distribuicdo generalizada dentro da fibra e ocorreu em fibras palidas
a coloracdo pelo acido periodico de Schiff, as irregularidades do
padrao estriado tiveram uma distribuicao focal em fibras de
coloracao normal com aquele acido. Considerando que as
irregularidades do padrio estriado foram atenuadas pela nifedipina e
que esta sua accac podera estar relacionada com o metabolismo
celular do ido calcio, € de supdr que outro mecanismo
fisiopatolégico independente do calcio possa ter estado na origem
das alteracdes mitocondriais. A formacdo exagerada de CRO poderia
justificar essas alteragdes morfologicas (217). Pensamos, no entanto,
ser uma explicagcdo pouco provavel ja que, devido ao seu efeito
anti-oxidante e a sua acumulacao nas membranas celulares (274), a
nifedipina deveria ter exercido alguma proteccao nos animais do
grupo EX+N, traduzida pela menor percentagem de fibras atingidas
por essa anomalia, facto que nao se verificou. A possibilidade
destas alteracdes mitocondriais resultarem de um erro técnico de
fixacdo (235) &€ de excluir, uma vez que: (a) a fixacdo foi executada
pelo método de perfusdo, (b) os animais dos diferentes grupos fo-
ram submetidos ao mesmo protocolo de extraccdo e de preparacéo
das amostras, (c) esta alteragcao foi exclusiva dos murganhos
exercitados, (d) foram as mitocdondrias sub-sarcolemais as mais

afectadas e (e) nas fotografias onde € evidente o "swelling”
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mitocondrial, sdo encontradas intmeras mitocondrias intercaladas
com morfologia normal.

Independentemente da sua accao de bloqueador dos canais
lentos de calcio, a nifedipina pode actuar sobre outros mecanismos
celulares, também eles relacionados com o iao calcio (para refs. ver
106, 224, 274). Para além de um possivel efeito anti-oxidante com
inibicdo da peroxidacao lipidica (274, 326), os bloqueadores dos
canais de calcio parecem também influenciar a regulacao da
calmodulina, das ATPases transportadoras de calcio e dos canais de
calcio do reticulo e das mitocondrias a nivel cardiaco (224).
Considerando que essas accdes sao irrelevantes quando comparadas
com a principal ac¢ao farmacolégica da nifedipina (274), a hipotese
deste farmaco ter diminuido a incidéncia das lesbes no grupo EX+N
por esses mecanismos adicionais ao bloqueio dos canais lentos de
calcio ndo deve ser muito valorizada.

Para além destes mecanismos relacionados directamente com o
metabolismo do ido célcio, a accao da nifedipina sobre as lesdes
musculares podera também ter resultado do efeito atenuante da
forca muscular motivada pelos farmacos blogqueadores dos canais
lentos de calcio (19, 33), exigindo um maior recrutamento de fibras
musculares, tal como o sugerido por Duan et al. (87) para o
verapamil. Consequentemente, o mesmo trabalho muscular ficaria
distribuido por um maior namero de fibras activas e cada fibra

seria assim menos sobrecarregada, quer mecanica, quer
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metabolicamente.

Devido a sua accdo farmacologica de bloqueio dos canais de
célcio, a nifedipina tem também algum efeito anti-inflamatério (274),
ja que as baixas concentracdes citoplasmaticas do iao calcio
bloqueiam a desgranulacdo mastocitaria e inibem o quimiotactismo,
a diapedese, a fagocitose e a desgranulacao leucocitaria (254). A
nifedipina influencia também negativamente, quer a tranformacéao
dos mondcitos em macrofagos, quer a fagocitose e a formacgao de
CRO pelos neutrdfilos (para refs. ver 274). De facto, os focos de
infiltracdo leucocitaria observados a microscopia oOptica foram
significativamente inferiores nos animais do grupo EX+N
relativamente aos do grupo EX. No entanto, a menor incidéncia de
anomalias estruturais observadas nas fibras musculares do grupo
EX+N podera ser uma importante justificacdo para essa menor
invasao de leucocitos.

O excesso de ido calcio no citosol, provavelmente motivado
pela sua excessiva libertagdao do reticulo sarcoplasmatico (7),
conjugado com a diminui¢ao funcional das ATPases transportadoras
de calcio (45, 46), podera ser uma explicacdo aceitavel para
justificar as anomalias morfolégicas observadas nos dois grupos de
animais exercitados. A justificacdo para a menor percentagem de
fibras portadoras de irregularidades do padrdo estriado no grupo
EX+N ndo residiria no metabolismo do calcio mas sim na menor
sobrecarga mecéanica a que cada fibra activada foi sujeita. A

distribuicido do mesmo trabalho muscular por um maior namero de
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fibras, hipoteticamente ocorrida no grupo EX+N (7, 87, 90),
diminuiria ndo s6 a sobrecarga mecanica mas também a sobrecarga
metabolica exercida sobre cada fibra activa. Apesar de poder ser
menor relativamente ao grupo EX, a sobrecarga metabdlica aplicada
a cada fibra muscular dos animais do grupo EX+N seria ainda
suficiente para diminuir a funcionalidade das ATPases do reticulo
para captar calcio. De facto, a funcionalidade dessas ATPases
parece ser mais influenciada pela duragdo do que pela intensidade
do exercicio efectuado (45), criando-se assim condicées (44, 213,
360) para a ocorréncia de "swelling" mitocondrial nos dois grupos
de animais exercitados.

Apesar desta explicacdo, e considerando que o numero total
de fibras lesadas nos animais do grupo EX foi cerca de 1,3 vezes
superior ao do grupo EX+N, torna-se dificil justificar a maior
frequéncia, desproporcionada, de fibras necrosadas e de areas de
infiltracao leucdcitaria, verificadas no grupo EX, cerca de 3,64 vezes
superior as observadas no grupo EX+N. Ou nao foram observadas a
microscopia electronica numerosas lesdes musculares,
particularmente do sarcolema (17, 215), devido as suas reduzidas
dimensoées ou, da mesma forma que Stauber et al. (306), Cannon
et al. (49, 51) e Walker et al. (338), temos de admitir alguma
responsabilidade da reaccao inflamatéria na génese e/ou no
aumento da intensidade. das lesdes musculares descritas, ainda que
esse contributo possa ser ligeiro quando comparado com o

fenomeno de degeneracgdo intrinseca.
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2.4.1.2. Stress oxidativo e miopatia do exercicio

Existem cada vez mais evidéncias demonstrando que os CRO
sdo importantes mediadores em miltiplas formas de lesdao tecidual
(para refs. ver 113, 345), nas quais se incluem as do musculo
esquelético (158). Relativamente a este tecido, as observactes de:

(a) alteracdes musculares estruturais e funcionais motivadas
por deficiéncias alimentares de vitamina E e selénio,
descritas em muitas espécies animais (20, 62) e da sua
semelhanca com as alteragbes estruturais das distrofias
musculares (158);

(b) um aumento da actividade plasmatica de enzimas
sarcoplasmaticas em ratos deficientes em vitamina E (62);

(¢) uma elevacdo muscular de marcadores indirectos de
peroxidacdo lipidica observada em animais de laboratorio
portadores de distrofias musculares (240);

(d) que a peroxidacao lipidica do sarcolema motivada pelo
stress oxidativo parece contribuir para as elevacoes
sarcoplasmaticas do ido calcio verificadas nos animais
susceptiveis a hipertermia maligna (97),

sugerem que os CRO, tal como para o tecido muscular cardiaco
(85, 171, 191), poderdo estar na origem das alteracdes estruturais e
funcionais do musculo esquelético resultantes das mais variadas

agressoes (para refs. ver 158). A situacdo de stress oxidativo, por
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oxidacao dos grupos tiol das proteinas funcionais e/ou por
peroxidacdo lipidica (68, 77, 113, 207, 234, 284, 330), pode alterar,
quer a morfologia, quer a funcionalidade do sarcolema e d.as
restantes membranas celulares (61, 217, 234), contribuindo para as
alteracdes funcionais (3, 162, 171) e estruturais das fibras
musculares (para refs. ver 309, 312). Contudo, a hipétese dos CRO
serem apenas uma consequéncia desses estados de lesdo tecidual
nao foi ainda excluida (158, 247).

Relativamente & agressao muscular motivada pelo exercicio, ha
ja numerosas evidéncias, directas (79, 185) e indirectas (164, 196,
197, 267, 304), da existéncia de stress oxidativo muscular com o
aumento da actividade fisica. De facto, pela técnica de ressonancia
magneética nuclear, foi descrito um aumento da producéao
mitocondrial de CRO, nado s6 em fibras musculares isoladas sujeitas
a contracgdes tetanicas (185), mas também no musculo esquelético
logo apds a realizacdo de exercicios fisicos extenuantes (79).

Contudo, devido a rapidez com que os CRO reagem com as
-substancias quimicas que os rodeiam, a deteccdo directa desses
compostos torna-se extremamente dificil (136, 247, 284). Por essa
razao, alguns dos autores que estudam a situacdo de stress
oxidativo muscular consequente ao aumento da actividade contractil
(para refs ver 3, 162) tém quantificado os produtos finais, ou as
substancias intermediarias, resultantes do processo de peroxidacao

lipidica induzida pelos CRO, considerando essas substincias como
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indicadores indirectos da agressao oxidativa (para refs. ver 3, 247).

Assim, pela medicido de malonaldeido tecidual ou excretado na
urina, Salminen e Vihko (267), Alessio e Goldfarb (4) e Jenkins et
al (164) constataram, de uma forma indirecta, a elevacdo da taxa
de peroxidacdo lipidica no miusculo esquelético do murganho e do
rato apdés a actividade fisica. Da mesma forma, em humanos
sujeitos a exercicio fisico, foi observada ndo sé uma elevacao
daquele composto no plasma (172, 203), relacionada directamente
com as concentracdes de enzimas sarcoplasmaticas no plasma (172)
e com a intensidade do exercicio efectuado (203), mas também uma
elevacao acentuada de pentano no gas expirado (84).

A quantificacdo destes compostos, aldeidos e hidrocarbonetos
volateis, resultantes da peroxidacao lipidica, deve ser interpretada,
no entanto, de uma forma muito cautelosa, tendo em conta os
numerosos factores que condicionam a sua formacido e excrec¢ao
(para refs ver 158, 162). Também os trabalhos de Davies et al. (79)
que utilizaram a ressonancia magnética nuclear para medir
directamente os CRO no miusculo esquelético, sdo passiveis de
critica pelo facto do tecido muscular analisado ndo ter sido
imediatamente congelado (158).

A quantificacdo da actividade de algumas enzimas musculares
anti-oxidantes apés um programa de treino (4, 192, 198, 265, 267)
também podera dar alguma informacao relativa a situacdo de stress

oxidativo muscular motivado pela actividade fisica aguda (20).
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Contudo, todos esses trabalhos sao altamente criticaveis. De facto,
Alessio & Goldfarb (4) e Laughlin et al. (192), ao quantificarem a
actividade da superéxido dismutase nos homogeneizados musculares,
nao tiveram em consideracido as diferentes formas dessa enzima
presente nos diversos compartimentos celulares (162, 163, 166). Do
mesmo modo, os trabalhos que quantificaram a actividade da
catalase (4, 192, 198, 265, 267) fizeram-no com a utilizacdo da
gspectrofotometria, a qual é um método que possui uma baixa
sensibilidade para quantificar a actividade dessa enzima no musculo
esquelético (20).

Numerosos trabalhos tém analisado as concentracdbes de GSH
e glutationa oxidada (GSSG) no musculo esquelético apds actividade
fisica (para refs. ver 162, 249). Tendo em consideracao que o tecido
muscular esquelético parece ser muito mais dependente da GSH
para a neutralizacdo dos CRO do que o figado e o rim (20), a
medicdo das concentracdes de GSH e GSSG e/ou da actividade das
enzimas relacionadas com a sua homeostasia, deverda ser o melhor
meio de quantificacdo indirecta do stress oxidativo neste tecido (166,
284, 323).

Assim, nos trabalhos de Lew et al. (196, 197), Pyke et al.
(248) e Lew & Quintanilha (198), a demonstracao de uma
acentuada reducao das concentracdoes de GSH e de uma elevacéao
das concentracoes de GSSG no miusculo esquelético apds actividade

fisica, constitui um bom indicador da ocorréncia de stress oxidativo
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durante e/ou logo apdés o exercicio. Também os trabalhos que
quantificam a actividade da glutationa peroxidase (192, 198, 267,
283), da glutationa redutase (198, 265, 267, 283) e da glutationa
transferase (283) no musculo esquelético apés um programa de
treino, ao evidenciarem uma elevacao da actividade daquelas
enzimas estdo, indirectamente, a demonstrar que o exercicio fisico
agudo agride oxidativamente os musculos analisados (20). Nesses
programas de treino, as maiores variacoes daquelas enzimas e das
concentracdes de glutationa total sdao observadas nos musculos
vermelhos (265, 283), o que estda de acordo com o tipo
predominante de metabolismo utilizado por esses musculos (138,
162).

Uma das origens celulares dessa formacdo exagerada de CRO
durante a actividade fisica parece ser mitocondrial (19, 103, 162,
249). De facto, aproximadamente 2 a 5% do total de oxigénio
utilizado pelas mitocondrias é metabolizado pelas ubiquinonas (20,
24), originando CRO com grande poder oxidativo (234) ou com
grande poder redutor (136). A taxa de formacdo mitocondrial de
CRO é, dessa forma, proporcional {a gquantidade de oxigénio
consumido pelas mitocondrias por unidade de tempo (162). Assim,
durante a actividade figica, com a elevacao acentuada do consumo
muscular de oxigénio por unidade de tempo (40, 176), € alterado o
débil equilibrio que existia entre a produg¢do e a inactivacao dos

CRO, dando origem a uma situacao de stress oxidativo tecidual
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(289, 290). Os resultados de Lovlin et al. (203), obtidos pela
determinag¢do de malonaldeido, e os Koren et al. (185), obtidos. por
ressonancia magnética nuclear, corroboram esta hipdtese.

Em analogia ao verificadd nas situacgcdes de isquemia/
reperfusao muscular (75, 201, 336), parece aceitavel especular que
a XO do endotélio muscular (161, 192, 214) possa também ter
alguma participagcdo na exagerada producao tecidual de CRO
motivada pela actividade fisica e, desse modo, contribuir para a
situacdo de stress oxidativo observada {para refs. ver 3, 162, 163,
249). A XO é uma enzima intra-celular altamente versatil,
encontrada em varios tecidos (241), entre os quais, o tecido mus-
cular esquelético (161, 192). Apesar da designacdo, a XO, in vivo, e
em condi¢des homeostaticas, actua quimicamente como uma
desidrogenase (145, 241, 344), utilizando a nicotinamida-adenina-
dinucleotideo como receptor de electroes (241). No entanio, quando
sujeita a determinadas condi¢des (241, 344), que parecem ocorrer
durante o exercicio fisico, a XO pode transformar-se numa oxidase
oxigénio-dependente (241, 312, 344), ficando criadas condi¢ées para
a formacao de radicais superdxido e de perdxido de hidrogénio
(349). Alguns trabalhos tém demonsirado, de forma indirecta, um
aumento da actividade desta enzima no musculo esquelético
exercitado (23, 145).

A PLA2 muscular, activada pelo exercicio fisico (15), podera

ser outra fonte de CRO (136). Esta enzima, localizada no sarcolema,
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na membrana dos diferentes organelos, no sarcoplasma e no inte-
rior dos lisossomas (para refs. ver 19), utiliza os fosfolipidos das
membranas para a producdo de acido araquidénico e,
consequentemente, por accdo da lipo-oxigenase e da ciclo-oxigenase,
da origem a prostaglandinas, leucotrienos e tromboxanos (136). Se,
por um lado, a PLA2 tem algum papel protector nas membranas
celulares pela remoc¢ao dos hidroperéxidos resultantes da
peroxidacao lipidica (112), por outro, os lisofosfolipidos € o acido
araquidoénico resultantes desta acc¢do enzimatica, tém um efeito
detergente nas membranas celulares podendo, assim, contibuir para
as altera¢cdes na homeostasia celular ao ido calcio (158) e para a
libertacdo de compostos sarcoplasmaticos para o intersticio (38).
Conjuntamente com os lisofosfolipidos e o acido araquidénico,
também os CRO originados da formac¢ao de prostaglandinas e
leucotrienos (86, 96, 117, 136) poderao agravar estas alteracdes
funcionais ou estruturais do sarcolema, da mesma forma que o
sugerido para o musculo cardiaco (227). Durante e/ou apds o
exercicio fisico ha evidéncias do aumento da actividade da PLA2
(para refs. ver 19). Symons et al. (308) demonstraram a
acumulacdo de PGE2 no musculo esquelético apés um breve
periodo de electro-estimulacao. Também em situacdo de estimulagéo
mecanica passiva, Vandenburg et al. (328) observaram nas fibras
musculares um aumento da producfdo de prostaglandina E2 e da

protedlise tecidual. Estes trabalhos corroboram os resultados de
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Baracos et al. (26) e Rodman & Goldberg (256), provavelmente em
consequéncia da activacdo da PLA2 pelo ido calcio.

Conforme sera referenciado no capitulo seguinte (2.4.2 -
Degeneracdo extrinseca) os leucocitos que infiliram o tecido podem
ser também uma importante fonte muscular de CRO, contribuindo
dessa forma para a situacdo de stress oxidativo originada pela
actividade muscular {359).

Apesar dos intameros trabalhos que apontam para a ocorréncia
muscular de uma situagdo de stress oxidativo durante e/ou logo
ap6s o exercicio fisico (para refs. ver 3, 162, 163, 249), nédo esta
ainda bem definido o tempo que o tecido muscular necessita para
restabelecer o equilibrio oxidante/anti-oxidante verificado em
situacdes de homeostasia das fibras. Pressupondo que as
mitocéndrias serdo a principal fonte celular de CRO (113, 185},
seria de esperar que o stress oxidativo terminasse com a finalizacao
do exercicio. Apesar de nao terem utilizado nenhum marcador da
presenca de CRO, os resultados de Zerba et al. (359), contudo,
sugerem que a formacdo exagerada de CRO pode permanecer no
musculo durante os 3 primeiros dias apds a realizacdo do exercicio

fisico.

Hipoétese a estudar:

Considerando as restantes fontes teciduais de CRO, para além
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das ubiquinonas mitocondriais, a hipétese que colocamos é a de que a
situacdo de stress oxidativo muscular se pode prolongar muitas horas

{ou dias) apés o término do exercicio fisico.

Para testarmos essa hipotese sujeitamos murganhos a exércicio
fisico exaustivo, nos quais medimos as concentracdes de GSH no
musculo soleus, imediatamente, 48 horas ¢ 96 horas apés a
finalizacdo do exercicio. Tendo em atencdo a fuga de GSSG do
citosol para o plasma (248) com as consequentes alteracdes da
relacdo GSH/GSSG, optamos por dosear apenas as variacdes agudas
das concentracoes de GSH (para refs. ver 251). Considerando ainda
que as variagdes das concentracoes de GSH poderdao ser motivadas
por outras causas que ndo apenas a formacdo exagerada de CRO
(para refs. ver 218, 323, 284), um grupo de animais exercitados foi
submetido a administragdo de vitamina E pois, de acordo com
Jackson & Edwards (158), caso essas variagdes agudas sejam
motivadas pela presenca de CRO, elas serdo muito mais ténues na

presenca de vitamina E.
2.4.1.2.1. Material ¢ métodos
Foram utilizados 72 murganhos da estirpe Charles River CD1,

machos, com 12 semanas de idade e com um peso de 25/30

gramas. Os animais tiveram livre acesso a agua e a alimentacdo, e
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foram mantidos a atmosfera normal, com uma temperatura de 21/
25 graus centigrados e com uma variacao ciclica de 12 horas luz/
12 horas escuro.

Os animais foram distribuidos por cinco grupos: grupo
controlo (C, n=8), grupo controlo+veiculo (C+V, n=8), grupo vitamina
E (VITE, n=8), grupo exercicio (EX, n=24) e grupo exercicio+vitamina
E (EX+VITE, n=24).

Para além da actividade normal em gaiola, os animais do
grupo C nao realizaram qualquer tipo de exercicio nem foram
sujeitos a administracao de qualquer farmaco ou veiculo respectivo.
Cada animal do grupo VITE recebeu, nas 6 semanas que
antecederam o seu sacrificio, 10 mg/Kg/dia (347) de vitamina E
(sob a forma de acetato de a-tocoferol, Sigma Chemical CO. St.
Louis, USA), dissolvida em 0.01 ml de o6leo de soja estéril, por via
intra-peritoneal, em injeccao tunica diaria; igual procedimento foi
seguido para os animais do grupo EX+VITE exceptuando o inicio da
administracao de vitamina E que teve lugar 6 semanas antes da
realizacdo do protocolo de corrida. Os murganhos do grupo C+V
foram submetidos 4 administracdo, pela mesma via, de 0.01 ml de
oleo de soja/dia nas 6 semanas que antecederam o seu sacrificio,
também em injeccdo unica diaria.

Os animais dos grupos EX e EX+VITE foram submetidos a
uma corrida em tapete rolante durante 60 minutos, com 0° de

inclinacao a uma velocidade de 1000 m/h (correspondendo a cerca
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de 80% da velocidade méxima dos animais para essa situacao) com

uma constante estimulacao tactil das suas caudas. Antes de
realizarem o protocolo de esforco, os animais foram sujeitos a um
periodo de corrida (10 minutos) com velocidade reduzida, de forma
a permitir uma adaptagao prévia a situacao experimental. O tapete
rolante, da marca AVIONICS, foi previamente adaptado as
necessidades de utilizacdo impostas pelos animais através da
delimitacdo de uma &rea de corrida, de forma rectangular (40x80
cm), a qual foi conseguida com a acopulacdo de paredes verticais
de madeira a estrutura do tapete (88). Em cada grupo exercitado,
os animais foram sacrificados as 0 (n=8), 48 (n=8) e 96 horas (n=8)
apods a finalizacao da corrida.

A todos os animais, sacrificados por deslocamento cervical
entre as 9 e as 11 horas, foi retirado o musculo soleus direito,
para determinacao dos niveis de GSH de acordo com o método
descrito por Bousquet et al. (36).

Todos os musculos, apés terem sido pesados em balanca
Mettler (AE 163) com aproximacao as centésimas de miligrama, fo-
ram homogeneizados de forma mecanica, num homogeneizador de
vidro automatico (Heidolph, tipo R2R 1), em 2ml de acido perclérico
a 5% (Merck, Darmstadt, Germany). Apé6s centrifugaciao a 3000
r.p.m., durante 10 minutos, o sobrenadante foi filtrado por um
filtro de 0.45 pm (Milipore) e injectado automaticamente (Gilson,

modelo 231-401) no sistema de "High Performace Liquid Chroma-
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tography" (HPLC) com deteccdo electroquimica.

O sistema de HPLC era constituido por numa bomba (Gilson,
modelo 302) ligada a um manémetro (Gilson, modelo 802 C) e a
uma coluna de acgo inoxidavel de 10 pm ODS2Z (Spherisorb HPLC) de
25 ¢cm x 4,6 mm. O detector electroquimico (Gilson, modelo 141)
funcionou a uma voltagem de +1.25 V; um integrador (Varian,
modelo 4290) monitorizou a corrente produzida.

A fase movel utilizada foi constituida por 99% de acido mono-
cloro-acético (pH 3 com hidréxido de sédio) e 1% de metanol. Os
padrées de GSH (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA) foram

preparados em acido perclorico a 5%.

Os dados foram tratados estatisticamente através da média (M)

e do desvio padriao (sd). As diferencas de médias foram testadas a

partir da ANOVA 1. O nivel de significancia foi establecido em 5%.

2.4.1.2.2. Resultados

As concentracoes de GSH no musculo soleus dos animais dos

grupos C e EX estdo ilustradas no Quadro 2 e as dos grupos C+V,

VITE e EX+VITE no Quadro 3.




Quadro 2 - Concentracdes de GSH no miusculo soleus (umol/g) em
diferentes momentos de observacao.

C EX
Oh 48h 96h
(1) (2) (3) 4
M 1.41 0.61 0.74 1.21
sd +0.131 +0.137 +0.179 +0.119
(p<0.05) 1 vs. 2; 1 vs. 3; 2 vs. 4; 3 vs. 4

Os valores sao médios (tdesvio-padrao).

Quadro 3 - Concentracdes de GSH no miusculo soleus (umol/g) em
diferentes momentos de observacio.

C+V  VITE EX+VITE

oh 48h 96h
M 1.43  1.52 1.23 1.45 1.47
sd +0.157 +0.241 +0.201 +0.330 +0.189

Os valores sao médios (tdesvio-padrao).

Os resultados do grupo C+V nao diferiram daqueles
encontrados no grupo C. As concentracdes de GSH no grupo VITE
foram superiores aos do grupo C, apesar dessa diferenca nao ter
sido estatisticamente significativa. No grupo EX foi verificada uma
reducao significativa, relativamente ao grupo controlo, das
concentracées musculares de GSH nos animais sacrificados as O
horas apds a finalizacdo do exercicio; 48 horas apos, os valores de
GSH ainda se apresentavam significativamente reduzidos quando

comparados aos do grupo C. A recuperac¢do quase total das
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concentracoes de GSH s6 foi observada nos animais sacrificados as
96 horas apés a finalizacao do exercicio fisico.

As alteracdes temporais das concentracdes de GSH no grupo
EX+VITE foram analogas as do grupo Ex. Contudo, no grupo
EX+VITE, relativamente ao grupo VITE, nenhuma dessas variacodes
observadas apds a finalizacdo do exercicio teve significado estatistico.

No /Grafico 1 estao ilustradas as variacdes percentuais das
concentracdes de GSH nos grupos EX e EX+VITE, relativamente aos
respectivos valores em repouso (grupos C e VITE), as 0, 48 e 96
horas apés a finalizacdo do exercicio. E de salientar as diferencas
estatisticamente significativas observadas entre os animais dos dois
grupos exercitados sacrificados as O e¢ as 48 horas.

Grafico 1 - Relatao percentual, entre os grupos EX/C e EX+VITE/VITE,
das concentracdes de GSH nos diferentes momentos de observacao.

-EX/C - EX+VITE/VITE
%
1007
807
60
407
20 :
ERn olla nEEn G
0 hora 48 horas 96 horas
(p<0.05) 1 vs. 2 3 vs. 4

Os valores siao médios (tdesvio-padrido); EX/C - grupo exercicio/grupo controlo;
EX+VITE/VITE - grupo exercicio+vitamina E/grupo vitamina E.

72




2.4.1.2.3. Discussio dos resultados

Foi utilizada uma corrida com intensidade moderada, mas com
um tempo prolongado de forma a recrutar o maior namero possivel
de fibras, para assim atenuar os erros da determinacdo da GSH no
homogeneizado muscular, inerentes a todos os doseamentos
bioquimicos efectuados em homogeneizados teciduais.

De acordo com os resultados de Warren et al. (347), os niveis
de vitamina E no musculo soleus de ratos que receberam idéntica
quantidade dessa vitamina durante 6 semanas, por via oral, foram
cerca de 3 a 4 vezes superiores aos verificados nos respectivos
animais controlo. Apesar da vitamina E ter sido administrada por
via intra-peritonial neste trabalho, admitimos que os valores
musculares de vitamina E sejam superiores aos do grupo C e
aproximados as concentracoes descritas por Warren et al. (347).

Para a quantificacdo de GSH, a metodologia utilizada neste
trabalho possui sensibilidade e especificidade elevadas (Bastos,
resultados nao publicados). Desta forma, e contrariamente ao
verificado com a espectrofotometria, técnica utilizada por outros
autores (196, 197, 248, 265, 267, 283), os restantes compostos
celulares portadores de grupos tiol, enire os quais a cisteina, nao
interferem na determinacao de GSH.

A nao determinacdo dos valores musculares de GSSG prende-

se com os resultados de Pyke et al. (248) e de Sen et al. (283),
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que demonstraram claramente a acentuada redugdo da glutationa
muscular total motivada pelo exercicio fisico, consequéncia provavel
da elevada "permeabilidade” das membranas citoplasmaticas a
GSSG, tendendo esta a difundir-se para o plasma (para refs. ver
249, 251, 284, 323). Tendo em consideracdo as principais funcoes
celulares da GSH (284, 323), uma diminuicdo aguda e acentuada
da concentracao desse tripeptideo podera ser interpretada como um
bom indicador de agressdo oxidativa tecidual (236, 251),
particularmente se essa reducédo for atenuada pela presenca de um
agente anti-oxidante (158).

No grupo C, os valores de GSH muscular siao muito
superiores aos descritos por Salminen & Vihko (265, 267), Lew et
al. (196, 197) e Sen et al. (283} para os animais controlo. Estas
diferencas de concentracao podem ser justificadas pelas diferentes
constituicdes bioquimicas dos miusculos analisados. De facto, neste
trabalho utilizamos o soleus, um musculo muito homogéneo,
constituido quase exclusivamente por fibras vermelhas (18), onde o
metabolismo oxidativo predomina e as defesas anti-oxidantes se
encontram bem desenvolvidas (138, 162, 192). Em oposicdo, os
trabalhos de Salminen & Vihko (265, 267) e Lew et al. (196, 197)
utilizaram uma amostra muscular heterogénica em termos de
composicdo de fibras musculares brancas e vermelhas e,
consequentemente, com uma menor defesa anti-oxidante (138, 162).

Esta justificacdo é reforcada se considerarmos que o metabolismo
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dos cardiomié6citos é predominantemente oxidativo (40} e que os

nossos resultados de GSH no grupo C, comparativamente aos de
Salminen e Vihko (265, 267), de Lew et al. (196, 197) e de Sen et
al. (283), sdao os que mais se aproximam dos valores de GSH
descritos para o musculo estriado cardiaco (60, 186).

Nos animais exercitados, o facto da descida percentual de
GSH muscular observada imediatamente apds a finalizag¢do do
esforco de corrida, ter sido significativamente mais acentuada na
relacio EX/C do que na EX+VITE/VITE, constitui um bom
indicador de stress oxidativo motivado pelo exercicio. Este
argumento ¢ ainda mais reforcado pelo facto da descida de GSH
observada imediatamente apdés o exercicio, nos grupos EX e
EX+VITE, coincidir com a descrita por Lew et al. (196, 197) e¢ Pyke
et al. (248), que a relacionaram com a sua transformac¢io em
GSSG.

No grupo EX, a recuperacdo quase completa dos valores de
GSH observada apenas as 96 horas, poderia ser explicada pela re-
sintese demorada de GSH no musculo (284). Os resultados de Sen
et al. (283) apontam nesse sentido ao descreverem, imediatamente
apdés um exercicio exaustivo, uma diminuicdo da actividade da y-
glutamil-transpeptidase no musculo, no figado e no pulméao de
ratos. Contudo, Chen et al. (60) demonstraram que os niveis
hepaticos e pulmonares de GSH podem passar de uma situacao de

cerca de 80% de deplecdo para uma de 6%, em menos de 24
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horas. Esta constatagao foi verificada em animais jovens, com idade
idéntica aos utilizados neste trabalho. Da mesma forma, e segundo
os resultados de Deneke et al. (80), a sintese dé GSH celular, in
vitro, parece ser relativamente rapida, necessitando menos de 24
horas para se verificarem concentracoes de 180% daquelas
observadas em condicdes homeostaticas, Também o facto de nos
animais do grupo EX+VITE a deplecdo percentual de GSH ter sido
significativamente inferior a do grupo EX, vem reforcar a hipbtese
de que 48 horas apoés a finalizacdo do exercicio existe ainda uma
continua producado exagerada de CRO nos miusculos exercitados.
Se nao parece haver duavidas quanto a origem nas
mitocondrias e na via da PLA2 (para refs. ver 19) dessa formacao
exagerada de CRO, durante e/ou logo apo6s a finalizacao do
exercicio, o papel da XO e dos leucédcitos que infiltram o tecido na
situacdo de stress oxidativo muscular ainda nao esta determinado e

sera o objecto central da proxima fase experimental.
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2.4.2. Degeneracido extrinseca

Durante ou apds a realizacdo de um exercicio fisico intenso, ¢é
comum a observacido de numerosas alteragdes sanguineas, tais
como o aumento da concentragido das proteinas plasmaticas (311), a
mobilizagcao e activacdo leucocitaria (114, 257, 301), incluindo
linfécitos T citotoxicos (114, 175, 306) "T-helper” e T-supressores
(179) e a alteracdo funcional do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal
{114, 115, 204). O aumento plasmatico das concentra¢coes de
neoptirina (301), de interleucina-1 (49, 50, 102, 104, 199, 288) e
interleucina-6 (301), da proteina-C-reactiva, da haptoglobina (103,
311) e da actividade do interferon (288, 334), fazem também parte
deste quadro laboratorial. Para além destas alteragoes sanguineas,
foram também observados na urina o factor de necrose tumoral e
0os receptores da interleucina-2, constituindo assim marcadores
indirectos da sua presenca no plasma (301).

Todas estas adaptacdoes sistémicas agudas compdem a
resposta de fase aguda ¢ constituem bonsbindicadores (49, 102,
115) da presenca de uma resposta inflamatéria tecidual (9, 17, 39,
103, 306), envolvendo reaccdes neurologicas, vasculares, humorais e
celulares no local lesionado, que tém por objectivo a cura e a
reconstituicao desse tecido (148, 255).

A leucocitose, de grau variavel com a intensidade do exercicio

e com o tipo predominante de contraccoes realizadas (102),
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observada logo apods a finalizacao do exercicio (301) e que resulta,
principalmente, da desmarginalizacao destas células (103) motivada
pelas alteracoes hormonais agudas (40, 81), é seguida por uma
reducdo progressiva do numero de mondcitos (114) e de neutrofilos
circulantes (257). Esta diminuicdo podera ser explicada pela
continua aderéncia dessas células ao endotélio capilar muscular com
posterior diapedese e infiltracdo tecidual (257), consequéncia dos
varios compostos quimiotaticos (148) libertados, quer pelas fibras
lesadas (356) e pelas células endoteliais (243, 345, 349), quer pela
degradacao do colagénio (246). Relativamente a estes produtos
resultantes da degradacao do colagénio, apesar dos resultados de
Wheat et al. (352) questionarem, por meios indirectos, a ocorréncia
de lesdes do tecido conjuntivo de suporte, a lesdo deste tecido foi
ja demonstrada por meios directos (126, 305).

Um a trés dias ap6és o exercicio, a resposta inflamatéria nos
musculos agredidos parece estar completamente estabelecida (15,
177), com alguns polimorfonucleares (17, 88) e numerosos
mononucleares dispersos pelo endomisio e no interior de algumas
fibras lesadas (116, 305). Estas células mononucleares incluem
principalmente macréfagos, originados dos mondcitos que infiltraram
o musculo, e alguns linfécitos B, T e linfocitos T citotéxicos (3086,
356), originando um infilirado celular semelhante ao descrito nas
miopatias inflamatorias (12, 100), apesar dessa invasao linfocitaria,

motivada pelo exercicio, nem sempre ser observada (305). Apesar
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disso, a elevacdao plasmatica dos marcadores especificos e

inespecificos da estimulacdo imunologica, confirma a activacao deste
sisterna, mesmo em situagdes em que O exercicio nao € exaustivo
nem inabitual (301). O facto das fibras agredidas poderem expor
determinados antigéneos, até ai estranhos ao sistema imunologico,
podera justificar a activacdo e participacdo linfocitaria tanto nas
miopatias inflamatérias (101) como nas lesdes consequentes ao
exercicio (114).

A nivel muscular, com excep¢do do tipo predominante dos
leucocitos invasores (9, 17, 305, 308), a resposta inflamatoéria
aguda, motivada pela agressdao do exercicio fisico, parece ser
idéntica ao modelo padrao (148), estando descritos desgranulacao
mastocitaria (305, 306), elevaciao do catabolismo muscular (63, 102,
104, 328), aumento da permeabilidade vascular (306) com edema
tecidual (31, 39, 121, 123) e presenca de factores do complemento,
de fibrinogénio e de albumina nas zonas lesadas (305, 306).

Além destas alteracoes estruturais e funcionais tecidulares,
observa-se também a acumulacdo de prostaglandinas,
particularmente da E2 (308, 328) e da F2o (328), de leucotrienos
(19, 103) e de citocinas, incluindo a interleucina-1 (49) e do factor
de necrose tumoral (102), um aumento da actividade das proteases
lisossomicas (119, 262) e¢ a presenca de CRO e/ou produtos
resultantes da sua accao (4, 162).

Estes diferentes compostos encontrados nos homogeneizados de
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miusculos lesados podem ter origem nas proprias fibras agredidas
Ccomo resultadordo processo de degeneracdo intrinseca (54), nas
células endoteliais dos capilares adjacentes (103, 146, 349) e
também nos leucécitos que invadem o tecido (15, 51). Estas ultimas
células estdo programadas para removerem o tecido lesado por
varios mecanismos, que incluem, por exemplo, a fagocitose e a
libertacdo de substancias para o espago intersticial (148), tais como
enzimas hidroliticas (103, 312, 350), CRO (146, 162, 349),
componentes do sistema do complemento, acido araquidoénico,
prostaglandinas e leucotrienos (116, 312), citocinas (102) e factor de
activacao plaquetaria (254).
Cada um destes compostos possui diferentes acc¢des no

musculo esquelético agredido:

(a) os componentes do sistema do complemento
(148, 312) e os leucotrienos parecem ter um papel importante no
recrutamento de leucécitos, perpetuando assim a resposta
inflamatéria e podendo aumentar a area de lesdo tecidual (312);

(b) a pr.ostaglandina E2 aumenta a taxa de
catabolismo das fibras musculares adjacentes (116, 256),
estimulando a funcao lisossémica muscular (26); contudo, nos 3
primeiros dias apos a finalizacao do exercicio (262), sao as células
inflamatérias que invadem o tecido as que mais contribuem para
esta elevacdo da actividade enzimatica lisossémica (262, 332, 333);

(c) a interleucina-1 e o factor de necrose tumoral,
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produzidos pelos mondcitos e macrofagos activados, aumentam a
proteélise muscular com libertacdo de amino-acidos para a
circulacao (102), provavelmente com destino ao figado para sintese
de proteinas de fase aguda (115).

(d) o factor de activacdo plaquetaria induz a
agregacdo das plaquetas com a consequente libertacao de
prostaglandinas, de leucotrienos ¢ de radicais superdxido (254);

(e) os CRO libertados no espaco interesticial
passam com relativa facilidade a membrana plasmatica podendo
exercer, desta forma, um efeito citotoxico directo (312), promovendo
o aparecimento de lesdes e agravando as lesdes musculares preé-
existentes resultantes do processo de degradacao intrinseca (15, 19).

Para além destes efeitos, os CRO podem também inactivar a
a.l-antiprotease, proteina plasmatica controladora da actividade da
elastase (349) e que é libertada em grandes quantidades pelos
leucocitos para o espaco interesticial (350). Criam-se assim
condicbes para uma maior degradacdo do tecido conjuntivo de
suporte (349), particularmente dos proteoglicanos, conforme foi
demonstrado imuno-histoquimicamente no musculo apo6s exercicio

por Fritz & Stauber (126) e por Stauber et al. (305).

Hipoteses a estudar:

1 - Atendendo ao potencial efeito citotéxico dos CRO e das
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outras substancias libertadas pelos leucécitos (146, 349), bem como ao
seu caracter ndo selectivo (148), colocamos a hipétese (Fig. 10) de que
os leucécitos possam contribuir para o exagero, nio sé das
anormalidades bioquimicas tradutoras de agressio oxidativa, mas
também das alteracdes histologicas descritas (9, 209, 338), tal como o
observado em situagbes de isquemia/reperfusio muscular esquelética
(28, 291) e cardiaca (312). Esta hipétese é reforcada pela aparente
atenuacéio das lesdes musculares, induzidas pela actividade fisica,
exercida por determinados fairmacos com actividade anti-inflamatéria,

esterdoides (177) e ndo esterdides (264, 338).

Exercicio

Lesdes das fibras )
— Mediadores inflamatorios

e do endotélio
\ Colcflw’icina —-}*

Stress oxidativo Enzimas {—* Infiltracdo leucocitaria

T

CRO €

Figura 10 - Esquema ilustrativo da hipétese formulada.

2 - Os leucécitos que infiltram o tecido muscular, para além dos

CRO que libertam directamente para o meio extra-celular, podem

também contribuir de uma forma indirecta para o stress oxidativo
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(para refs. ver 345) induzido pelo exercicio fisico (Fig. 11). Essas
células sanguineas parecem estar na origem da activacdo da XO
endotelial, transformando-a numa oxidase oxigénio-dependente (243,
345). Considerando que o exercicio fisico motiva alteracées acentuadas
da morfologia das células endoteliais capilares musculares e que
existem evidéncias, apesar de indirectas, de um aumento na actividade
da XO muscular consequente a actividade fisica (23, 145), & provavel
que os leucécitos invasores possam, para além da temperatura, da
anaerobiose, da oxidacdo de grupos tiol e da activacio das calpainas
(241, 344), ter algum papel nesse aumento da actividade da XO
muscular. Esta hipétese parece ser aceitavel, ja que ha possibilidades
dos neutréfilos activados no leito vascular se poderem agregar
rapidamente e originar uma situacdo de oclusio vascular (74), ou de
agirem directamente sobre as células endoteliais musculares durante a
adesao leucocitaria, conforme o verificado em estudos in vitro com
células endoteliais de origem pulmonar (243); estas duas situacdes
parecem favorecer a conversido da XO, de uma desigrogenase para uma
oxidase oxigénio-dependente (345, 349). Da mesma forma, também
durante o exercicio extenuante observa-se uma elevacido das
concentracées musculares de adenosina mono-fosfato com a sua
consequente desfosforilacdo (23, 40). A adenosina resultante ficaria
entdo livre para se difundir para o exterior das fibras e servir de

substrato para a XO endotelial previamente activada (23, 91).
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Leucéceitos

Adesdao endotelial

Agregacao Lesdes das fibras

\‘ Alopurinol

XO endotelial *>CRO Lesdo endotelial

Figura 11 - Esquema representativo da hipétese elaborada.

Para testarmos estas hipoteses, sujeitdmos murganhos a um
exercicio de corrida submetidos ou ndo a ac¢ao ou da colchicina,
um farmaco inibidor da polimerizacao microtubular (72), afectando
negativamente a funcionalidade dos leucécitos (340), ou do
alopurinol, um inibidor da actividade da XO (241).

Para quantificacao do stress oxidativo muscular doseamos as
concentracdes de GSH, tendo em conta que essas concentracoes
musculares constituem um bom indicador do débil equilibrio
existente entre os mecanismos teciduais de formacido e remocido dos
CRO (para refs. ver 113, 251, 323). As anomalias histoldgicas foram
quantificadas por microscopia optica e analisadas qualitativarmente

por microscopia electronica.
2.4.2.1. Material e métodos
Foram utilizados 120 murganhos da estirpe Charles River
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CD1, machos, com 12 semanas de idade e com um peso de 25/30

gramas. Os animais tiveram livre acesso a agua e a alimentacao, €

foram mantidos a atmosfera normal, com uma temperatura de 21/

25 graus centigrados e com uma variacdo ciclica de 12 horas luz/

12 horas escuro. Os animais foram distribuidos por oito grupos:
grupo controlo (C, n=8),

grupo controlo+veiculo da colchicina (C+VC, n=16),

grupo colchicina (CH, n=16),

grupo controlo+veiculo do alopurinol (C+VA, n=8),

grupo alopurinol (ALO, n=8),

grupo exercicio (EX, n=24),

grupo exercicio+colchicina (EX+CH, n=16) e

grupo exercicio+alopurinol (EX+ALO, n=24).

Para além da actividade normal em gaiola, os animais do
grupo C nao realizaram qualquer tipo de exercicio, nem foram
sujeitos 4 administracdo de qualquer farmaco ou veiculo respectivo.

De acordo com a administracdo, por via intra-peritoneal, de
uma ou de duas injeccdes de soro fisiologico estéril, de O.1ml cada,
os murganhos do grupo C+VC foram divididos em dois sub-grupos:

- C+VC48 (n=8) - injectados 48 horas antes do sacrificio,
- C+VC96 (n=8) - injectados 96 e 48 horas antes do sacrificio.

O mesmo procedimento foi adoptado para os animais sujeitos
a administracdo de colchicina (Produtos Farmacéuticos Diamant Lida.,

Portugal), sedentarios (CH) e exercitados (EX+CH), mediante a
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administracdo de uma ou de duas injec¢des, na dose de 1m/Kg
(184), diluida em 0.1ml de soro fisiologico estéril:
- CH48 (m=8) - injectados 48 horas antes do sacrificio,
- CH96 (n=8) - injectados 96 e 48 horas antes do sacrificio,
- EX+CH48 (n=8) - injectados 48 horas antes do sacrificio,
- EX+CH96 (n=8) - injectados 96 e 48 horas antes do sacrificio.
Cada animal dos grupos ALO e EX+ALO recebeu, nos 11 dias
que antecederam o seu sacrificio, 10 mg/Kg/dia de alopurinol
(Sigma Chemical CO. St. Louis, USA), suspenso em 0.1 ml de agua,
por intubacao gastrica (216). Os murganhos do grupo C+VA foram
submetidos 4 adminisiracdo, também por intubacgido gastrica, de 0.1
ml de agua/dia nos 11 dias que antecederam o seu sacrificio.
Os animais dos grupos EX, EX+CH e EX+ALO foram sujeitos
a uma corrida em tapete rolante durante 60 minutos, com 0° de

inclinacdo a uma velocidade de 1000 m/h (correspondendo a cerca

de 80% da velocidade maxima dos animais para essa situacdo) com
uma constante estimulacao tactil das suas caudas. Antes de
realizarem o protocolo de esfor¢o, os animais foram sujeitos a um
periodo de corrida (10 minutos) com velocidade reduzida, de forma
a permitir uma adaptagdo prévia a situagdo experimental. O tapete
rolante, da marca AVIONICS, foi previamente adaptado as
necessidades de utilizacdo impostas pelos animais através da
delimitacdo de uma area de corrida, de forma rectangular (40x80

cm), a qual foi conseguida com a acopulacdo de paredes verticais
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de madeira a estrutura do tapete (&88).

Os animais dos grupos EX e EX+ALO foram sacrificados
imediatamente, 48 horas e 96 horas apds a finalizacdo do exercicio.
No grupo EX+CH a administracdo de colchicina teve inicio
imediatamente ap6s a finalizacdo do exercicio fisico, razdo pela qual
os animais deste grupo foram sacrificados 48 horas (n=8) e 96
horas (n=8) apos a realizacdo do protocolo de esforco (272, 340).

A todos os animais, sacrificados por deslocamento cervical
entre as 9 e as 11 horas, foi retiradec o musculo soleus direito,
para determinacio dos niveis de glutationa reduzida, e o musculo
soleus esquerdo para analise morfolégica em microscopia de luz e
electronica, de acordo com a metodologia descrita nas fases
experimentais anteriores (2.4.1.1.1. e 2.4.1.2.1.).

Para quantificacao das lesdes de miopatia do exercicio nos
diferentes grupos, foi calculada a média da percentagem de fibras
portadoras de qualquer tipo de alteracado estrutural (areas de
necrose segmentar e/ou infiltracao de fagdcitos, aspecto e
distribuicdo dos ntucleos, irregularidades do padrao estriado,
vacuolizacdo sarcoplasmatica). O estudo ultra-estrutural teve por
objectivo qualificar as lesdes observadas em microscopia Optica.

A descricao da informacdo analitica e estrutural foi efectuada
através da meédia (M) e do desvio padrao (sd). As diferencas de
médias foram testadas a partir do t-teste ¢ da ANOVA 1. O nivel

de significancia foi establecido em 5%.
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2.4.2.2. Resultados

No Grafico 2 estadao ilustrados os valores médios das
concentracoes de GSH no musculo soleus nos diferentes grupos e
sub-grupos experimentais.

Grafico 2 - Concentracoes de GSH (umol/g} no musculo soleus em varios
grupos experimentais.
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Os valores sao médios (tdesvio-padrao).

Grupos C e EX

As concentragdes de GSH muscular nestes dois grupos estdo

descritas no Quadro 4.
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Quadro 4 - Concentracoes de GSH no rﬁﬁsculo soleus (umol/g) nos
diferentes momentos de observacio.

C EX
Oh 48h 96h
(1) (2) (3) (4)
M 1.41 0.61 0.74 1.31
sd +0.131 +0.137 +0.179 +0.119

(p<0.05) 1 VS, 2 1 Vs, 3 2 VS. 4 3 VSs. 4

Os valores sido médios (tdesvio-padrao).

Nos animais do grupo EX foi verificada uma reducao
significativa, relativamente aos animais controlo, nas concentragoes
musculares de GSH imediatamente e 48 horas ap6s a finalizacao
do exercicio, tendo-se registado a recuperacdo daqueles valores nos
animais sacrificados as 96 horas.

A analise estrutural, efectuada imediatamente apos a
finalizacdo do exercicio, revelou que as anomalias mais evidentes
consistiam no edema das fibras, na vacuolizacdo sarcoplasmatica
(Fig 12), na presenca de irregularidades do padrao estriado (Fig. 13)
e na palidez de coloracdao com o &cido periodico de Schiff; 48 e 96
horas apds o exercicio fisico foram evidentes a microscopia de luz,
para além das lesdes observadas as 0 horas, uma invasao tecidual
de mono e polimorfonucleares circundando as areas de necrose
segmentar das fibras (Fig. 14), bem como a presenca de nucleos

em posicao central (Fig. 15).
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Figura 12 - Fotografia de microscopia 6ptica do musculo soleus de um
animal do grupo EX sacrificado imediatamente apés a finalizacdo do
exercicio. Em algumas fibras & notéria a vacuoliza¢do sarcoplasmatica
difusa (x470).

A média da percentagem de fibras lesadas neste grupo foi de
26,5+14,98 as O horas, 47,2+11,57 as 48 horas e¢ de 43,2+15,19 as

96 horas ap6s exercicio (ver Grafico 3).

Figura 13 - Fotografia de microscopia oOptica do musculo soleus de um
animal do grupo EX sacrificado imediatamente apés a finalizacao do
exercicio, ilustrando uma area de irregularidades do padrao estriado (x740).
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Figura 14 - Fotografia de microscopia optica do musculo soleus de um

animal do grupo EX sacrificado 48 horas apés a finalizacdo do exercicio.
E notéria a presenca de uma area de necrose segmentar com infiltracio de

fagocitos (x740).

Figura 15 - Fotografia de microscopia 6ptica do musculo soleus de um
animal do grupo EX sacrificado 96 horas apoés a finalizacdo do exercicio.
Sido evidentes duas fibras portadoras de ntcleos em posicdo central (x925).

A analise ultra-estrutural evidenciou, imediatamente apos o

exercicio, irregularidades do padrao estriado, edema inter-fibrilar,

"swelling" mitocondrial e algumas alteracdes estruturais endoteliais
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Figura 16 - Fotografia de microscopia electrénica do musculo soleus de
um animal do grupo EX sacrificado imediatamente apés a finalizacdo do
exercicio. E visivel "swelling” mitocondrial, irregularidades do padrao
estriado, algum edema inter-miofibrilar e ligeiras alteracdes estruturais
endoteliais (x1500).

Na observacdo efectuada as 48 e 96 horas, para além da
manutencido destas lesdes e dos numerosos lisossomas secundarios,
foi visualizada uma invasao acentuada de polimorfonucleares e de
monoécitos/macrofagos, quer no intersticio, quer no interior de

algumas das fibras lesadas (Fig. 17), e uma exacerbacao das

alteracdes das células endoteliais nas regidoes adjacentes as fibras
lesadas. A infiliracdo muscular de eosinéfilos observada nos animais
exercitados foi também muito marcada (Fig. 18, 19). Sinais de |
regeneracao muscular, tais como células satélite activadas e fusao
de mioblastos foram mais evidentes as 96 horas apds o exercicio

(Figs. 18, 19).
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Figura 17 - Fotografia de microscopia electronica do musculo soleus de
um animal do grupo EX sacrificado 96 horas apés a finalizacdo do
exercicio, demonstrando a. presenca de fagécitos no interior de uma fibra
muscular (x800).

Figura 18 -Fotografia de microscopia electronica do musculo soleus de um
animal do grupo EX sacrificado 48 horas apés a finalizacdo do exercicio,
demonstrando infiltracio de eosinoéfilos e de macrofagos. A activacao
fibroblastica e a vacuolizacio endotelial sdao também alteracbes evidentes

(x1200).

Nos animais do grupo C nao foi observada qualquer alteragao

estrutural nos musculos estudados.
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Figura 19 - Fotografia de microscopia electronica do musculo soleus de
um animal do grupo EX sacrificado 96 horas apés a finalizacao do
exercicio. E de realcar, para além da invasdo de fagocitos, a presenca de
sinais de activacdo fibroblastica, de mioblastos e de miotiibulos (x1200).

Grupos C+VC, CH e EX+CH

As concentracdées de GSH muscular nos animais destes grupos

estao ilustradas no Quadro 5.

Quadro 5 - Concentracdes de GSH no musculo soleus (umol/g) em

diferentes momentos de observacéo.

C+VC CH EX+CH
48h 96h 48h 96h 48h 96h
(1) 2) 3 (4) {5) (6)
M 1.45 1.42 1.42 1.37 1.1 1.08
sd +0.137 +0.067 +0.144 +0.152 +0.213 +0.189
{p<0.05) 1 vs. B 2 vs. 6 3 vs. b 4 vs. 6

Os valores sao médios (tdesvio-padrao).
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Nos grupos C+VC e CH estas concentracdes nao apresentaram
diferencas significativas relativamente aos animais do grupo C.
Comparativamente com os valores de GSH observados as 48 horas
no grupo EX, os murganhos do grupo EX+CH sacrificados as 48
horas apresentavam valores significativamente mais elevados daquele
peptideo, mantendo essas concentragdes na observacao verificada as
96 horas. As diferencas entre os grupos CH96 e EX+CHO96
apresentaram também significado estatistico.

No grupo EX+CH nao foi observada qualquer infiltragcdo de
leucocitos. Neste grupo, a média da percentagem de fibras lesadas
foi de 25,3+12,98 as 48 horas e de 24,019,69 as 96 horas (ver

Grafico 3).

Figura 20 - Fotografia de microscopia optica do musculo soleus de um
animal do grupo EX+CH sacrificado 48 horas apés a finalizacao do
exercicio, ilustrando a presenca de areas de irregularidades do padrao
estriado em diferentes fibras musculares (x470).

Com excepcdo das irregularidades do padrao estriado que
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tinham, aparentemente, uma extensido idéntica a observada no
grupo EX (Fig. 20), todas as restantes lesdes (alteracoes
morfolégicas endoteliais, o edema interfibrilar, o "swelling"
mitocondrial e a presenca de lisossomas secundarios), foram menos
intensas (Fig. 21) e pareciam afectar uma menor percentagem de
fibras musculares. No entanto, as 96 horas, os musculos
observados apresentavam uma grande quantidade de detritos

celulares (Fig. 22) no espaco intersticial (Fig. 23).

Figura 21 - Fotografia de microscopia electronica do musculo soleus de
um animal do grupo EX+CH sacrificado 48 horas apés a finalizacdo do
exercicio fisico. E visivel uma area com alteracdes das linhas Z e algum
"swelling" mitocondrial. As células endoteliais nao estdo vacuolizadas
(x1200).

Focos de regeneracdo muscular foram também encontrados as
48 e 96 horas (Fig. 24) apesar de possuirem um aspecto diferente
daquele observado no grupo EX, uma vez que a formacgao de

miofilamentos nem sempre foi observada (Fig. 25).
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Figura 22 - Fotografia de microscopia 6ptica do musculo soleus de um
animal do grupo EX+CH sacrificado 96 horas apés a finalizacdo do
exercicio, demonstrando a presenca de detritos celulares no espacgo
intersticial (x590).

Figura 23 - Fotografia de microscopia electrénica do musculo soleus de
um animal do grupo EX+CH sacrificado 96 horas apés a finalizacdo do
exercicio. Sdo evidentes, no espaco intersticial, numerosos detritos celulares
e lisossomas secundarios (x2300).

A analise estrutural e ultra-estrutural nos grupos C+VC e CH

nao revelou quaisquer fibras portadoras de alteragdes morfologicas.
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Figura 24 - Fotografia de microscopia electrénica do musculo soleus de
um animal do grupo EX+CH sacrificado 96 horas apds a finalizacao do
exercicio. Sao notérios os sinais de regeneracdo muscular e os detritos

celulares no espaco intersticial. O endotélio possui uma estrutura normal
(x2300).

Figura 25 - Fotografia de microscopia electronica do musculo soleus de
um animal do grupo EX+CH sacrificado 96 horas apés a finalizacdo do
exercicio. Nos mioblastos com francos sinais de activacido nido sio
observados miofilamentos (x2300).

Grupos _C+VA, ALO e EX+ALO

As concentracoes de GSH muscular nos animais destes grupos

estao ilustradas no Quadro 6.
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Quadro 6 - Concentracdes de GSH (pmol/g) no musculo soleus em
diferentes momentos de observacio.

C+VA ALO EX+ALO
O h 48 h 96 h
(1) 2) (8) 4) (5)
M 1.4 1.38 0.69 1.38 1.35
sd +0.093 +0.051 +0.183 +0.05 +0.117
(p<0.05) 1 vs. 3 2 vs. 3 3 vs. 4 3 vs. 5

Os valores sao meédios (tdesvio-padrio).

Os valores de GSH nos grupos C+VA e ALO nao diferiram
significativamente dos observados no grupo C. Nos animais do
grupo EX+ALO, tal como nos do grupo EX, também se verificou
uma descida acentuada e com significado estatistico, relativamente
aos valores do grupo ALO, nas concentracdes de GSH

imediatamente apés a finalizacdo do exercicio.

Figura 26 - Fotografia de microscopia electronica do musculo soleus de
um animal do grupo EX+ALO sacrificado 48 horas apés a finalizacdo do
exercicio. O endotélio capilar adjacente a fibra portadora de um edema
ligeiro e de algum "swelling" mitocondrial apresenta uma estrutura normal
(x1200). )
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Em contraste com o verificado no grupo EX as 48 horas, os

valores desse tripeptideo doseados no grupo EX+ALO foram idénticos
aos verificados no grupo ALO tendo-se mantido no doseamento
efectuado as 96 horas (Quadro 6).

Na analise morfolégica do grupo EX+ALO, nas diferentes
observacdes temporais, a auséncia de alteragdes ultra-estruturais nas
células endoteliais capilares na proximidade de fibras portadoras de
anomalias histologicas foi a observacao mais relevante (Fig. 26);
mesmo quando observadas, essas alteracdes endoteliais, comparadas
com as do grupo EX, eram muito ténues. Aparentemente, nas
observacoes efectuadas as 48 e 96 horas no grupo EX+ALO, a
deteccdo de leucdcitos invasores foi mais rara do que no grupo EX,

sugerindo uma menor infiltracdo muscular por estas células.
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Figura 27 - Fologralia de microscopia optica do miusculo soleus de um
animal do grupoc EX+ALO sacrificado 96 horas apés a finalizacdo do
exercicio. De realcar a presenca de uma area de necrose segmentar com
infiltracdao celular (x740).

De facto, quase nao foram detectados ecosinéfilos neste grupo
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exercitado. Todas as restantes alteracdes histolégicas observadasv
(Figs. 27 e 28) estavam atenuadas, em aspecto e extensao,
relativamente as do grupo EX. No grupo EX+ALO a média da
percentagem de fibras lesadas foi de 25,3+12,31 as O horas,
26,218,94 as 48 horas e de 27,0+11,37 as 96 horas apéds exercicio
{(ver Grafico 3). Nos animais dos grupos C+VA e ALO nao foram

visualisadas fibras musculares portadoras de anomalias estruturais.

Figura 28 - Fotografia de microscopia electrénica do musculo soleus de
um animal do grupo EX+ALO sacrificado 48 horas apés a finalizacao do
exercicio. E visivel um ligeiro "swelling" mitondrial (x1200).

101



Grafico 3 - Intensidade das lesdes de miopatia do exercicio nos grupos
exercitados em diferentes momentos de observacao.
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2.4.2.3. Discussio dos resultados

Um dos objectivos desta fase experimental foi o de inibir a
infiltracdo e a funcao leucocitaria tecidual nos animais submetidos
a exercicio fisico exaustivo. A utilizacao do termo "leucécitos" podera
parecer generalista mas, tanto polimorfonucleares (17) como
mononucleares (306), foram ja encontrados nas areas musculares
lesadas nao traumaticamente pelo exercicio.

Nos animais do grupo EX+CH, a administracdo de colchicina
efectuada apenas depois da realizacdo da corrida € justificada pelos

objectivos deste trabalho. De facto, a invasao leucocitaria s6 se
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comeca a evidenciar 4 a 6 horas apés a finalizacdo do exercicio
(15), tempo suficiente para que a colchicina, administrada
imediatamente ap6és o exercicio, exerca os seus efeitos
farmacologicos (272, 340). A administracdao de uma segunda injeccéo
daquele farmaco teve por objectivo manter a inibicdo leucocitaria até
as 96 horas apds exercicio. O intervalo de 48 horas utilizado entre
as duas injeccoes e/ou entre a injeccdo e o sacrificio dos animais
foi baseado nos trabalhos de Kondo et al. (184) com reticuldcitos.

Muitos dos resultados da literatura referentes a importancia da
XO na génese dos CRO, particularmente em situacdes de isquemia/
reperfusdo que utilizam o alopurinol como inibidor daquela enzima,
sdo contraditéorios (para refs. ver 86, 117). Este facto parece
resultar das diferentes doses utilizadas e do tempo de administracido
de alopurinol, que sao variaveis de autor para autor (86, 216).
Optamos pela administracdo prolongada desse farmaco tendo em
conta os resultados de Megison et al. (216) com a administracao
prolongada de alopurinol e o facto de que, para inibir a XO, o
alopurinol necessita primeiro de ser oxidado em oxipurinol (86,
241).

Nos animais do grupo EX, a descida de GSH muscular
observada imediatamente apoés a finaliza¢do do esforco de corrida,
constitui, aparentemente, um indicador de stress oxidativo (113)
motivado pelo exercicio (3, 162, 163, 249}. Os resultados das

concentracoes de GSH muscular nos animais tratados com vitamina
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E (capitulo 2.4.1.2) confirmam esta suposi¢dao (158). Neste grupo, a
recuperacdo dos valores de GSH observada apenas as 96 horas
apds o exercicio parece ser motivada pela exagerada producdo de
CRO verificada as 48 horas e nao uma consequéncia da demorada
re-sintese celular desse tripeptideo; a recuperacao total da GSH
observada as 48 horas no grupo EX+ALO, concordante com o
observado em outros tecidos (60, 80), corrobora esta hipdtese.
Imediatamente apds a finalizagdo do exercicio, partindo do
principio que as invasao leucocitaria muscular sé6 se comeca a
verificar algumas horas apos a agressao (15), parece estar excluida
qualquer responsabilidade dessas células nas variacoes de
concentracido de GSH. Tendo em consideracdo os valores de GSH
nos animais do grupo EX+ALO, a possivel participacdo da XO na
génese dos CRO imediatamente apos a finaliza¢do do exercicio,
também ndo parece viavel. A hipétese mais provavel para a origem
dessa agressio oxidativa podera ser a cadeia respiratoria, apesar da
participacdo da ciclo-oxigenase e da lipo-oxigenase, consequentes a
activacdo da fosfolipase A2, ndo ser de excluir (para refs. ver 19).
Os resultados de Armstrong et al (17), relativos a actividade
sanguinea da cretina-quinase e da lactato desidrogenase verificada
em ratos apos exercicio de corrida, sugerem a ocorréncia de uma
segunda agressdo muscular apés o exercicio fisico. Os trabalhos de
McCully & Faulkner (209), Faulkner et al. (111) e de Zerba et al.

(359) reforcam essa suposicdo, demonstrando uma segunda lesao
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muscular, aparentemente mais intensa do que a primeira, € que se
parece relacionar temporalmente com a resposta inflamatodria
tecidual. Também os resultados de Cannon et al. (51), obtidos com
humanos, sugerem que o aumento retardado da permeabilidade do
sarcolema se podera relacionar com a actividade tecidual dos
leucécitos invasores. Da mesma forma que o observado por Appell

et al. (9) e Soares et al. (299), também nos animais do grupo EX
se verificou um agravamento do quadro anatomo-patologico das O
horas para as 48 horas apds o exercicio. Neste momento de
observacao, as 48 horas ap6s exercicio, o grupo EX apresentava
uma meédia da percentagem de fibras musculares lesadas
significativamente superior a. verificada no grupo EX+CH (Grafico 3).-
Assim, se ha indicacdes de que a reaccdo inflamatéria, em geral,
pode contribuir para o agravamento das lesdes da miopatia do
exercicio (49, 51, 177, 264, 306, 338), os resultados morfologicos
dos grupos EX e EX+CH nao deixam davidas de que a infiltracao
leucocitaria, em particular, contribui significativamente para o
exagero desse quadro anatomo-patolégico. O facto do agravamento
das lesdes ndo se ter verificado nos animais do grupo EX+ALO
podera ser explicado quer pela atenuacado da reacgao inflamatéria
tecidual, resultante de uma diminuicao da lesdo endotelial com
menor libertacdao. de factores quimiotacticos (148, 345), quer pela
reducdo do stress oxidativo muscular, como se pode verificar pelos

niveis de GSH as 48 horas idénticos aos do grupo ALO.
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A compara¢ao dos valores de GSH encontrados as 48 horas
nos grupos EX e EX+CH, também sugere que, nos processos de
lesdo/regeneracao muscular motivados pela actividade fisica, os
leucocitos que invadem o tecido para remocdo dos detritos celulares
e dos segmentos das fibras ja pouco viaveis (116, 359), contribuem
activamente para a manuteng¢ao dos baixos niveis de GSH muscu-
lar; os CRO libertados pelos neutréfilos e macréfagos permitem
explicar esta observacdo. De facto, estas células sintetizam elevadas
quantidades de CRO, sendo cerca de 70% do oxigénio consumido
pelos leucécitos destinado a producéo de superdxido (143). Também
nos grupos EX e EX+CH, os resultados obtidos as 96 horas
sugerem que a infliltracdo leucocitaria é determinante para a
recuperacao dos niveis de GSH muscular. Colocando a hipédtese de
que o fenomeno de iniciacdo e/ou propagacdo dos CRO (162) pode
ocorrer nos detritos celulares, observados em grande quantidade na
analise morfologica do grupo EX+CH, as baixas concentracdes de
GSH muscular verificadas as 96 horas nos animais exercitados e
tratados com colchicina, poderdao ser explicados pela nao remocao
das areas lesadas ou necrosadas das fibras agredidas.

Apesar da aparente concordancia dos resultados bioquimicos e
morfologicos verificada no grupo EX+CH, se conjugarmos estes
dados. as 48 e as 96 horas com os do grupo EX+ALO, as
hipoteses colocadas no ullimo paragrafo necessitam de uma

interpretacdo mais pormenorizada, como se pode verificar nos
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paragrafos seguintes.

Nas determinagoes de GSH efectuadas no grupo EX+ALO as
48 e 96 horas apés a finalizacao do exercicio, os valores
encontrados vém sugerir, em oposicao a Evans e Cannon (103), que
a producao de CRO que ocorre 48 horas apds a finalizacdo do
exercicio podera ser da inteira responsabilidade da XO. Para além
da inibicdo da XO, a administracdc de alopurinol poderia, por si
s6, contribuir para essa rapida recuperacao dos valores de GSH,
tendo em conta o papel anti-oxidante deste farmaco (143, 222). No
entanto, a semelhanca dos resultados observados as O horas nos
grupos EX e EX+ALO nao parece relevar a accdo anti-oxidante do
alopurinol. As baixas doses de alopurinol administradas neste
trabalho, comparativamente a outros estudos (57, 336), sugerem que
a accao anti-oxidante directa deste farmaco podera ser dose-
dependente.

Estes resultados parecem retirar qualquer importancia aos
neutroéfilos e monoécitos/macrofagos que invadem o tecido, na génese
da agressao oxidativa muscular observada as 48 horas. Caso a XO
estivesse presente nos neutréfilos e fosse uma fonte de CRO destas
células, conforme foi inicialmente proposto por Tubaro et al. (319),
a inibicao dessa enzima reduziria a produc¢dao de CRO pelos
neutrofilos, explicando assim os nossos resultados. Contudo, como
tal hipotese nao parece confirmar-se (143), ndo pode ser aceite para

justificar os valores de GSH encontrados nos grupos EX+ALO e
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EX+CH. A evidéncia, no grupo EX+ALO, de uma aparente

diminui¢cdo na infiltragcdo leucocitaria, podera ser uma explicacao
aceitavel. Esta menor infiliragdo podera ser justificada pela quase
auséncia de lesdes observadas nas células endoteliais. De facto,
sabe-se que as c€lulas endoteliais tém um papel activo, e nao de
alvo, na reaccdo inflamatéria (43, 148, 243). Estas células
participam activamente na libertacdo de mediadores inflamatérios e
imunolégicos, deterrminantes da intensidade do quadro inflamatoério
(43).

A comparacido das concentracdes de GSH nos grupos EX e
EX+ALO também parece contrariar alguns estudos bioquimicos que
retiram qualquer importancia a XO na génese tecidual de CRO
{para refs. ver 117). Esses trabalhos descrevem, nos homogeneizados
do tecido muscular, valores quase nulos da actividade daquela
enzima, quer em diferentes animais de laboratério, entre os quais o
murganho, quer no Homem (161). Contudo, os resultados de
trabalhos histoldogicos, com utilizacdo da técnica de
imunofluorescéncia, revelaram uma concentracio elevada da XO nas
células endoteliais capilares de varios tecidos, entre os quais o
tecido muscular esquelético (para refs. ver 161); com a
homogeneizacdo muscular, a elevada actividade da XO endotelial fica
extremamente diluida, explicando assim a discrepancia dos
resultados dos trabalhos bioquimicos e histologicos.

Existem ja bastantes evidéncias que atribuem aos neutrofilos
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um importante papel na inducdo de lesdes nas células endoteliais a
nivel pulmonar (para refs. ver 345). Ao que tudo indica, as lesdes
destas células parecem ser da responsabilidade da XO previamente
activada e convertida numa oxidase oxigénio-dependente pelos
neutréfilos estimulados (243), apesar desses mecanismos nio serem
ainda totalmente conhecidos (345). Os nossos resultados
morfologicos, ao demonstrarem uma quase normalidade das células
endoteliais nos animais exercitados e tratados com alopurinol,
corroboram essa hipétese a nivel muscular. Tudo indica que sejam
os CRO, formados pela XO do endotélio muscular, os responsaveis
pelas lesbes morfologicas dessas células, particularmente evidentes
48 horas ap6s a finalizacdo do exercicio nos animais do grupo EX.

No entanto, estes resultados nao atribuem exclusivamente aos
leucocitos o papel de activagao e conversiao de XO endotelial. De
facto, nos animais tratados com colchicina, a accdo dos leucoécitos
previamente activados sobre a XO das células endoteliais pode ser
apreciada indirectamente pelos resultados morfologicos e bioquimicos.
Caso aquela accdo fosse exclusiva dos leucécitos, diminuindo a
funcionalidade dessas células pela administracdo de colchicina, seria
de esperar uma quase auséncia de alteracdes estruturais das
células endoteliais, o0 que nao esta de acordo com o observado nos
animais deste grupo. Da mesma forma, caso aquela accdo fosse
exclusiva dos leucécitos, neste grupo de animais sacrificados as 48

horas ap6s exercicio seria de esperar uma normalidade nas
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concentracdes de GSH, tal como o verificado no grupo EX+ALO, o
que nao corresponde ao observado.

Estes resultados retiram aos leucoécitos a accido exclusiva de
activacdo e conversdo da XO das células endoteliais e reforcam a
possivel participacdo de outros mecanismos naquela acc¢do. Para
além dos leucdcitos, varios mecanismos poderdo explicar a activacio
e transformacao da XO endotelial, de desidrogenase para oxidase
oxigénio-dependente:

(a) a elevacao da temperatura muscular
verificada com a actividade fisica (134, 180);

(b) a agressao oxidativa, observada as O horas
nos animais exercitados, poderia também induzir essa
transformacéo, de caracter reversivel, através da oxidacdo de alguns
dos grupos tiol da enzima (241, 344), para além de poder motivar
peroxidacdo lipidica das membranas das células endoteliais com
perda consequente da sua homeostasia ao ido calcio {108, 109,
110, 191);

{c) as elevadas concentracdes deste iao
activariam as calpainas citoplasmaticas (190) com a consequente
protedlise da XO, transformando a conversao, até ai reversivel, em
irreversivel (241).

Se a infiltracdo leucocitaria parece ser determinante para a
recuperacdo das concentracdes de GSH muscular, conforme €

demonstrado pelos resultados do grupo EX+CH as 96 horas apos
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exercicio, ficamos em duvida se essa accao resulta da remocao dos

detritos das fibras musculares e/ou das células endoteliais lesadas.
Nestas cé€lulas, € de esperar, na presenca de xantinas e hipo-
xantinas provenientes do proprio muasculo ou do plasma (23), que a
XO irreversivelmente convertida numa oxidase oxigénio-dependente,
esteja continuamente a produzir CRO até que essas células sejam
removidas ou até a enzima ser libertada para a circulacdo. As
altera¢des morfologicas e/ou funcionais das células endoteliais
podem facilitar a saida de XO para o plasma e, dessa forma,
serem as responsaveis por uma provavel auto-imunizacic contra a
X0, demonstrada pela presen¢a plasmatica de anti-corpos anti-XO
em humanos clinicamente saudaveis (161). Assim, a elevada
quantidade de eosinodfilos observada nos animais dos grupos EX as
48 e as 96 horas ap6s o exercicio fisico e a sua quase auséncia
no grupo EX+ALO, esta de acordo com as observacoes de Field et
al. (114) e corrobora a hipdétese das fibras, ou das células
endoteliais agredidas, poderem expdr determinados antigéneos até ai
estranhos ao sistema imunologico. Apesar de ter sido descrita a
presenca de XO no plasma de ratos (337), ndo temos conhecimento
da possivel existéncia, nesses animais de laboratdrio, de anticorpos
anti-XO. Para além da possivel libertacdo para o plasma da XO,
considerando que nos animais do grupo EX+CH a XO foi activada
por algum(s) dos mecanismos atras expostos e que ndo ha

recuperaciao dos valores de GSH as 96 horas apés a finalizacdo do

111



exercicio, parece ldgico atribuir aos leucdcitos um papel
determinante na remoc¢doc das células endoteliais lesdas e,
consequentemente, na recuperagcdo das concentracoes de GSH
muscular.

Da mesma forma que os leucécitos que infiltram o musculo,
e tendo em consideragdo a percentagem de fibras lesadas nos
animais dos grupos EX e EX+ALO, é possivel concluir que a XO,
provavelmente pelo stress oxidativo que induz as 48 horas apoés o
exercicio, contribui significativamente para o agravamento do quadro

anatomo-patologico as 48 e 96 horas apds a actividade fisica.
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2.5 Conclusdes

Da analise dos resultados observados nas diferentes [lases

experimentais pode concluir-se:

a) as alteracdes estruturais motiv‘adas pelo exercicio possuem
um caracter necrotico e inflamatério. Essas lesdoes sao focais,
conforme se pode deduzir pelos elevados desvios-padrao encontrados
em cada grupo;

b) a intensidade maxima deste quadro anatomo-patoldgico
ocorre entre as 48 horas e¢ as 96 horas apés a finalizacdo do
exercicio e as diferentes alteracdes estruturais celulares observadas
parecem ter dilerentes fisiopatologias;

c¢) quer o processo de degeneracao intrinseca, quer o de
degeneracao exirinseca, contribuem activamente para a manifestacao
e agravamento das lesdes encontradas. Para além dos neutrofilos,
monocitos e macroéfagos, também os eosinofilos compdem o infiltrado
inflamatério. Este infiltrado é decisivo para a remocao dos detritos
celulares;

d) as células endoteliais do musculo soleus agredido pelo
exercicio parecem condicionar a intensidade do infiltrado celular
inflamatorio;

e) os mecanismos de regeneracdo muscular estao ja activos 48

horas apés a finalizacdo do protocolo de esforco;
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) as alteragdes celulares observadas nos animais exercitados
sdo coincidentes com as induzidas experimentalmente com a perda
da homeostasia das fibras ao iao calcio:

g) a niledipina diminui a incidéncia de lesdes musculares
motivadas pelo exercicio fisico exaustivo metabolicamente agressivo
para o musculo. Estes farmaco, com a dose utilizada, nao tem,
aparentemente, acgdo lesiva sobre o musculo esquelético:

h) neste tipo de exercicio, os canais lentos de calcio do
sarcolema poderao ter papel importante na perda celular da
homeostasia ao ido calcio;

i) o exercicio induz reducées ﬁas concentracdes de GSH no
musculo soleus, cuja recuperac¢do é apenas observada 96 horas
apés a finalizacdo do exercicio. Estas variagoes nas concentracoes
de GSH sao atenuadas pela prévia administracdo crénica de acetato
de a-tocoferol, sugerindo a presenca de uma situacao de stress
oxidativo muscular as O horas e as 48 horas apds exercicio.

j} o tecido muscular pode recuperar completamente as
concentracoes de GSH em 48 horas a partir de uma deplecao de
cerca de 60% dos valores observados em repouso. O infiltrado
celular inflamatério é decisivo para o restablecimento muscular
dessas concentracoes de GSH;

k) a xantina-oxidase endotelial contribui activamente para a
reducao das concentra¢oes musculares de GSH observadas as 48

horas apos o exercicio fisico. Tudo indica que esta enzima seja a
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responsavel por uma grande percentagem de fibras lesadas, as 48 e

‘as 96 horas, e pelas alteracdes morfolégicas endoteliais que

compoem o quadro anatomo-patolégico da miopatia do exercicio:

1) a atenuacdo das reducoes das concentracdées de GSH
observadas com a inibicdo da funcdo leucocitaria sao provavelmente
devidas a auséncia da activacdo da xantina-oxidase por estas
c€lulas; para além da infiltracdo leucocitaria, outros mecanismos
parecem também activar e converter a XO endotelial apoés o
exercicio fisico.

m) A accao da XO no agravamento da percentagem de fibras
lesadas podera ser consequéncia, tal como as concentracbes de GSH
sugerem, da agressdo oxidativa muscular resutante da producao

exagerada de CRO por essa enzima.
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