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1. Introdução 

A actividade física deve ser encarada como uma agressão 

orgânica, particularmente para o tecido muscular esquelético, já que 

perturba, ainda que transitoriamente, a normal homeostasia das 

fibras musculares (90, 91 , 315, 335, 351). Compreende-se assim 

que, consequente à prática de exercícios físicos, seja habi tual a 

observação, quer de numerosas anomalias histológicas musculares 

(para refs. ver 9, 19), quer de inúmeras alterações sanguíneas , 

habitualmente designadas no seu conjunto por resposta de fase 

aguda, e que cons t i tuem bons indicadores (49, 5 1 , 115) da 

presença de uma reacção inflamatória tecidual, induzida pela 

agressão muscular (17, 39, 299, 306). 

Nos indivíduos saudáveis, a etiologia das lesões musculares 

motivadas pela actividade física é variável com o tipo de exercício 

(116). Exercícios muito violentos, de grande intensidade e cu r t a 

duração e/ou que envolvam contacto físico, originam frequentemente 

lesões devido a contusões externas ou à aplicação de forças 

musculares excessivas (70, 262). Este tipo de alterações estruturais 

tem um aparecimento quase imediato (153) e consiste habitualmente 

em dilacerações e /ou r u p t u r a s de pequenas veias, das f ibras 

m u s c u l a r e s e /ou do tecido conjuntivo que as s u p o r t a , com 

frequente formação de hematomas (70). 

Exercícios físicos inabituais e/ou extenuantes, de intensidade 
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moderada, m a s prolongados no tempo, e aqueles que envolvem 

elevada percentagem de contracções excêntricas, também originam 

lesões musculares mas cuja etiologia é, no entanto, ainda pouco 

conhecida (9, 19, 88, 98, 208, 225). 

É este tipo específico de lesões musculares não traumáticas, 

motivadas pelo exercício físico, 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 alterações 

histológicas por Miopatia do Exercício; se o termo "miopatia" 

p a r e c e r ser abus ivo , o seu ca rác t e r necrót ico , ca taból ico e 

inflamatório, apesar de transitório, justifica a designação. Da mesma 

forma, muitas das alterações funcionais e morfológicas musculares 

de origem endócrina, metabólica ou medicamentosa são também 

designadas por miopatias, apesar de transitórias e reversíveis (20, 

141). 

Na génese das anomalias estruturais e funcionais da miopatia 

do exercício parecem estar factores de na tu reza metabólica e 

mecânica, sendo a participação de cada um condicionada pelo tipo 

de exercício efectuado (para refs. ver 9, 88, 208). A fisiopatologia de 

todo este processo é, contudo, muito complexa e multi-factorial 

dado que, em última análise, a agressão muscular ocorre a nível 

bioquímico, o que torna muito difícil determinar não só o local 

exacto da sua actuação, como também os mecanismos responsáveis 

pela propagação das lesões e pelas suas manifestações histológicas 
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(88, 91, 298, 299). De facto, os estudos morfológicos das lesões da 

miopatia do exercício são habitualmente conjugados com estudos 

bioquímicos (262), j á que estas alterações histológicas apenas se 

tornam microscopicamente aparentes algum tempo após a agressão 

celular (8, 148, 255). A exagerada elevação sanguínea de numerosos 

compostos sarcoplasmáticos relativamente ao volume total de tecido 

muscu la r portador de anomalias histológicas (329), demonst ra 

claramente a insuficiência dos meios microscópicos para a detecção 

global das lesões celulares. 

Curiosamente, a reacção das fibras e do tecido muscular a 

diversas categorias de estímulos lesivos parece ser idêntica (54), 

sendo as manifestações morfológicas dos processos de degeneração 

i n t r í n s e c a , e x t r í n s e c a e de regeneração m u s c u l a r e s (55) 

semelhantes a diferentes tipos de agressões (54, 55). Compreende-se, 

assim, que as alterações histológicas muscu la res associadas à 

prá t ica de exercícios físicos, sejam idênticas a m u i t a s ou t ra s 

patologias muscu la r e s , ta is como as distrofias, a s miopa t ias 

inflamatórias (88, 91 , 225) e as necroses isquémicas (292, 307). 

Como neste tipo de patologias a perda da homeostasia celular ao 

cálcio tem sido responsabilizada pela origem das lesões musculares 

(44, 101, 202, 343, 357), é provável que ela esteja também na 

origem da miopatia do exercício, dado que têm sido descr i tas 

a l terações no metabol ismo do cálcio em m ú s c u l o s sujeitos a 

exercícios exaustivos (34, 46, 87, 314). Existem portanto numerosas 
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evidências de que a perda da homeostasia celular ao cálcio pode 

or ig inar ou con t r ibu i r p a r a o apa rec imen to d a s a n o m a l i a s 

estruturais musculares induzidas pelo exercício físico (para refs. ver 

15, 19, 45). 

Contudo, esta questão parece ser ainda mais complexa e 

controversa, j á que, por um lado, es tudos recentes sugeriram 

diferentes etiologias ou fisiopatologias p a r a as vár ias lesões 

histológicas (9, 299) e, por outro, foi observado, in vitro, u m 

mecanismo de lesão miofibrilar rápida dependente do ião cálcio, 

m a s re lac ionado d i rec tamente com a p resença de compostos 

reactivos de oxigénio (CRO) (94). 

Diversos autores (164, 192, 198, 283, 359) têm demonstrado 

que a actividade física representa uma importante agressão oxidativa 

para o organismo, em geral, e para o tecido muscular, em par

ticular. A origem desta agressão também é motivo de controvérsia, 

pois, pa ra além das ubiquinonas mitocondriais (37, 185) e da 

fosfolipase A2 (PLA2) (94, 96), também a xantina-oxidase (XO) 

endotelial, pode ser apontada como uma provável fonte muscular de 

CRO quando, por oxidação de grupos tiol ou por proteólise, passa 

a utilizar o oxigénio como receptor de electrões (241, 344, 349). Por 

enquanto persiste a dúvida se: (a) estas alterações bioquímicas 

celulares serão uma consequência directa do estímulo agressivo e 

da consequente reacção celular, ou (b) resultarão indirectamente da 

acção dos leucócitos que infiltram o tecido muscular (338). 
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Por outro lado, caso resultem da acção directa do estímulo 

lesivo, (a) poderá ser a perda da homeostasla celular ao cálcio que 

está na origem da formação de CRO ou, pelo contrário, (b) poderão 

ser estes compostos, devido à peroxidação lipídica do sarcolema e 

das membranas do retículo sarcoplasmático, os responsáveis pelos 

aumentos sarcoplasmãticos acentuados daquele ião (85, 171). 

Da mesma forma, ainda não está demonstrada uma relação 

directa entre os CRO e as lesões estruturais e ul tra-estruturais 

musculares induzidas pelo exercício. Caso haja alguma relação, o 

papel da XO também não está ainda estabelecido, uma vez que, no 

tecido muscu l a r esquelético, os estudos que valorizaram, por 

métodos directos, a acção desta enzima na génese dos CRO foram 

realizados com protocolos de isquemia/reperfusão (192, 214, 295, 

339), situação que parece não ocorrer durante a actividade física 

em indivíduos e em animais de laboratório saudáveis (30, 31, 167, 

226). 

Este trabalho teve por objectivo responder a algumas destas 

questões. 

Na p r ime i ra fase exper imental ( 2 . 4 . 1 . 1 . - Cálc io 

sarcoplasmático e miopatia do exercício) foi verificada a influência 

de um bloqueador dos canais lentos de cálcio, a nifedipina (274), 

na intensidade das lesões da miopatia do exercício. Numa segunda 

fase (2.4.1.2. - Stress oxidativo e miopatia do exercício), foi 
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quantificado indirectamente o stress oxidativo muscular motivado 

pelo exercício, através da determinação muscular das concentações 

de g lu t a t i ona reduz ida (GSH), bem como a inf luência da 

administração prévia de vitamina E nas variações agudas desse 

t r ipept ídeo muscu l a r . Na úl t ima fase exper imenta l ( 2 . 4 . 2 . -

Degeneração extrínseca), foi avaliada a influência da administração 

de alopurinol, u m inibidor da XO (241), e de colchicina, um 

inibidor da polimerização microtubular (72) e, consequentemente, da 

funcionalidade leucocitária (340), sobre a intensidade do s t ress 

oxidativo muscular e sobre as alterações histológicas musculares 

induzidas pela actividade física aguda. 
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2. Miopatia do exercício 

Alterada a homeostasia das fibras musculares e ultrapassada 

a capacidade de adaptação celular (90, 91, 148), começam a surgir 

transitoriamente nos músculos exercitados, alterações estruturais e 

ultra-estruturais (9, 119, 156, 262, 299, 338), acompanhadas ou 

sucedidas por alterações bioquímicas sanguíneas (48, 58, 65, 67, 

227, 300, 316) e urinárias (242, 245, 352), pela sensação retardada 

de desconforto muscular (47, 64, 89, 119, 124, 137, 189, 285), 

pela diminuição da força máxima não atribuível à fadiga muscular 

(183, 227) e pelo aumento da captação muscular de produtos ra-

dio-activos (206, 229, 324). 

Estas anomalias histológicas, induzidas pelos mais diversos 

tipos de exercício físico (13, 14, 19, 24, 88, 98, 103, 208), bem 

como os sinais e sintomas acompanhantes, são limitados no tempo 

(121, 293, 346) e no espaço (187, 262, 266, 329), restringindo-se 

apenas a um pequeno grupo de músculos, dependente do exercício 

realizado. 

Nos animais de laboratório, os músculos mais atingidos são os 

ex tensores , re la t ivamente aos flexores (187) e são a s fibras 

oxidativas aquelas que revelam lesões mais intensas (17, 156, 187, 

266). No Homem, apesar do padrão de distribuição das lesões pelos 

vários músculos poder ser idêntico ao do animal (13, 346), as 

f ibras ma i s a fec tadas parecem ser as do tipo II (293), 
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particularmente as do tipo lib (118, 121, 125). 

2.1. Factores condicionantes 

No animal de laboratório, a intensidade do quadro anatomo

patológico não depende só do modelo animal utilizado (156, 277), 

do seu tipo de alimentação (178), do estado de inervação dos seus 

músculos (156), do espaço onde o animal se desenvolveu (127) e, 

provavelmente do seu sexo (5, 6, 25). A extensão das lesões, bem 

como a percentagem de fibras portadoras de alterações histológicas, 

também se relacionam, positivamente, com a intensidade e duração 

do exercício (210, 212, 262, 263, 266, 329), com a percentagem de 

contracções excêntricas efectuadas (17, 238, 299) e, negativamente, 

com o nível de treino (263, 268, 278). Relativamente à influência 

positiva (41, 78, 359) ou negativa (262) da idade do animal na 

i n t ens idade d a s lesões , os d a d o s da l i t e r a tu r a são a inda 

contraditórios. 

Alguns destes factores também parecem influenciar a resposta 

tecidual do músculo humano ao exercício mas, com excepção de 

certos trabalhos de natureza histológica (118, 122, 168, 188, 205, 

230, 237), a maioria dos autores que usaram o Homem como 

modelo experimental, estudaram apenas evidências indirectas de 

lesão muscu la r . Desta forma, os resu l t ados dos es tudos que 

re lacionaram os diferentes factores condic ionantes com (a) a 
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intensidade dos sintomas clínicos (64, 67, 99, 137, 142, 231, 280, 

281, 316), (b) as alterações funcionais musculares (66, 67, 99, 142, 

167, 211, 227, 270, 285, 286), (c) a actividade plasmática de várias 

enzimas sarcoplasmáticas (10, 11. 48, 58, 64, 67, 99, 137, 150, 

160, 172, 227, 280, 281, 300), (d) a concentração de 3-metil-

h i s t id ina n a u r i n a (104, 242) e (e) a cap tação m u s c u l a r de 

produtos radio-activos (229), não devem ser extrapolados para o 

quadro anatomo-patolõgico, uma vez que não avaliaram directamente 

a resposta tecidual ã agressão induzida pelos exercícios efectuados. 

2.2. Quadro anatomo-patológico 

Apesar da descrição das lesões histológicas nem sempre ser 

concordante, em consequência das diferentes metodologias utilizadas 

(88), o quadro anatomo-patológico parece ser idêntico no Homem e 

no animal de laboratório (9, 13, 14, 15, 63, 98, 208, 348) e é 

variável com o tempo decorrido após a finalização do exercício físico 

(178, 187, 205, 268, 293, 299, 346). É composto por lesões sub-

letais e/ou letais, com posterior necrose segmentar, de carácter focal 

(9, 205, 266, 299), atingindo pequenos segmentos das fibras 

musculares e por invasão tecidual de leucócitos, particularmente de 

monócitos (17, 88, 299). 

À mic roscop ia de luz, es te quadro ana tomo-pa to lóg ico 

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

19 



125 230, 299), vacuolização sarcoplasmática (88, 132), núcleos 

plcnóticos (132) e em posição central (17, 188, 294, 329) em mais 

de 3% das fibras observadas (88, 92), palidez de coloração ao ácido 

periódico de Schiff (73, 88 293, 346), areas de necrose segmentar 

(237, 264, 299) e invasão leucocitária (17, 294, 329, 338). 

Em microscopia electrónica são descritas numerosas alterações, 

tais como a disrupção e a extensão das linhas Z para as bandas I 

adjacentes (9, 121. 122, 125, 235, 188, 205), a disrupção do 

sarcolema (17, 125), a diminuição da largura das bandas I (88), a 

presença de lisossomas secundários (9, 88, 121), o aparecimento de 

"swelling" mitocondrial (212, 235, 237) com algumas mitocôndrias 

portadoras de grânulos para-cristalinos (121), a dilatação do retículo 

sarcoplasmãtico (88, 212, 346), o alargamento do espaço inter-

miofibrilar (88, 237), a lise focal das miofibrilas com preservação do 

padrão estriado (205, 346), a diminuição da densidade de volume 

do glicogénio inter-fibrilar (174, 237), a evidência de fibroblastos e 

de células satélite com francos sinais de activação (88, 132) e o 

aumento acentuado do número de vesículas citoplasmáticas nas 

células endoteliais adjacentes às fibras lesadas (88, 346). 

Contrastando com as lesões agudas de origem traumática, este 

estado patológico do músculo esquelético é caracterizado pela sua 

natureza retardada (9, 88, 178), com a máxima exuberância entre o 

I s e o 39 dia após a finalização do exercício (17, 111, 147, 168, 

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

2.3. Etiologia 

Estas alterações histológicas são consequência de um uso 

muscular excessivo ou inabitual (9, 19), o qual provavelmente 

motivaria não só um aumento tensional nos elementos contrâcteis e 

elásticos (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 lesão estrutural. 

A existência: (a) de uma relação directa entre a intensidade do 

exercício e a intensidade dos sintomas e sinais acompanhantes 

(212, 262, 279, 316), (b) de uma semelhança aparente, quantitativa 

e temporal, com os fenómenos de lesão e de regeneração induzidos 

por isquemia (292, 307) e por hipertermia (42, 157), (c) de uma 

maior incidência de rabdomiólise em indivíduos destreinados quando 

realizam exercícios físicos em ambientes quentes (181) e (d) do 

efeito protector de enzimas anti-oxidantes nas lesões observadas 

após exercício (359), sugere uma origem metabólica para estas 

alterações histológicas motivadas pela actividade física aguda. 

Com base em algumas destas observações e nos seus dados 

experimentais, Salminen & Vihko (268) sugeriram que as lesões 

desc r i t a s r e su l t am de a l te rações metaból icas e e lec t ro l í t icas 

motivadas pelo exercício, as quais induziriam o aparecimento de 
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edema in t ra e extra-celular (39, 285 , 286), com aumento da 

pressão hidrostática tecidual (123) e dificuldade de perfusão tecidual, 

originando, assim, uma situação de isquemia muscular em tudo 

semelhante à verificada no síndrome do compartimento tibial ante

rior (341). 

Opondo-se aos r e s u l t a d o s de Fr idén et ai. (123), e 

consequentemente à teoria isquémica, estão as observações de 

Newham & J o n e s (226) e de B i n k h o r s t et ai. (31), que 

demonstraram não existir qualquer variação da pressão hidrostática 

m u s c u l a r após exercício, em compart imentos muscula res mais 

complacentes, e as de Binkhorst et ai. (30) que não encontraram 

qualquer anomalia morfológica capilar indicadora de obstrução do 

fluxo durante o exercício. Também os resultados de Abraham (2), 

Newham et ai. (231) e de J o n e s et ai. (167), não revelando 

qualquer aumento da actividade eléctrica em repouso nos músculos 

com evidências indirectas de lesão, contrariam as observações de 

deVries (82, 83) e a sua "teoria espãstica". De facto, ao constatar 

u m aumento da actividade eléctrica nos músculos em repouso 

previamente exercitados (82, 83), deVries (83) defendia que o quadro 

clínico consequente à realização de exercícios físicos exaustivos tinha 

uma etiologia metabólica, de carácter isquémico, induzida por uma 

vasoconstrição arterial. 

O tecido muscu la r esquelético é relativamente tolerante à 

isquemia quando comparado com o músculo cardíaco (Para refs. ver 
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86, 327), sendo necessários períodos bastante longos de interrupção 

de fluxo para motivar o aparecimento de lesões necróticas celulares 

(165). Da mesma forma, o facto das contracções excêntr icas , 

relativamente às concêntricas e isométricas: 

(a) terem um metabolismo aeróbio (16, 21, 29, 182, 

270, 279) e anaeróbio (16, 182, 279, 302) mais reduzido; 

(b) gerarem, para a mesma força muscular, uma 

maior força por fibra muscular activada, em virtude do menor 

número de unidades motoras recrutadas (1, 21, 29, 139, 182, 228); 

(c) poderem promover ma io re s elevações da 

temperatura muscular (223, 270); 

(d) originarem lesões musculares mais intensas (9, 

17, 88, 230, 299) e proporcionais ã tensão muscular desenvolvida 

(210), vem colocar em causa a origem metabólica e sugerir uma 

et io log ia mecânica pa ra es tas al terações histológicas. E s t a s 

observações vieram reforçar a teoria de Walmsley et ai. (342) que 

defendia a exclusividade da componente excêntrica, por sobrecarga 

mecânica, na indução destas lesões. 

Se, aparentemente, estes dados parecem questionar a etiologia 

metabólica das lesões da miopatia do exercício, resultados recentes 

vieram, contudo, reforçar a importância desse tipo de sobrecarga na 

génese dessas alterações estruturais (9, 88, 299). De acordo com as 

observações destes autores, o quadro anatomo-patológico observado 

em murganhos, sujeitos a diferentes protocolos de corrida em tapete 
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rolante, foi variável de acordo com a sobrecarga, metabólica ou 

mecânica, a que os animais foram sujeitos, sugerindo diferentes 

origens para as diferentes lesões descritas. Também a constatação 

de u m a maior percentagem de fibras lesadas , bem como da 

exclusividade de algumas dessas anomalias estruturais nos animais 

sobrecarregados metabolicamente, sugere uma origem metabólica 

para aquele tipo de lesões (88). 

2.4. Fisiopatologia 

Quando as células de um órgão ou tecido são agredidas, são 

activadas determinadas vias de degradação celular que promovem a 

proteólise e a lipólise das suas estruturas (para refs. ver 15, 19), 

motivando o aparecimento de alterações funcionais, estruturais e 

ul t ra-estruturais , com repercussões na viabilidade celular (148). 

Apesar desta constatação, os resultados da literatura referentes à 

f is iopatologia da r e s p o s t a ce lu lar à ag res são são b a s t a n t e 

contraditórios (para refs. ver 77, 109, 110), não estando ainda 

definidos os mecanismos responsáveis pela ultrapassagem do ponto 

critico de perda da viabilidade das células (195). É provável que 

existam mecanismos comuns de resposta celular à lesão (318), dado 

que não deixa de ser surpreendente a similaridade com que os 

diferentes tipos de células, de origem animal e vegetal, respondem 

às mais diversas agressões (71). 
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Ao nível do tecido muscular esquelético, também os estímulos 

lesivos, letais ou sub-letais, independentemente da sua origem, 

motivam o início dos fenómenos de degradação celular, processo 

designado por degeneração intrínseca das fibras (55, 244). As 

fibras agredidas iniciam uma autodestruição, Usando as miofibrilas e 

promovendo disrupção das mitocôndrias, do sarcolema e do retículo 

sarcoplasmático (55, 244). As anomalias histológicas musculares 

motivadas por este processo, apesar de apresentarem algumas 

características próprias, relacionadas com a diferenciação celular, 

constituem um bom exemplo da acentuada analogia morfológica 

verificada na resposta dos diferentes tecidos à agressão em geral 

(88). O facto da resposta morfológica muscu la r induzida pelos 

diferentes tipos de estímulos lesivos ser também análoga (54, 116, 

244), reforça ainda mais a hipótese dos mecanismos bioquímicos de 

degradação intrínseca serem comuns às diferentes agressões (13, 14, 

101, 221, 141, 225). 

O processo de degeneração extrínseca, mediado pela resposta 

inflamatória e a consequente infiltração leucocitária (49, 305, 306), 

parece ser coincidente com a divisão e transformação das células 

satélite em mioblastos (244, 306), principalmente (276) nas regiões 

adjacentes às fibras portadoras de qualquer tipo de lesão, observável 

ou não em microscopia óptica (78, 275). Apesar das células satélite 

serem logo activadas com o aparecimento das alterações estruturais 

ou funcionais do sarcolema (55), os sinais microscópicos dessa 
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activação são somente identificados algumas horas depois (244). As 

células satélite que evoluiram para mioblastos podem agora fundir-

se à fibra adjacente ou evoluir para miotúbulos e, dessa forma, 

para fibras adultas com posterior re-inervação (272, 273). Nas fibras 

agredidas, a migração central dos núcleos nas áreas lesadas, ou 

adjacentes a estas, faz também parte do processo de regeneração 

muscular (272). Caso a integridade das membranas basais tenha 

sido poupada pela agressão (55, 154), uma a três semanas depois, 

as fibras inicialmente lesadas apresentam j á um aspecto normal 

(17, 116, 168, 187, 275), com excepção da presença de alguns 

núcleos centrais (268). 

Em última análise, todas as anomalias histológicas descritas 

são perfei tamente explicadas pelos processos de degeneração, 

intrínseco e extrínseco às fibras (56), e de regeneração tecidual, 

contínuo e/ou descontínuo (151), motivados pela incapacidade das 

fibras em restablecer a constância do seu meio interno (148) em 

determinados locais do seu sarcoplasma (15). 

2.4.1. Degeneração intrínseca 

Os r e s u l t a d o s dos múl t ip los t r a b a l h o s que e s t u d a m o 

fenómeno de lesão e morte celular em diferentes tecidos (para refs. 

ver 71, 107, 109, 110, 112), têm contribuído para o conhecimento 

dos mecanismos bioquímicos de degeneração intrínseca das fibras 
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musculares (19). A maioria dos estudos nesta área têm utilizado 

principalmente os hepatócitos (71, 107, 108, 112, 194, 195, 233, 

271, 303, 313), apesar de existirem já bastantes trabalhos a usar 

fibras musculares cardíacas (309, 317, 327) e esqueléticas (38, 93, 

94, 95, 96, 213). 

Em consequênc ia da observação do paradoxo do cálcio, 

fenómeno verificado pela primeira vez no coração e mais tarde no 

tecido renal (239, 317, 327), a atenção dos diversos estudos sobre 

lesão e morte celular começou a centrar-se na homeostasia celular 

do ião cálcio (93, 94, 95, 96, 107, 108, 271, 303, 313, 318), tendo 

sido descritos, em diferentes tecidos, elevadas concentrações daquele 

ião durante os processos de necrose (para refs. ver 77, 109, 110) e 

apoptose celulares (para refs. ver 71, 112). Se estas concentrações 

anormais de cálcio estão, de facto, na origem (271) ou se são 

a p e n a s a consequênc i a (195) das a l te rações funcionais e 

morfológicas das membranas da célula consequentes aos fenómenos 

de lesão e /ou morte celular (303), é a inda uma ques tão por 

esclarecer. 

O facto do metabolismo celular do ião cálcio estar dependente 

de determinados compartimentos, tais como a membrana plasmática, 

o ret ículo endoplasmát ico , as mitocôndrias e o núcleo, cuja 

integridade morfológica e/ou funcional parece ser decisiva para a 

v i ta l idade ce lu lar (para refs. ver 71), vem dar a inda m a i s 

importância à hipótese do cálcio; Gunter e Pfeiffer (135) chegam 
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mesmo a imputar mais de 95% das situações de morbilidade 

celular ã falência dos mecanismos responsáveis pela manutenção 

dos baixos níveis de cálcio intra-celular. 

Numerosos trabalhos vieram, no entanto, pôr em causa a 

teoria do cálcio na génese da lesão e morte celular, nomeadamente 

os estudos em hepatócitos efectuados quer por Oku da et ai. (239), 

demonstrando que as baixas concentrações de cálcio extra-celular 

podem favorecer a morte dos hepatócitos, quer por Lemasters et ai. 

(194, 195) e Nieminen et ai. (233), evidenciando o aparecimento de 

morte celular na ausência de quaisquer alterações de concentração 

do ião cálcio intra-celular. 

Estes resultados, que aparentemente invalidam a teoria do 

cálcio, não excluem, no entanto, a responsabilidade desse ião na 

lesão e morte celular uma vez que: (a) 60 a 80% do conteúdo 

ce lu lar em cálcio se encontra ligado à face extra-celular da 

m e m b r a n a , podendo assim ocorrer alterações c i toplasmát icas 

significativas no metabolismo do cálcio sem que as concentrações 

totais daquele ião se alterem (35), (b) a perda da homeostasia 

celular àquele ião pode não ser o fenómeno determinante para o 

estabelecimento de lesões celulares irreversíveis (287), apesar de 

poder induzir esse fenómeno (94) e (c) é possível a existência de 

outros mecanismos de morte celular, dependentes e independentes 

do ião cálcio (71, 109, 110, 303). 

De facto, existem hoje bastantes evidências que atribuem a 

um conjunto de substâncias, os denominados CRO (27), também 
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eles relacionados com o metabolismo celular do ião cálcio (77), um 

importante papel na mediação de várias formas de lesão tecidual 

(113). Se os CRO estão na origem ou se são consequência dos 

mecanismos de lesão celular e tecidual é uma questão 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 s i t u a ç õ e s de homeos t a s i a , a p r o d u ç ã o de CRO é 

inofens iva p a r a as cé lu las , u m a vez que e s t a s p o s s u e m 

mecanismos, enzimáticos e não-enzimáticos, que as protegem desses 

compostos (para refs. ver 77 207, 284, 290). Nessas situações, a 

produção e a remoção dos CRO encontra-se num equilíbrio débil 

(62) que é facilmente modificado com a agressão celular (290). 

Inúmeros locais sub-celulares têm sido responsabil izados pela 

formação dos CRO, nos quais se incluem as m e m b r a n a s do 

citoplasma, do retículo endoplasmático, dos lisossomas e do núcleo, 

e as mitocôndrias, os peroxisomas e o citosol (para refs. ver 20, 

77, 117). 

Por definição, as células são sujeitas a uma si tuação de 

"s t ress oxidativo" (o qual, por sua vez, motiva uma agressão 

oxidativa) quando, relativamente à situação homeostática, a relação 

p r o - o x i d a n t e / a n t i - o x i d a n t e celular se eleva (289, 290). E s t a s 

s i t u a ç õ e s de s t r e s s oxidativo parecem es t a r envolvidas n a 

fisiopatologia da lesão celular motivada por diferentes etiologias, tais 

como isquemia/reperfusão (113, 253), radiações, agentes tóxicos, 
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deficiências nutricionais (77) e estados inflamatórios e infecciosos 

(146, 349). 

Os CRO podem mot ivar lesão ce lu lar pela i n d u ç ã o d e 

modificações covalentes nas proteínas ou ácidos nucleicos (77) e 

pela peroxidação lipídica, com as consequentes a l te rações n a 

arquitectura e na funcionalidade das membranas celulares (108, 

113, 234, 330). Estas membranas, citoplasmáticas e dos organelos, 

são particularmente sensíveis aos CRO devido à grande quantidade 

de ácidos gordos poli-insaturados presentes nos fosfolípidos (22). A 

disrupção das membranas lisossómicas com libertação das enzimas 

hidrolíticas é disso um bom exemplo (61). Os CRO afectam também 

negativamente a actividade de várias enzimas (68, 330), entre a s 

quais se destacam as ATPases transportadoras de cálcio (85, 349) e 

de sódio/potássio (130), com todas as alterações iónicas nefastas 

daí consequentes (309, 310). 

Se a pe rda da homeos tas i a ce lu lar ao ião cálcio p o d e , 

aparentemente, motivar a produção de CRO, estes compostos podem 

também estar na origem dessa desregulação iónica (85, 171, 191). 

Estes dois fenómenos parecem interligados, podendo con t r ibu i r 

simultaneamente para a indução de lesão e/ou morte celular (71, 

77, 109, 110). Assim, depleções acentuadas das concent rações 

hepáticas de GSH são seguidas pela perda celular da homeostasia 

ao cálcio, pelo aparecimento de produtos consequentes do fenómeno 

de peroxidação lipídica e, a nível morfológico, pela formação de 

"blebs" (77). 
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2.4.1.1. Cálcio sarcoplasmático e miopatia do exercício 

Nas fibras musculares, estrutural e funcionalmente normais, 

as concentrações totais do ião cálcio livre pouco diferem daquelas 

encon t r adas no fígado, rim e tecido cerebral (35). As ba ixas 

concentrações sarcoplasmáticas deste ião, cerca de 10000 vezes 

inferiores às quantificadas no espaço extra-celular (24, 35), são 

determinantes para uma eficiente funcionalidade da célula (53). 

Al terações s ú b i t a s e t r a n s i t ó r i a s (19) d e s s a s c o n c e n t r a ç õ e s 

funcionam como um segundo mensageiro para a comunicação intra

celular (131, 250, 258, 325), desempenhando um importante papel 

na regulação de numerosos processos (144, 353), dos quais se 

salientam a síntese (170) e a degradação proteica (26, 105, 190). 

Da mesma forma que nos restantes tecidos (71), a perda da 

homeostasia celular ao ião cálcio, com as consequentes alterações 

metabólicas celulares, tem sido referida, por diversos autores, como 

um dos mecanismos intr ínsecos indutores de lesão muscular , 

comum a muitos estímulos lesivos (13, 44, 101, 158, 221). Na base 

deste princípio estão os inúmeros trabalhos efectuados no tecido 

muscular, in vivo e in vitro, cujos resultados têm demonstrado: 

(a) elevadas concentrações do ião cálcio nas fibras 

musculares necrosadas (26, 44); 

(b) que concentrações intra-celulares sustentadas do 

ião cálcio activam a PLA2 e promovem lesão dos miofilamentos (94, 
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96) provavelmente por activação das calpaínas (105, 158, 190); 

(c) e levadas concen t r ações do ião cálcio no 

sarcoplasma de fibras lesadas no Homem (32, 321, 322, 357) e no 

animal (321, 322) portadores de distrofias musculares; 

(d) atenuação das lesões musculares motivada por 

agentes ionóforos do cálcio (96); 

(e) alterações funcionais sarcolemais induzidas pelo 

aumento das concentrações do ião cálcio no meio extra-celular (38); 

(f) a tenuação dessas al terações funcionais pela 

remoção do ião cálcio extra-celular (159) ou pela inibição da PLA2 

(38); 

(g) diminuição das anomal ias morfológicas, em 

animais por tadores de distrofias m u s c u l a r e s congéni tas , pela 

paratiroidectomia (158); 

(h) acumulação de cálcio radioactivo pelos músculos 

deficientes em selénio, antecedendo as manifestações histológicas e 

bioquímicas (158); 

(i) que a administração de agentes bloqueadores 

dos canais lentos de cálcio atenuam as alterações funcionais do 

sarcolema (158); 

(j) diminuição do catabolismo das fibras musculares 

com a remoção do ião cálcio extra-celular (105); 

(k) que a inibição da ATPase transportadora do ião 

cálcio do retículo sarcoplasmático motiva o aparecimento de lesões 
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nos miofilamentos (93). 

Estes processos destrutivos, aparentemente activados pelo ião 

cálcio, seriam idênticos aos descritos para a célula em geral e 

envolveriam: (a) a perda do gradiente protónico mitocondrial (44), (b) 

a activação das calpaínas (76, 357, 358), (c) a activação da PLA2 

(94, 96, 159), (d) o aumento da função lisossómica (26), e (e) a 

formação de CRO (93, 94). 

No e n t a n t o , a c o n s t a t a ç ã o de que as c o n c e n t r a ç õ e s 

sarcoplasmáticas do ião cálcio livre pouco diferem entre as fibras 

nusculares estruturalmente normais em contracção e aquelas com 

alterações morfológicas em repouso (19), pode suscitar algumas 

dúvidas sobre a importância do ião cálcio na génese dessas lesões. 

Os re su l t ados de Duncan (93) vieram, con tudo , esclarecer a 

questão. De acordo com este autor, a indução da lesão muscular 

não depende da intensidade dos picos de concentração do ião 

cálcio, mas sim da sua duração no sarcoplasma. 

Da mesma forma que nas distrofias musculares e miopatias 

inflamatórias (8, 141, 158), é mui to provável que a perda da 

homeostasia celular ao ião cálcio esteja implicada na fisiopatologia 

das lesões da miopatia do exercício. Esta suposição é baseada não 

só na similariade das lesões da miopatia do exercício com aquelas 

observadas in vitro e motivadas pela alteração do metabolismo desse 

ião (93, 94), mas também no conhecimento de que os diferentes 

mecanismos das fibras musculares responsáveis pela homeostasia do 
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ião cálcio podem ser influenciados durante a actividade física (para 

refs. ver 19, 180). O exagero tensional , as a l terações de pH 

sarcoplasmático, o aumento de temperatura, as alterações funcionais 

dos cana is de cálcio e a formação de CRO, são exemplos de 

factores que, durante ou após o exercício físico, podem condicionar 

e s ses m e c a n i s m o s (19, 4 5 , 98) e, c o n s e q u e n t e m e n t e , a s 

concentrações do ião cálcio livre no sarcoplasma. 

Os t r aba lhos de Bonner et ai. (34), demons t rando u m a 

elevada concentração de iões cálcio nas mitocôndrias, reflexo da sua 

elevação sarcoplasmática (135, 282) em fibras portadoras de lesões 

motivadas pelo exercício exaustivo, e os de Amelink et ai. (7), 

demonstrando que o dantroleno, um inibidor da libertação desse ião 

pelo retículo sarcoplasmático, reduz as lesões musculares motivadas 

pelo exercício físico, vieram reforçar a hipótese do ião cálcio estar 

implicado nos mecanismos de degeneração intrínseca das fibras 

muscu la res . Essas al terações nas concentrações do ião cálcio 

sarcoplasmático poderão resultar não só da perda da integridade e/ 

ou da alteração da permeabilidade, quer do sarcolema (17, 215), 

quer da membrana do retículo sarcoplasmático (7, 180), induzidas 

por sobrecarga mecânica e/ou metabólica (9, 299), mas também das 

alterações funcionais das ATPases transportadoras de cálcio (45, 46, 

314). 

A elevação da temperatura muscular , observada durante a 

actividade física (40, 134, 180), altera a fluidez dos lípidos do 
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sarcolema e das membranas dos vários organelos (19), motivando o 

aparecimento de alterações funcionais (45). Entre estas alterações, 

contam-se a diminuição da captação do ião cálcio pelo retículo 

sarcoplasmático (155) e o aumento da permeabilidade àquele ião 

pelo sa rco lema (19). E s t á t ambém desc r i t a u m a disfunção 

mitocondrial com desacopulação da fosforilação oxidativa (40), 

diminuindo, dessa forma, a produção por unidade de tempo de 

adenosina trifosfato (ATP). Tendo em consideração o papel tampão 

desempenhado pelas mitocôndrias nas concentrações do cálcio 

citosólico (282), elevações sarcoplasmãticas deste ião são inicialmente 

a t e n u a d a s pela cap t ação iónica des t e s organelos (135). As 

concentrações de cálcio na matriz mitocondrial são determinantes 

p a r a o controlo de n u m e r o s o s processos metaból icos des t e s 

organelos (140, 355) e, quando elevadas, t endem t ambém a 

d e s a c o p u l a r a fosforilação oxidat iva (140, 135, 2 1 3 , 360). 

Coincidindo com os fenómenos descri tos , Tian & Yang (314) 

observaram, no músculo soleus do rato após exercício físico, um 

aumento do cálcio na matriz mitocondrial e uma diminuição não só 

das concentrações de ATP mas também da actividade da ATPase 

transportadora do ião cálcio. 

Sendo o consumo muscular de ATP proporcional à intensidade 

do esforço desenvolvido (40, 90, 133), ser ia de e spe ra r que 

exercícios extenuantes induzissem diminuições das concentrações 

desse composto nas fibras musculares. Se alguns dos resultados da 
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literatura não corroboram esta opinião (193), outros descrevem, após 

o exercício físico, diminuições das concentrações de ATP (297) e de 

fosfocreatina (59) nos homogeneizados musculares . Também em 

estudos com ressonância magnética nuclear (354), foram observadas 

elevações das concentrações de adenosina difosfato (ADP) nos 

m ú s c u l o s activos. Mesmo que as concen t rações de ATP nos 

homogeneizados musculares possam ser normais, nada exclui a 

existência de focos de depleção desse composto em determinadas 

zonas das fibras, principalmente nos locais de maior degradação de 

ATP por unidade de tempo (152). Esta possibilidade é reforçada 

pelo facto de existir alguma dificuldade de difusão rápida das 

moléculas de ATP e de ADP entre os locais de produção e os de 

degradação, consequência das dimensões relativamente grandes 

d e s s a s molécu la s e da p e q u e n a q u a n t i d a d e de água livre 

s a r c o p l a s m ã t i c a (para refs. ver 133). E s t a s va r iações n a s 

concentrações destes compostos, com ou sem diminuição da energia 

livre resultante da degradação do ATP, podem afectar negativamente 

a funcionalidade das ATPases transportadoras de cálcio (180). De 

facto, após um exercício intenso de curta duração em ratos, Bonner 

et ai. (34) verificaram uma diminuição da captação máxima do ião 

cálcio pelo retículo sarcoplasmático. Diminuições desta captação 

iónica, proporcionais à duração do exercício físico, foram também 

observadas por Byrd et ai. (46), sendo mais intensas nas fibras 

lentas. As alterações funcionais do retículo sarcoplasmático são 
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aparentemente coincidentes com o aparecimento das alterações 

morfológicas deste organelo (45), que integram o quadro ultra-

estrutural da miopatia do exercício (88). 

Tendo em consideração a exagerada produção de CRO durante 

a actividade física (para refs. ver 3, 20, 162, 163, 249), para além 

da peroxidação lipídica que estes compostos podem motivar, com 

alterações da permeabilidade das membranas ao ião cálcio (24, 85, 

171), com a sua consequente difusão do interstício ou do retículo 

para o citosol, os CRO podem também oxidar os grupos tiol das 

ATPases t ransportadoras de cálcio diminuindo a funcionalidade 

des t a s enzimas (45, 180), da mesma forma que o observado 

experimentalmente no tecido muscular estriado cardíaco (85, 171). 

Também durante a actividade física exaustiva se verifica a 

a c u m u l a ç ã o de metabol i tos ácidos no sa rcop lasma , com 

consequentes reduções do pH muscular (219, 260, 261) cujos 

valores, diferindo de autor para autor, parecem depender do tipo de 

exercício e da técnica de determinação utilizada (169, 259). Além 

das r epe rcussões negativas sobre a actividade de n u m e r o s a s 

enzimas das diferentes vias catabólicas fornecedoras de energia (40), 

a diminuição do pH reduz também a actividade das ATPases 

t r a n s p o r t a d o r a s do ião cálcio na m e m b r a n a do re t ícu lo 

sarcoplasmático e a afinidade desse ião para a troponina C (90, 91, 

331 , 351), ficando assim criadas condições para a elevação da 

concentração do ião cálcio livre no sarcoplasma (40, 90, 91, 351). 
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Da mesma forma que o verificado nas células cardíacas, é provável 

que a redução do pH sarcoplasmático possa também alterar a 

distribuição dos lípidos e das proteinas sarcolemais com perda da 

interacção do sarcolema com o cito-esqueleto das células (para refs. 

ver 331), motivando alterações morfológicas e funcionais des ta 

m e m b r a n a provavelmente induzidas pela acção das ca lpa ínas 

previamente activadas pelo cálcio (98). 

A agressão tensional do sarcolema, das membranas do retículo 

sarcoplasmático e da membrana basal, também parece ocorrer com 

o aumen to da actividade contráct i l , pa r t i cu la rmente com as 

con t r acções excênt r icas (120, 200). De facto, d u r a n t e u m a 

contracção deste tipo os níveis de força desenvolvidos podem 

u l t rapassa r entre 50 a 100% os valores tensionais observados 

durante uma contracção isométrica (19). Para além deste exagero 

tensional, nas contracções excêntricas o alongamento dos sarcomeres 

não é uniforme, existindo sarcomeres, quer com hiper-estiramento, 

quer com reduzidas alterações dimensionais relativas à situação de 

repouso (69, 120). As alterações do padrão estriado observadas após 

a finalização do exercício, no Homem (119, 121, 124, 125) e no 

an ima l de labora tór io (9, 17, 88, 299), podem t a m b é m ser 

explicadas, para além da acção das calpaínas (105, 190, 357), pela 

grande sobrecarga mecânica a que alguns sarcomeres ficam assim 

sujei tos . Atendendo às variações de e spes su ra das l i nhas Z 

verificadas nos diferentes tipos de fibras (128, 273), a maior 
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frequência com que estas anomalias ocorrem nas fibras do tipo II 

(118, 121 , 125, 293), reforça a origem tens iona l p a r a e s t a s 

alterações do padrão estriado. Considerando também que a maior 

par te da t ensão pass iva tem origem no sarcolema quando o 

compr imen to dos s a r cómeros u l t r a p a s s a os 140-150% do 

comprimento em repouso (19), as lesões desta membrana podem 

ocorrer em regiões adjacentes a estes sarcómeros hiper-alongados, 

c r iando-se ass im condições pa ra a difusão do ião cálcio do 

interstício para o sarcoplasma. Assim, a elevação no plasma de 

numerosos compostos sarcoplasmáticos pode ser explicada por esta 

sobrecarga mecânica com a consequente disrupção sarcolemal (17, 

227, 300). Também os resultados de Duan et ai. (87), descrevendo 

elevadas concentrações do ião cálcio na matriz mitocondrial em 

músculos de ratos sujeitos a exercício excêntrico, pouco ou nada 

a tenuadas pela acção do verapamil, reforçam a probabilidade de 

ocorrer perda da integridade do sarcolema com a actividade física. 

Com os trabalhos de McNeil & Khakee (215) estas suspeitas foram 

confirmadas. De facto, estes autores demonstraram claramente que 

essas soluções de continuidade ocorrem no sarcolema das fibras do 

triceps surae mesmo em ratos sedentários, sofrendo, como seria de 

esperar, um agravamento significativo com o exercício físico. 

Os r e s u l t a d o s de D u a n et ai. (87) p a r e c e m - n o s mui to 

importantes pois, ao demonstrarem que os agentes quelantes do ião 

cálcio atenuam significativamente as lesões musculares observadas, 
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vêm reforçar ainda mais a teoria do ião cálcio na génese das lesões 

de miopatia do exercício. No entanto, estes autores contrariam 

alguns resultados da literatura, ao sugerirem que os canais lentos 

de cálcio não são determinantes para a elevação desse ião no 

citosol. De facto, em situações de intensa actividade muscular, há 

indicações de que os cana is lentos de cálcio, localizados nos 

túbulos T (33) podem contribuir para a elevação das concentrações 

do ião cálcio no sarcoplasma (129). 

Hipótese a estudar: 

A hipótese que colocamos (Fig. 1) é a de que em situações de 

agressão mecânica para a fibra (88, 299), as soluções de continuidade 

do sarcolema (215) ou das membranas do retículo sarcoplasmático 

motivadas pela exagerada tensão (19), permitem a difusão fácil do ião 

cálcio para o sarcoplasma, não sendo em nada atenuada pelos agentes 

bloqueadores dos canais lentos desse ião. No entanto, quando a 

agressão é predominantemente metabólica (88, 299), os canais lentos 

de cálcio podem contribuir decisivamente para as elevações de cálcio 

sarcoplasmático (129) e, dessa forma, para as alterações histológicas 

musculares motivadas por um exercício físico inabitual e/ou exaustivo. 

Para tes ta rmos esta hipótese verificámos a acção de u m 

bloqueador dos canais lentos de cálcio, a nifedipina (252), n a 
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exuberância do quadro histológico motivado por um exercício físico 

exaustivo, metabol icamente agressivo pa ra o músculo (9, 88, 299). 

Exercício 

Sobrecarga Sobrecarga metaból ica 
mecânica 

Perda da integridade 
do sarcolema 

1 
i r r 1 
5d< 

Alterações morfológicas 
menos intensas 

Canais de cálcio 
Bloqueadores dos 

canais de cálcio 

Perda menos acentuada da 
homeostasia celular ao cálcio 

Perda da homeostasia 
celular ao cálcio 

l 
Lesão celular 

Figura 1 - Esquema representativo da hipótese formulada. 

2 . 4 . 1 . 1 . 1 . Material e m é t o d o s 

Foram utilizados 32 m u r g a n h o s da estirpe Charles River CD1, 

m a c h o s , com 1 1 / 1 2 s e m a n a s de idade e com um peso de 2 5 / 3 0 

gramas . Os animais tiveram livre acesso ã água e à alimentação, e 

foram man t idos à atmosfera normal , com u m a temperatura de 2 1 / 

25 g r a u s centígrados e com u m a variação cíclica de 12 horas l u z / 

12 h o r a s escuro. Os an imais foram distribuídos por quatro grupos 

(8 a n i m a i s / g r u p o ) : g rupo controlo (C), g rupo nifedipina (N), g rupo 

exercício (EX) e grupo exercício+nifedipina (EX+N). 
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Os animais do grupo C, para além da actividade normal em 

gaiola (com uma área de 10x20 cm) não fizeram qualquer exercício 

nem foram submetidos à administração de qualquer droga. Nos 3 

dias anteriores ao seu sacrifício, os animais dos grupos N e EX+N 

foram sujeitos à acção da nifedipina, lmg/Kg/dia , per os (220). 

Este fármaco (Adcdat • Bayer AG) foi diluído na água fornecida aos 

animais com base na observação prévia de que cada animal sujeito 

ao exercício físico proposto ingere, entre 13 a 15 ml /água /d ia , 

enquanto que os murganhos não exercitados ingerem cerca de 10 a 

11 ml/água/dia. Os animais dos grupos EX e EX+N foram sujeitos 

a exercício físico em tapete rolante, em plano horizontal, a uma 

velocidade de 1000 m / h o r a (cor responden te a 80% da s u a 

velocidade máxima para esta situação), durante 60 minutos. A 

administração de nifedipina aos murganhos do grupo EX+N teve 

início 23 horas antes da realização do protocolo de corrida. 

Antes da realização dos protocolos de esforço, os animais 

realizaram um período de corrida (10 minutos) com velocidade 

reduzida por forma a permitir uma adaptação prévia à situação 

experimental. Em qualquer das situações experimentais, o exercício 

foi executado com uma constante estimulação táctil das caudas dos 

animais. O tapete rolante utilizado para a realização do protocolo de 

corr ida , da marca AVIONICS, foi p rev iamen te a d a p t a d o às 

necess idades de utilização impostas pelos an imais a t ravés da 

delimitação de uma área de corrida, de forma rectangular (40x80 
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cm), a qual foi conseguida com a acopulação de paredes verticais 

de madeira à estrutura do tapete (88). 

Todos os animais foram sacrificados, por deslocamento cervical, 

48 horas após a finalização dos protocolos de corrida e/ou logo 

após a finalização da administração de nifedipina. Foi executada em 

seguida uma toracotomia, com exposição do músculo cardíaco, 

seguida por uma injecção intra-ventricular esquerda de 3 ml de 

gluteraldeído a 2,5% em solução tampão de cacodilato de sódio a 2 

M, pH 7.2 - 7.4. Após es te .passo foi retirado o músculo soleus 

esquerdo e preparado para observação em microscopia óptica e 

electrónica segundo as técnicas descritas por Duarte (88). 

Após serem extraídos, os músculos foram seccionados em 

cubos de 1 m m de a r e s t a e fixados d u r a n t e 4 h o r a s em 

glu te ra lde ído (2 .5% de g lu te ra lde ído em so lução t a m p ã o de 

cacodilato de sódio a 2 M, pH 7.2 - 7.4). Foram posteriormente 

lavados em solução tampão , du ran te 1 hora , pós-fixados em 

tetróxido de ósmio a 1% durante 2 horas e lavados novamente em 

solução tampão, durante trinta minutos. Em seguida, as amostras 

sofreram desidratação progressiva, sob a acção de concentrações 

crescentes de alcool etílico durante 3 horas e impregnação com 

epon du ran t e 4 horas . O óxido de propileno foi o compos to 

utilizado na t rans ição des id ra tação / impregnação . O corte das 

amostras foi realizado após a fase de inclusão que durou 2 dias. 

Todos os procedimentos foram realizados a uma temperatura de 4o 
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C, com excepção da fase de inclusão, 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 |im, des t inados à 

observação em microscopia óptica e (2) os ultra-finos, com uma 

espessura de 500 Á, dest inados à observação em microscopia 

electrónica. 

Os cortes ultra-finos foram contrastados com uma solução 

aquosa saturada de acetato de uranilo (durante 30 minutos) e com 

uma solução de citrato de chumbo (durante 15 minutos), tendo-se 

procedido a lavagens no início 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 ácido periódico a 0.5% (2 minutos) e ao reagente de 

Schiff até es te se t o r n a r vermelho e scu ro , t endo-se corado 

posteriormente com o azul de metileno. 

Pa ra o e s tudo em microscopia de luz foi ut i l izado um 

fotomicroscópio óptico da marca Leitz Díalux 20. As fotografias, 

obtidas com filmes de sensibilidade 32 ASA [Panatomic X), foram 

rea l i zadas com as d imensões de 10x15 cm. O microscópio 

electrónico (Jeol 100 cx II TEM] foi utilizado a 60Kvolts. A dimensão 

das fotografias obtidas foi de 18.5x13 cm. 

Para a quantificação das lesões, foi determinada a incidência 

das anomalias celulares nos quatro grupos, pelo cálculo da média 

da percentagem de fibras lesadas relativamente ao número total de 

44 



f ibras obse rvadas em microscopia de luz . A observação em 

microscopia electrónica teve por objectivo analisar qualitativamente 

as alterações histológicas observadas em microscopia óptica. 

Os dados foram tratados estatisticamente através da média (M) 

e do desvio padrão (sd). As diferenças de médias foram testadas a 

partir da ANOVA I. O nível de significância 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 l e s a d a s e po r t ado ra s de lesões 
específicas nos diferentes grupos experimentais. 

Grupos Fibras lesadas IPE NC VAC NECR 

C (1) 0 0 0 . 7 
(±1.30) 

0 O 

N (2) 0 0 0 . 6 
(±1.60) 

0 0 

EX (3) 5 1 . 0 
(±10.37) 

1 6 . 0 
(±2.98) 

3 5 . 2 
(±11.65) 

3 3 . 3 
(±10.64) 

9 .1 
(±5.30) 

EX+N (4) 3 8 . 2 
(+6.90) 

7 . 1 
(±3.40) 

7 . 8 
(±3.70) 

3 3 . 6 
(±6.90) 

2 .5 
(±1.80) 

(p<0.05) 1 vs. 3 
2 vs. 4 
3 vs. 4 

1 vs. 3 
2 vs. 4 
3 vs. 4 

1 vs. 3 
2 vs. 4 
3 vs. 4 

1 vs. 3 
2 vs. 4 

1 vs. 3 
2 vs. 4 
3 vs. 4 

Os valores são médios (± desvio padrão); IPE - irregularidades do padrão estriado; 
NC - núcleos centrais; VAC - vacuolização sarcoplasmãt ica ; NECR - necrose 
segmentar. 
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Nos cor te s obse rvados n o s g r u p o s C e N não foram 

encontradas alterações do padrão morfológico normal. Apesar de 

terem sido encontrados núcleos centrais em 0.7% das fibras do 

grupo C e 0.6% das do g r u p o N, não foram ver i f icadas 

vacuolizações sarcoplasmáticas nem quaisquer irregularidades no 

padrão estriado. Também não foram encontrados focos de necrose 

nem qualquer tipo de célula infiltrativa nos dois grupos. As fibras 

musculares das lâminas coradas com ácido periódico de Schiff 

possuíam uma tonalidade homogénea. Na análise ultra-estrutural, 

não foram notadas quaisquer alterações. 

Nos animais do grupo EX e EX+N a anomalia estrutural mais 

evidente consistiu na vacuolização sarcoplasmãtica difusa (Figs. 2, 

3). 

Figura 2 - Fotografia de microscopia óptica do músculo soleus de um 
animal do grupo EX. É notória a vacuolização sarcoplasmãtica 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 lâminas 
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coradas com ácido periódico de Schiff, as fibras vacuolizadas dos 

dois grupos apresentaram u m a tonalidade mais pálida do que 

aquela verificada nas fibras não afectadas por esta alteração. Com 

ampl iações igua is ou s u p e r i o r e s a 168x, foram visíveis 

irregularidades do padrão estriado (Figs. 3, 4), em 16.0% das fibras 

es tudadas no grupo EX e em 7.6% das fibras do grupo EX+N. 

Estas anomalias consistiam num alargamento das bandas isotrópicas 

e anisotrópicas com esbatimento da coloração muscular com o azul 

de toluidina, frequentemente intercalada por áreas mais escuras 

onde a largura das bandas isotrópicas se encontrava diminuída, 

apesar das dimensões das bandas anisotrópicas permaneceram 

constantes (Fig. 4). 

Figura 3 - Fotografia de microscopia óptica do músculo soleus de um 
animal do grupo EX. De notar a vacuolização sarcoplasmática difusa e as 
irregularidades do padrão estriado (x590). 

Nos animais do grupo EX, o número de núcleos centrais, em 

a lgumas á reas d ispos tos 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 encont radas no grupo EX+N. 

Figura 4 - Fotografia de microscopia óptica, do músculo soleus de um 
animal do grupo EX, ilustrando uma área de irregularidades do padrão 
estriado, ora com diminuição ora com alargamento das bandas I (x925). 

'■¥ '■ 

- ■ » • 

i 

Figura 5 - Fotografia de microscopia óptica do músculo soleus de um 
a n i m a l do grupo EX, d e m o n s t r a n d o , pa ra além da vacuol ização 
sarcopiasrnãtica difusa, uma cadeia de núcleos centrais (x740). 

Áreas de necrose segmentar, com a consequente infiltração de 

m o n o n u c l e a r e s e de a l g u n s p o l i m o r f o n u c l e a r e s (Fig. 6), fo ram 

identificadas em maior percentagem de fibras nos animais do grupo 

EX do q u e n a q u e l e s do g r u p o EX+N. A p e r c e n t a g e m m é d i a do 

48 



número total de fibras lesadas foi significativamente superior no 

grupo EX. 

Figura 6 - Fotografia de microscopia óptica do músculo soleus de um 
animal do grupo EX+N. De realçar a presença de uma fibra com um 
núcleo central adjacente a uma área com infiltração de polimorfonucleares 
e mononucleares (x590). 

Na análise ultra-estrutural dos grupos EX e EX+N, foi notória 

a existência de fibras com um maior espaço inter-fibrilar bem como 

a presença de mitocôndrias dilatadas ("swelling"), de matriz pálida e 

com irregularidades das suas cristas (Fig. 7), que parecem ser a 

origem da vacuolização sarcoplasmática observada em microscopia 

de luz. As i r regular idades do padrão estr iado, observadas em 

microscopia óptica, parecem resultar de alterações na estrutura das 

linhas Z, das quais salientamos a disrupção, o esbatimento e a 

extensão do material dessas l inhas para as bandas I adjacentes 

(Fig. 8). 
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Figura 7 - Fotografia de microscopia electrónica do músculo soleus de um 
animal do grupo EX, ilustrando um aumento do espaço inter-mioflbrilar, a 
presença de "swelling" mitocondrial e a vacuolizacão das células endoteliais 
(xl900). 

Figura 8 - Fotografia de microscopia electrónica do músculo soleus de um 
animal do grupo EX. De realçar a presença de alterações estruturais das 
linhas Z, de "swelling" mitocondrial e de vacuolizacão endotelial (xl200). 

E m a l g u m a s á r e a s , per i fér icas à s z o n a s de a n o m a l i a s d a s 

l i nhas Z, foi notór io o e n c u r t a m e n t o longi tudinal dos sa rcómeros , 

por d iminu ição long i tud ina l d a s b a n d a s I. Mioblas tos e á r e a s de 

n e c r o s e s e g m e n t a r , i n f i l t r a d a s p o r m o n o n u c l e a r e s e 
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polimorfonucleares , foram t a m b é m evidentes (Fig. 9). 

Figura 9 - Fotografia de microscopia electrónica do músculo soleus de um 
animal do grupo EX+N, demonstrando a infiltração tecidual de fagócitos. 
Para além dos mioblastos, é ainda visível um fibroblasto com evidentes 
sinais de activação e alguns detritos celulares (xl200). 

2.4.1.1.3. Discussão dos resultados 

Com este protocolo exper imen ta l p r o c u r á m o s induz i r 

p r e d o m i n a n t e m e n t e uma sobrecarga metabólica nos múscu los 

exercitados (9, 299), por forma a reduzir o mais possível qualquer 

perda da integridade do sarcolema ou do retículo sarcoplasmático 

de origem mecânica. Assim, caso surja perda da homeostas ia 

celular ao cálcio, é provável que ela resulte, principalmente, da 

incapacidade relativa das bombas de cálcio em bombear o ião para 

as cisternas do retículo e/ou para o interstício (45, 91), conjugada 

com a entrada para o sarcoplasma de cálcio pelos canais lentos 

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

integridade do sarcolema e/ou da membrana do retículo eram 

g r a n d e s em consequênc ia das e levadas t ensões a que e s t a s 

membranas ficariam sujeitas (17, 19). Com a formação des tas 

soluções de continuidade, o cálcio difundir-se-ia, sem limitações, do 

inter ior do retículo sarcoplasmát ico ou do interst ício pa ra o 

sarcoplasma, motivando elevações sarcoplasmáticas sustentadas desse 

ião, pouco ou nada atenuadas pelos bloqueadores dos canais lentos 

de cálcio, conforme o observado por outros autores (87). 

O sacrifício dos animais efectuado apenas às 48 após o 

protocolo de corrida é justificado não só pelos resultados de Duarte 

(88), Soares et ai. (299) e de Appell et ai. (9), que descrevem um 

quadro anatomo-patológico mais intenso dois dias após o exercício 

físico em animais sobrecarregados metabolicamente, mas também 

porque , cerca de 3 d ias após a ag res são , as man i f e s t ações 

histológicas de regeneração muscu la r começam a acen tuar - se , 

sobrepondo-se às manifestações morfológicas de lesão (153, 154, 

272). 

Contrariamente ao verapamil (87), a nifedipina não teve acção 

lesiva sobre o tecido muscular, como é demonstrado pela reduzida 

percentagem de fibras por tadoras de núc leos cen t ra i s e pela 

a u s ê n c i a de lesões nos an ima i s do g rupo N. Também a 

percentagem média de fibras portadoras de núcleos centrais nos 

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

As alterações morfológicas observadas foram substancialmente 

diferentes no que se refere à incidência e intensidade das lesões 

encontradas em cada um dos grupos de animais exercitados. Na 

origem des t a s observações deverá es ta r a a d m i n i s t r a ç ã o de 

nifedipina, já que os factores que condicionam a intensidade das 

lesões da miopatia do exercício foram controlados e tiveram uma 

participação semelhante para os dois grupos. As lesões observadas 

nos grupos EX e EX+N são idênticas às descritas na literatura, 

quer para os animais de laboratório (9, 299), quer para o Homem 

(147, 121, 122, 125, 346). 

Interpretando a presença de núcleos centrais como um bom 

indicador de lesão e regeneração musculares (55) e considerando a 

diferença significativa na percentagem média de fibras portadoras 

desta alteração entre os grupos EX e EX+N, pode induzir-se que o 

exercício efectuado tenha sido mais agressivo para os animais do 

grupo EX do que para os do grupo EX+N. A mesma conclusão 

pode ser t i r ada com base n a pe rcen t agem to ta l de f ibras 

musculares portadoras de anomalias morfológicas. A conjugação 

destes resultados com o facto das lesões encontradas poderem ser 

explicadas bioquimicamente pelas elevações do ião cálcio no citosol 

(93, 94), sugere que a perda da homeostasia celular ao cálcio seja 

a responsável pelas alterações estruturais observadas. 

As alterações nas l inhas Z e nas bandas I verificadas em 
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microscopia electrónica e as irregularidades do padrão estriado 

observadas em microscopia óptica podem, em parte (9, 88), ser 

justificadas pela hipercontracção dos sarcõmeros (94, 95) e pela 

prévia activação das calpaínas que se encontram na proximidade 

das miofibrilas (17, 44, 52, 105, 190). O facto destas anomalias 

terem diminuído a sua incidência nos animais do grupo EX+N, 

relativamente aos do grupo EX, reforça essa hipótese. O facto dessa 

disrupção miofibrilar também poder ser motivada pela agressão 

mecânica (88, 120), considerando que em condições fisiológicas não 

é possível sobrecar regar exclusivamente o músculo de forma 

metabólica (298), poderá explicar a presença das irregularidades do 

padrão estriado nos animais do grupo EX+N. A disfunção das 

ATPases transportadoras de cálcio (46), conjugada ou não com a 

exagerada libertação desse ião pelo retículo sarcoplasmático (7), com 

a consequente activação das calpaínas (105, 190), poderá ser uma 

outra explicação possível para a presença das irregulariades do 

padrão estriado nos animais sujeitos ao bloqueio dos canais lentos 

de cálcio. 

Também o "swelling" mitocondrial, observado em microscopia 

electrónica, com a consequente vacuolização descrita à microscopia 

de luz, poderá ser explicado pelo excesso de iões cálcio no 

sarcoplasma (213, 360). No entanto, este tipo de lesão parece ter 

uma origem diferente das restantes alterações morfológicas descritas. 

De facto, contrariamente às irregularidades do padrão estriado, estas 
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alterações mitocondriais não foram atenuadas pela nifedipina. Da 

mesma maneira, enquanto que o "swelling" mitocondrial teve uma 

distribuição generalizada dentro da fibra e ocorreu em fibras pálidas 

à coloração pelo ácido periódico de Schiff, as irregularidades do 

p a d r ã o es t r iado t iveram u m a dis t r ibuição focal em fibras de 

co lo ração no rma l com aquele ácido. Cons ide rando que a s 

irregularidades do padrão estriado foram atenuadas pela nifedipina e 

que esta sua acção poderá estar relacionada com o metabolismo 

c e l u l a r do ião cálcio, é de supor que ou t ro m e c a n i s m o 

fisiopatológico independente do cálcio possa ter estado na origem 

das alterações mitocondriais. A formação exagerada de CRO poderia 

justificar essas alterações morfológicas (217). Pensamos, no entanto, 

ser u m a explicação pouco provável j á que, devido ao seu efeito 

anti-oxidante e à sua acumulação nas membranas celulares (274), a 

nifedipina deveria ter exercido alguma protecção nos animais do 

grupo EX+N, traduzida pela menor percentagem de fibras atingidas 

por e s sa anomalia, facto que não se verificou. A possibilidade 

destas alterações mitocondriais resultarem de um erro técnico de 

fixação (235) é de excluir, uma vez que: (a) a fixação foi executada 

pelo método de perfusão, (b) os animais dos diferentes grupos fo

ram submetidos ao mesmo protocolo de extracção e de preparação 

d a s amos t r a s , (c) esta al teração foi exclusiva dos m u r g a n h o s 

exercitados, (d) foram as mitocôndrias sub-sarcolemais as mais 

a f e c t a d a s e (e) n a s fotografias onde é evidente o "swelling" 
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mitocondrial, são encontradas inúmeras mltocôndrias intercaladas 

com morfologia normal. 

Independentemente da sua acção de bloqueador dos canais 

lentos de cálcio, a nifedipina pode actuar sobre outros mecanismos 

celulares, também eles relacionados com o ião cálcio (para refs. ver 

106, 224, 274). Para além de um possível efeito anti-oxidante com 

inibição da peroxidação lipídica (274, 326), os bloqueadores dos 

cana is de cálcio parecem também influenciar a regulação da 

calmodulina, das ATPases transportadoras de cálcio e dos canais de 

cálcio do retículo e das mi tocôndr ias a nível cardíaco (224). 

Considerando que essas acções são irrelevantes quando comparadas 

com a principal acção farmacológica da nifedipina (274), a hipótese 

deste fármaco ter diminuído a incidência das lesões no grupo EX+N 

por esses mecanismos adicionais ao bloqueio dos canais lentos de 

cálcio não deve ser muito valorizada. 

Para além destes mecanismos relacionados directamente com o 

metabolismo do ião cálcio, a acção da nifedipina sobre as lesões 

musculares poderá também ter resultado do efeito a tenuante da 

força muscular motivada pelos fármacos bloqueadores dos canais 

lentos de cálcio (19, 33), exigindo um maior recrutamento de fibras 

muscu la res , tal como o sugerido por Duan et ai. (87) para o 

verapamil. Consequentemente, o mesmo trabalho muscular ficaria 

distribuído por um maior número de fibras activas e cada fibra 

ser ia a s s im menos sob reca r r egada , quer mecân ica , q u e r 
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metabolicamente. 

Devido à sua acção farmacológica de bloqueio dos canais de 

cálcio, a nifedipina tem também algum efeito anti-inflamatório (274), 

j á que as baixas concentrações c i toplasmát icas do ião cálcio 

bloqueiam a desgranulação mastocitária e inibem o quimiotactismo, 

a diapedese, a fagocitose e a desgranulação leucocitária (254). A 

nifedipina influencia também negativamente, quer a tranformação 

dos monócitos em macrófagos, quer a fagocitose e a formação de 

CRO pelos neutrófilos (para refs. ver 274). De facto, os focos de 

infiltração leucocitária observados à microscopia óptica foram 

s ignif ica t ivamente inferiores nos a n i m a i s do g rupo EX+N 

relativamente aos do grupo EX. No entanto, a menor incidência de 

anomalias estruturais observadas nas fibras musculares do grupo 

EX+N poderá ser uma importante justificação para essa menor 

invasão de leucócitos. 

O excesso de ião cálcio no citosol, provavelmente motivado 

pela sua excessiva l ibertação do retículo sarcoplasmát ico (7), 

conjugado com a diminuição funcional das ATPases transportadoras 

de cálcio (45, 46), poderá ser u m a explicação aceitável pa ra 

justificar as anomalias morfológicas observadas nos dois grupos de 

animais exercitados. A justificação para a menor percentagem de 

fibras portadoras de irregularidades do padrão estriado no grupo 

EX+N não residiria no metabolismo do cálcio mas sim na menor 

sobrecarga mecânica a que cada fibra act ivada foi sujeita. A 

distribuição do mesmo trabalho muscular por um maior número de 
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fibras, h ipote t icamente ocorrida no grupo EX+N (7, 87, 90), 

diminuiria não só a sobrecarga mecânica mas também a sobrecarga 

metabólica exercida sobre cada fibra activa. Apesar de poder ser 

menor relativamente ao grupo EX, a sobrecarga metabólica aplicada 

a cada fibra muscular dos animais do grupo EX+N seria ainda 

suficiente para diminuir a funcionalidade das ATPases do retículo 

para captar cálcio. De facto, a funcionalidade dessas ATPases 

parece ser mais influenciada pela duração do que pela intensidade 

do exercício efectuado (45), criando-se assim condições (44, 213, 

360) para a ocorrência de "swelling" mitocondrial nos dois grupos 

de animais exercitados. 

Apesar desta explicação, e considerando que o número total 

de fibras lesadas nos animais do grupo EX foi cerca de 1,3 vezes 

superior ao do grupo EX+N, torna-se difícil justificar a maior 

frequência, desproporcionada, de fibras necrosadas e de áreas de 

infiltração leucócitária, verificadas no grupo EX cerca de 3,64 vezes 

superior às observadas no grupo EX+N. Ou não foram observadas à 

microscopia e lec t rónica n u m e r o s a s lesões m u s c u l a r e s , 

particularmente do sarcolema (17, 215), devido às suas reduzidas 

dimensões ou, da mesma forma que Stauber et ai. (306), Cannon 

et ai. (49, 51) e Walker et ai. (338), temos de admitir alguma 

responsabi l idade da reacção inflamatória na génese e / o u no 

aumento da intensidade das lesões musculares descritas, ainda que 

esse con t r ibu to pos sa ser ligeiro quando comparado com o 

fenómeno de degeneração intrínseca. 
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2.4.1.2. Stress oxidativo e miopatia do exercício 

Existem cada vez mais evidências demonstrando que os CRO 

são importantes mediadores em múltiplas formas de lesão tecidual 

(para refs. ver 113, 345), nas quais se incluem as do músculo 

esquelético (158). Relativamente a este tecido, as observações de: 

(a) alterações musculares estruturais e funcionais motivadas 

por deficiências a l imentares de v i tamina E e selénio, 

descritas em muitas espécies animais (20, 62) e da sua 

semelhança com as alterações estruturais das distrofias 

musculares (158); 

(b) u m aumento da act ividade p l a s m á t i c a de enz imas 

sarcoplasmáticas em ratos deficientes em vitamina E (62); 

(c) u m a elevação muscu la r de marcadores indirectos de 

peroxidação lipídica observada em animais de laboratório 

portadores de distrofias musculares (240); 

(d) que a peroxidação lipídica do sarcolema motivada pelo 

s t r e s s oxidativo parece con t r ibu i r p a r a as e levações 

sarcoplasmáticas do ião cálcio verificadas nos animais 

susceptíveis à hipertermia maligna (97), 

sugerem que os CRO, tal como para o tecido muscular cardíaco 

(85, 171, 191), poderão estar na origem das alterações estruturais e 

funcionais do músculo esquelético resultantes das mais variadas 

agressões (para refs. ver 158). A situação de stress oxidativo, por 
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oxidação dos g rupos tiol das p ro te ínas funcionais e /ou por 

peroxidação lipídica (68, 77, 113, 207, 234, 284, 330), pode alterar, 

quer a morfologia, quer a funcionalidade do sarcolema e das 

restantes membranas celulares (61, 217, 234), contribuindo para as 

a l te rações funcionais (3, 162, 171) e e s t ru tu r a i s das fibras 

musculares (para refs. ver 309, 312). Contudo, a hipótese dos CRO 

serem apenas uma consequência desses estados de lesão tecidual 

não foi ainda excluída (158, 247). 

Relativamente à agressão muscular motivada pelo exercício, há 

já numerosas evidências, directas (79, 185) e indirectas (164, 196, 

197, 267, 304), da existência de stress oxidativo muscular com o 

aumento da actividade física. De facto, pela técnica de ressonância 

m a g n é t i c a nuc lea r , foi descr i to um aumen to da produção 

mitocondrial de CRO, não só em fibras musculares isoladas sujeitas 

a contracções tetânicas (185), mas também no músculo esquelético 

logo após a realização de exercícios físicos extenuantes (79). 

Contudo, devido à rapidez com que os CRO reagem com as 

substâncias químicas que os rodeiam, a detecção directa desses 

compostos torna-se extremamente difícil (136, 247, 284). Por essa 

razão, a lguns dos au tores que es tudam a s i tuação de s t ress 

oxidativo muscular consequente ao aumento da actividade contractu 

(para refs ver 3, 162) têm quantificado os produtos finais, ou as 

substâncias intermediárias, resultantes do processo de peroxidação 

lipídica induzida pelos CRO, considerando essas substâncias como 
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indicadores indirectos da agressão oxidativa (para refs. ver 3, 247). 

Assim, pela medição de malonaldeído tecidual ou excretado na 

urina, Salminen e Vihko (267), Alessio e Goldfarb (4) e Jenkins et 

ai (164) constataram, de uma forma indirecta, a elevação da taxa 

de peroxidação lipídica no músculo esquelético do murganho e do 

rato após a actividade física. Da mesma forma, em h u m a n o s 

sujeitos a exercício físico, foi observada não só u m a elevação 

daquele composto no plasma (172, 203), relacionada directamente 

com as concentrações de enzimas sarcoplasmáticas no plasma (172) 

e com a intensidade do exercício efectuado (203), mas também uma 

elevação acentuada de pentano no gás expirado (84). 

A quantificação destes compostos, aldeídos e hidrocarbonetos 

voláteis, resultantes da peroxidação lipídica, deve ser interpretada, 

no entanto, de uma forma muito cautelosa, tendo em conta os 

numerosos factores que condicionam a sua formação e excreção 

(para refs ver 158, 162). Também os trabalhos de Davies et ai. (79) 

que u t i l i zaram a r e s s o n â n c i a magné t i ca nuc lea r p a r a med i r 

directamente os CRO no músculo esquelético, são passíveis de 

crí t ica pelo facto do tecido m u s c u l a r anal i sado não ter sido 

imediatamente congelado (158). 

A quantificação da actividade de algumas enzimas musculares 

anti-oxidantes após um programa de treino (4, 192, 198, 265, 267) 

também poderá dar alguma informação relativa à situação de stress 

oxidativo muscu la r motivado pela actividade física aguda (20). 
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Contudo, todos esses trabalhos são altamente criticáveis. De facto, 

Alessio & Goldfarb (4) e Laughlin et ai. (192), ao quantificarem a 

actividade da superóxido dismutase nos homogeneizados musculares, 

não tiveram em consideração as diferentes formas dessa enzima 

presente nos diversos compartimentos celulares (162, 163, 166). Do 

mesmo modo, os t rabalhos que quantificaram a actividade da 

catalase (4, 192, 198, 265, 267) fizeram-no com a utilização da 

espectrofotometria, a qual ê um método que possui uma baixa 

sensibilidade para quantificar a actividade dessa enzima no músculo 

esquelético (20). 

Numerosos trabalhos têm analisado as concentrações de GSH 

e glutationa oxidada (GSSG) no músculo esquelético após actividade 

física (para refs. ver 162, 249). Tendo em consideração que o tecido 

muscular esquelético parece ser muito mais dependente da GSH 

para a neutralização dos CRO do que o fígado e o rim (20), a 

medição das concentrações de GSH e GSSG e/ou da actividade das 

enzimas relacionadas com a sua homeostasia, deverá ser o melhor 

meio de quantificação indirecta do stress oxidativo neste tecido (166, 

284, 323). 

Assim, nos trabalhos de Lew et ai. (196, 197), Pyke et ai. 

(248) e Lew & Q u i n t a n i l h a (198), a d e m o n s t r a ç ã o de u m a 

acentuada redução das concentrações de GSH e de uma elevação 

das concentrações de GSSG no músculo esquelético após actividade 

física, constitui um bom indicador da ocorrência de stress oxidativo 
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durante e/ou logo após o exercício. Também os t rabalhos que 

quantificam a actividade da glutationa peroxidase (192, 198, 267, 

283), da glutationa redutase (198, 265, 267, 283) e da glutationa 

transferase (283) no músculo esquelético após um programa de 

treino, ao evidenciarem uma elevação da actividade daquelas 

enzimas estão, indirectamente, a demonstrar que o exercício físico 

agudo agride oxidativamente os músculos analisados (20). Nesses 

programas de treino, as maiores variações daquelas enzimas e das 

concentrações de glutationa total são observadas nos músculos 

ve rmelhos (265, 283), o que e s t á de acordo com o tipo 

predominante de metabolismo utilizado por esses músculos (138, 

162). 

Uma das origens celulares dessa formação exagerada de CRO 

durante a actividade física parece ser mitocondrial (19, 103, 162, 

249). De facto, aproximadamente 2 a 5% do total de oxigénio 

utilizado pelas mitocôndrias é metabolizado pelas ubiquinonas (20, 

24), originando CRO com grande poder oxidativo (234) ou com 

grande poder redutor (136). A taxa de formação mitocondrial de 

CRO é, dessa forma, proporcional à quan t i dade de oxigénio 

consumido pelas mitocôndrias por unidade de tempo (162). Assim, 

durante a actividade física, com a elevação acentuada do consumo 

muscular de oxigénio por unidade de tempo (40, 176), é alterado o 

débil equilíbrio que existia entre a produção e a inactivação dos 

CRO, dando origem a uma situação de stress oxidativo tecidual 
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(289, 290). Os resul tados de Lovlin et al. (203), obtidos pela 

determinação de malonaldeído, e os Koren et al. (185), obtidos por 

ressonância magnética nuclear, corroboram esta hipótese. 

Em analogia ao verificado n a s s i t uações de i s q u e m i a / 

reperfusão muscular (75, 201, 336), parece aceitável especular que 

a XO do endotélio muscular (161, 192, 214) possa também ter 

alguma part icipação na exagerada produção tecidual de CRO 

motivada pela actividade física e, desse modo, contribuir para a 

situação de stress oxidativo observada (para refs. ver 3, 162, 163, 

249). A XO é u m a enz ima in t r a -ce lu la r a l t amen te versá t i l , 

encontrada em vários tecidos (241), entre os quais, o tecido mus

cular esquelético (161, 192). Apesar da designação, a XO, in vivo, e 

em condições homeos tã t i cas , ac tua quimicamente como u m a 

desidrogenase (145, 241, 344), utilizando a nicotinamida-adenina-

dinucleotídeo como receptor de electrões (241). No entanto, quando 

sujeita a determinadas condições (241, 344), que parecem ocorrer 

durante o exercício físico, a XO pode transformar-se numa oxidase 

oxigénio-dependente (241, 312, 344), ficando criadas condições para 

a formação de radicais superóxido e de peróxido de hidrogénio 

(349). Alguns trabalhos têm demonstrado, de forma indirecta, um 

aumento da actividade des ta enzima no múscu lo esquelét ico 

exercitado (23, 145). 

A PLA2 muscular, activada pelo exercício físico (15), poderá 

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 fosfolípidos das 

m e m b r a n a s p a r a a p r o d u ç ã o de ácido a raqu idón ico e, 

consequentemente, por acção da lipo-oxigenase e da ciclo-oxigenase, 

dá origem a prostaglandinas, leucotrienos e tromboxanos (136). Se, 

por um lado, a PLA2 tem algum papel protector nas membranas 

c e l u l a r e s pe la r emoção dos h id rope róx idos r e s u l t a n t e s da 

peroxidação lipídica (112), por outro, os lisofosfolípidos e o ácido 

araquidónico resu l tan tes desta acção enzimática, têm um efeito 

detergente nas membranas celulares podendo, assim, contibuir para 

as alterações na homeostasia celular ao ião cálcio (158) e para a 

libertação de compostos sarcoplasmáticos para o interstício (38). 

Conjuntamente com os lisofosfolípidos e o ácido araquidónico, 

t ambém os CRO originados da formação de pros tag landinas e 

leucotrienos (86, 96, 117, 136) poderão agravar estas alterações 

funcionais ou es t ru tura is do sarcolema, da mesma forma que o 

sugerido pa ra o músculo cardíaco (227). Durante e /ou após o 

exercício físico h á evidências do aumento da actividade da PLA2 

(para refs . ver 19). Symons et ai . (308) d e m o n s t r a r a m a 

a c u m u l a ç ã o de PGE2 no músculo esquelét ico após u m breve 

período de electro-estimulação. Também em situação de estimulação 

mecânica passiva, Vandenburg et ai. (328) observaram nas fibras 

musculares um aumento da produção de prostaglandina E2 e da 

proteólise tecidual. Estes trabalhos corroboram os resultados de 

65 



Baraços et al. (26) e Rodman & Goldberg (256), provavelmente em 

consequência da activação da PLA2 pelo ião cálcio. 

Conforme será referenciado no capítulo seguinte (2.4.2 -

Degeneração extrínseca) os leucócitos que infiltram o tecido podem 

ser também uma importante fonte muscular de CRO, contribuindo 

dessa forma para a situação de s t ress oxidativo originada pe la 

actividade muscular (359). 

Apesar dos inúmeros trabalhos que apontam para a ocorrência 

muscular de uma situação de stress oxidativo durante e /ou logo 

após o exercício físico (para refs. ver 3, 162, 163, 249), não es tá 

ainda bem definido o tempo que o tecido muscular necessita pa ra 

res tabelecer o equilíbrio ox idan te /an t i -ox idan te verificado e m 

s i t u a ç õ e s de h o m e o s t a s i a d a s f ibras . P r e s s u p o n d o que a s 

mitocôndrias serão a principal fonte celular de CRO (113, 185), 

seria de esperar que o stress oxidativo terminasse com a finalização 

do exercício. Apesar de não terem utilizado nenhum marcador da 

presença de CRO, os resultados de Zerba et ai. (359), contudo, 

sugerem que a formação exagerada de CRO pode permanecer no 

musculo durante os 3 primeiros dias após a realização do exercício 

físico. 

Hipótese a estudar: 

Considerando as restantes fontes teciduais de CRO, para além 
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das ubiquinonas mitocondriais, a hipótese que colocamos é a de que a 

situação de stress oxidativo muscular se pode prolongar muitas horas 

(ou dias) após o término do exercício físico. 

Para testarmos essa hipótese sujeitamos murganhos a exercício 

físico exaustivo, nos quais medimos as concentrações de GSH no 

múscu lo soleus, imediatamente , 48 horas e 96 horas após a 

finalização do exercício. Tendo em atenção a fuga de GSSG do 

citosol para o plasma (248) com as consequentes alterações da 

relação GSH/GSSG, optamos por dosear apenas as variações agudas 

das concentrações de GSH (para refs. ver 251). Considerando ainda 

que as variações das concentrações de GSH poderão ser motivadas 

por outras causas que não apenas a formação exagerada de CRO 

(para refs. ver 218, 323, 284), um grupo de animais exercitados foi 

submetido à administração de vitamina E pois, de acordo com 

Jackson & Edwards (158), caso essas variações agudas sejam 

motivadas pela presença de CRO, elas serão muito mais ténues na 

presença de vitamina E. 

2.4.1.2.1. Material e métodos 

Foram utilizados 72 murganhos da estirpe Charles River CD1, 

machos, com 12 semanas de idade e com um peso de 2 5 / 3 0 

gramas. Os animais tiveram livre acesso à água e à alimentação, e 
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foram mantidos à atmosfera normal, com uma temperatura de 2 1 / 

25 graus centígrados e com uma variação cíclica de 12 horas luz/ 

12 horas escuro. 

Os an imais foram d is t r ibu ídos por cinco grupos : g rupo 

controlo (C, n=8), grupo controlo+veículo (C+V, n=8), grupo vitamina 

E (VITE, n=8), grupo exercício (EX, n=24) e grupo exercício+vitamina 

E (EX+VITE, n=24). 

Para além da actividade normal em gaiola, os animais do 

grupo C não realizaram qualquer tipo de exercício nem foram 

sujeitos à administração de qualquer fármaco ou veículo respectivo. 

Cada an ima l do g rupo VITE recebeu , n a s 6 s e m a n a s que 

antecederam o seu sacrifício, 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 óleo de soja estéril, por via 

intra-peritoneal, em injecção única diária; igual procedimento foi 

seguido para os animais do grupo EX+VITE exceptuando o início da 

administração de vitamina E que teve lugar 6 semanas antes da 

realização do protocolo de corrida. Os murganhos do grupo C+V 

foram submetidos à administração, pela mesma via, de 0.01 ml de 

óleo de soja/dia nas 6 semanas que antecederam o seu sacrifício, 

também em injecção única diária. 

Os animais dos grupos EX e EX+VITE foram submetidos a 

uma corrida em tapete rolante durante 60 minutos, com 0o de 

inclinação a uma velocidade de 1000 m / h (correspondendo a cerca 
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de 80% da velocidade máxima dos animais para essa situação) com 

u m a cons tan te est imulação táctil das s u a s c a u d a s . Antes de 

realizarem o protocolo de esforço, os animais foram sujeitos a um 

período de corrida (10 minutos) com velocidade reduzida, de forma 

a permitir uma adaptação prévia à situação experimental. O tapete 

ro lan te , da m a r c a AVIONICS, foi p rev iamente a d a p t a d o às 

necess idades de utilização impostas pelos an imais a t ravés da 

delimitação de uma área de corrida, de forma rectangular (40x80 

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

de madeira à estrutura do tapete (88). Em cada grupo exercitado, 

os animais foram sacrificados às 0 (n=8), 48 (n=8) e 96 horas (n=8) 

após a finalização da corrida. 

A todos os animais, sacrificados por deslocamento cervical 

entre as 9 e as 11 horas, foi retirado o músculo soleus direito, 

para determinação dos níveis de GSH de acordo com o método 

descrito por Bousquet et ai. (36). 

Todos os músculos, após terem sido pesados em ba lança 

Mettler (AE 163) com aproximação às centésimas de miligrama, fo

ram homogeneizados de forma mecânica, num homogeneizador de 

vidro automático {Heidolph, tipo R2R 1), em 2ml de ácido perclórico 

a 5% (Merck, Darmstadt, Germany). Após centrifugação 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 detecção electroquímica. 

O sistema de HPLC era constituído por numa bomba (Gilson, 

modelo 302) ligada a um manómetro (Gilson, modelo 802 C) e a 

uma coluna de aço inoxidável de 10 um ODS2 (Spherisorb HPLC) de 

25 cm x 4,6 mm. O detector electroquímico (Gilson, modelo 141) 

funcionou a uma voltagem de +1.25 V; um integrador (Varían, 

modelo 4290) monitorizou a corrente produzida. 

A fase móvel utilizada foi constituída por 99% de ácido mono-

cloro-acético (pH 3 com hidróxido de sódio) e 1% de metanol. Os 

padrões de GSH (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA) foram 

preparados em ácido perclórico a 5%. 

Os dados foram tratados estatisticamente através da média (M) 

e do desvio padrão (sd). As diferenças de médias foram testadas a 

partir da ANOVA I. O nível de significância foi establecido em 5%. 

2.4.1.2.2. Resultados 

As concentrações de GSH no músculo soleus dos animais dos 

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

VITE e EX+VITE no Quadro 3. 
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Quadro 2 - Concentrações de GSH no músculo soleus ((imol/g) em 
diferentes momentos de observação. 

C 

(D 
Oh 
(2) 

EX 
4 8 h 
(3) 

9 6 h 
(4) 

M 
sd 

1.41 
±0.131 

0 .61 
±0.137 

0 .74 
±0.179 

1.31 
±0.119 

(p<0.05) 1 vs. 2; 1 vs. 3; 2 vs. 4; 3 vs. 4 

Os valores são médios (+desvio~padrão). 

Quadro 3 - Concentrações de GSH no músculo soleus (|j.mol/g) em 
diferentes momentos de observação. 

C+V VITE 
Oh 

EX+VITE 
48h 9 6 h 

M 

sd 

1.43 

±0.157 

1.52 

±0.241 

1.23 

±0.201 

1.45 

±0.330 

1.47 

±0.189 

Os valores são médios (±desvio-padrão). 

Os r e s u l t a d o s do g rupo C+V não difer i ram d a q u e l e s 

encontrados no grupo C. As concentrações de GSH no grupo VITE 

foram superiores aos do grupo C, apesar dessa diferença não ter 

sido estatisticamente significativa. No grupo EX foi verificada uma 

r e d u ç ã o significat iva, r e la t ivamente ao g rupo cont ro lo , d a s 

concentrações musculares de GSH nos animais sacrificados às 0 

horas após a finalização do exercício; 48 horas após, os valores de 

GSH ainda se apresentavam significativamente reduzidos quando 

comparados aos do grupo C. A recuperação quase total das 
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concentrações de GSH só foi observada nos animais sacrificados às 

96 horas após a finalização do exercício físico. 

As alterações temporais das concentrações de GSH no grupo 

EX+VITE foram análogas às do grupo Ex. Contudo, no grupo 

EX+VITE, relativamente ao grupo VITE, nenhuma dessas variações 

observadas após a finalização do exercício teve significado estatístico. 

No /Gráfico 1 estão ilustradas as variações percentuais das 

concentrações de GSH nos grupos EX e EX+VITE, relativamente aos 

respectivos valores em repouso (grupos C e VITE), às 0, 48 e 96 

horas após a finalização do exercício. É de salientar as diferenças 

estatisticamente significativas observadas entre os animais dos dois 

grupos exercitados sacrificados às 0 e às 48 horas. 

Gráfico 1 - Relalão percentual, entre os grupos EX/C e EX+VITE/VITE, 
das concentrações de GSH nos diferentes momentos de observação. 

100 

80 

60-

40 ~_ 

20-

0 

EX/C 

0 horas 

EX+VITE/VITE 

48 horas 96 horas 

(p<0.05) 1 vs. 2 3 vs. 4 

Os valores são médios (±desvio-padrao); EX/C - grupo exercício/grupo controlo; 
EX+VITE/VITE - grupo exercício+vitamina E/grupo vitamina E. 
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2.4.1.2.3. Discussão dos resultados 

Foi utilizada uma corrida com intensidade moderada, mas com 

um tempo prolongado de forma a recrutar o maior número possível 

de fibras, para assim atenuar os erros da determinação da GSH no 

homogeneizado muscu l a r , ine ren tes a todos os doseamentos 

bioquímicos efectuados em homogeneizados teciduais. 

De acordo com os resultados de Warren et ai. (347), os níveis 

de vitamina E no músculo soleus de ratos que receberam idêntica 

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 in t ra-per i tonia l nes te t raba lho , admitimos que os valores 

musculares de vitamina E sejam superiores aos do grupo C e 

aproximados às concentrações descritas por Warren et ai. (347). 

Para a quantificação de GSH, a metodologia utilizada neste 

trabalho possui sensibilidade e especificidade elevadas (Bastos, 

resu l tados não publicados). Desta forma, e contrar iamente ao 

verificado com a espectrofotometria, técnica utilizada por outros 

autores (196, 197, 248, 265, 267, 283), os restantes compostos 

celulares portadores de grupos tiol, entre os quais a cisteína, não 

interferem na determinação de GSH. 

A não determinação dos valores musculares de GSSG prende-

se com os resultados de Pyke et ai. (248) e de Sen et ai. (283), 
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que demonstraram claramente a acentuada redução da glutationa 

muscular total motivada pelo exercício físico, consequência provável 

da elevada "permeabilidade" das membranas ci toplasmáticas à 

GSSG, tendendo esta a difundir-se para o plasma (para refs. ver 

249, 251, 284, 323). Tendo em consideração as principais funções 

celulares da GSH (284, 323), uma diminuição aguda e acentuada 

da concentração desse tripeptídeo poderá ser interpretada como um 

bom indicador de agressão oxidativa tec idua l (236, 251), 

particularmente se essa redução for atenuada pela presença de um 

agente anti-oxidante (158). 

No grupo C, os valores de GSH m u s c u l a r são mu i to 

superiores aos descritos por Salminen & Vihko (265, 267), Lew et 

ai. (196, 197) e Sen et ai. (283) para os animais controlo. Estas 

diferenças de concentração podem ser justificadas pelas diferentes 

constituições bioquímicas dos músculos analisados. De facto, neste 

t r aba lho uti l izámos o soleus, um músculo muito homogéneo, 

constituído quase exclusivamente por fibras vermelhas (18), onde o 

metabolismo oxidativo predomina e as defesas anti-oxidantes se 

encontram bem desenvolvidas (138, 162, 192). Em oposição, os 

trabalhos de Salminen & Vihko (265, 267) e Lew et ai. (196, 197) 

iitilizaram uma amostra muscular heterogénica em termos de 

composição de fibras muscu la r e s b r a n c a s e ve rme lhas e, 

consequentemente, com uma menor defesa anti-oxidante (138, 162). 

Esta justificação é reforçada se considerarmos que o metabolismo 
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dos cardiomiõcitos 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 ai. (196, 197) e de Sen et 

ai. (283), são os que mais se aproximam dos valores de GSH 

descritos para o músculo estriado cardíaco (60, 186). 

Nos animais exercitados, o facto da descida percentual de 

GSH muscu la r observada imediatamente após a finalização do 

esforço de corrida, ter sido significativamente mais acentuada na 

re lação EX/C do que n a EX+VITE/VITE, c o n s t i t u i u m bom 

ind icador de s t r e s s oxidativo mot ivado pelo exerc íc io . Es t e 

argumento é ainda mais reforçado pelo facto da descida de GSH 

observada imedia tamente após o exercício, n o s g r u p o s EX e 

EX+VTTE, coincidir com a descrita por Lew et ai. (196, 197) e Pyke 

et ai. (248), que a relacionaram com a sua t ransformação em 

GSSG. 

No grupo EX, a recuperação quase completa dos valores de 

GSH observada apenas às 96 horas, poderia ser explicada pela re-

síntese demorada de GSH no músculo (284). Os resultados de Sen 

et ai. (283) apontam nesse sentido ao descreverem, imediatamente 

após um exercício exaustivo, uma diminuição da actividade da y-

glutamil-transpeptidase no músculo, no fígado e no pulmão de 

ra tos . Contudo, Chen et ai. (60) demons t r a r am que os níveis 

hepáticos e pulmonares de GSH podem passar de uma situação de 

cerca de 80% de depleção para uma de 6%, em menos de 24 
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horas. Esta constatação foi verificada em animais jovens, com idade 

idêntica aos utilizados neste trabalho. Da mesma forma, e segundo 

os resultados de Deneke et ai. (80), a síntese de GSH celular, in 

vitro, parece ser relativamente rápida, necessitando menos de 24 

h o r a s p a r a se ver i f icarem c o n c e n t r a ç õ e s de 180% d a q u e l a s 

observadas em condições homeostáticas. Também o facto de nos 

animais do grupo EX+VITE a depleção percentual de GSH ter sido 

significativamente inferior à do grupo EX, vem reforçar a hipótese 

de que 48 horas após a finalização do exercício existe ainda uma 

contínua produção exagerada de CRO nos músculos exercitados. 

Se n ã o pa rece have r dúv idas q u a n t o à origem n a s 

mitocôndrias e na via da PLA2 (para refs. ver 19) dessa formação 

exagerada de CRO, d u r a n t e e / o u logo após a finalização do 

exercício, o papel da XO e dos leucócitos que infiltram o tecido na 

situação de stress oxidativo muscular ainda não está determinado e 

será o objecto central da próxima fase experimental. 
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2.4.2. Degeneração extrínseca 

Durante ou após a realização de um exercício físico intenso, é 

comum a observação de numerosas alterações sanguíneas , tais 

como o aumento da concentração das proteínas plasmáticas (311), a 

mobilização e activação leucocitária (114, 257, 301), incluindo 

linfócitos T citotóxicos (114, 175, 306) "T-helper" e T-supressores 

(179) e a alteração funcional do eixo hipotálamo-pituitária-adrenal 

(114, 115, 204). O aumento plasmático das concentrações 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 alterações sanguíneas, 

foram também observados na urina o factor de necrose tumoral e 

os receptores da interleucina-2, constituindo assim marcadores 

indirectos da sua presença no plasma (301). 

Todas e s t a s a d a p t a ç õ e s s i s t émicas a g u d a s compõem a 

resposta de fase aguda e constituem bons indicadores (49, 102, 

115) da presença de uma resposta inflamatória tecidual (9, 17, 39, 

103, 306), envolvendo reacções neurológicas, vasculares, humorais e 

celulares no local lesionado, que têm por objectivo a cura e a 

reconstituição desse tecido (148, 255). 

A leucocitose, de grau variável com a intensidade do exercício 

e com o tipo p redominan te de con t racções rea l izadas (102), 
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observada logo após a finalização do exercício (301) e que resulta, 

principalmente, da desmarginalização destas células (103) motivada 

pelas alterações hormonais agudas (40, 81), é seguida por uma 

redução progressiva do número de monócitos (114) e de neutrófilos 

c i rcu lan tes (257). Es ta diminuição poderá ser explicada pela 

contínua aderência dessas células ao endotélio capilar muscular com 

posterior diapedese e infiltração tecidual (257), consequência dos 

vários compostos quimiotáticos (148) libertados, quer pelas fibras 

lesadas (356) e pelas células endoteliais (243, 345, 349), quer pela 

degradação do colagénio (246). Relativamente a estes produtos 

resultantes da degradação do colagénio, apesar dos resultados de 

Wheat et ai. (352) questionarem, por meios indirectos, a ocorrência 

de lesões do tecido conjuntivo de suporte, a lesão deste tecido foi 

já demonstrada por meios directos (126, 305). 

Um a três dias após o exercício, a resposta inflamatória nos 

músculos agredidos parece estar completamente estabelecida (15, 

177), com a l g u n s pol imorfonucleares (17, 88) e n u m e r o s o s 

mononucleares dispersos pelo endomísio e no interior de algumas 

fibras lesadas (116, 305). Estas células mononucleares incluem 

principalmente macrófagos, originados dos monócitos que infiltraram 

o músculo, e alguns linfócitos B, T e linfócitos T citotóxicos (306, 

356), originando um infiltrado celular semelhante ao descrito nas 

miopatias inflamatórias (12, 100), apesar dessa invasão linfocitária, 

motivada pelo exercício, nem sempre ser observada (305). Apesar 

78 



disso , a e levação p l a s m á t i c a dos m a r c a d o r e s específ icos e 

inespecíficos da estimulação imunológica, confirma a activação deste 

sistema, mesmo em situações em que o exercício não é exaustivo 

nem inabitual (301). O facto das fibras agredidas poderem expor 

determinados antigéneos, até aí estranhos ao sistema imunológico, 

poderá justificar a activação e participação linfocitãria tanto nas 

miopatias inflamatórias (101) como nas lesões consequentes ao 

exercício (114). 

A nível muscular , com excepção do tipo predominante dos 

leucócitos invasores (9, 17, 305, 306), a resposta inflamatória 

aguda, mot ivada pela agressão do exercício físico, parece ser 

idêntica ao modelo padrão (148), estando descritos desgranulação 

mastocitária (305, 306), elevação do catabolismo muscular (63, 102, 

104, 328), aumento da permeabilidade vascular (306) com edema 

tecidual (31, 39, 121, 123) e presença de factores do complemento, 

de fibrinogénio e de albumina nas zonas lesadas (305, 306). 

Além destas alterações estruturais e funcionais tecidulares, 

obse rva - se t a m b é m a a c u m u l a ç ã o de p r o s t a g l a n d i n a s , 

particularmente da E2 (308, 328) e da F2a (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 

l i sossómicas (119, 262) e a p resença de CRO e /ou p rodu tos 

resultantes da sua acção (4, 162). 

Estes diferentes compostos encontrados nos homogeneizados de 
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músculos lesados podem ter origem nas próprias fibras agredidas 

como resultado do processo de degeneração intrínseca (54), n a s 

células endoteliais dos capilares adjacentes (103, 146, 349) e 

também nos leucócitos que invadem o tecido (15, 51). Estas últimas 

células estão programadas para removerem o tecido lesado por 

vários mecanismos, que incluem, por exemplo, a fagocitose e a 

libertação de substâncias para o espaço intersticial (148), tais como 

enz imas h id ro l í t i cas (103, 312, 350), CRO (146, 162, 349) , 

componentes do s is tema do complemento, ácido araquidónico, 

prostaglandinas e leucotrienos (116, 312), citocinas (102) e factor de 

activação plaquetária (254). 

Cada u m des tes compostos possu i diferentes acções no 

músculo esquelético agredido: 

(a) os componentes do s is tema do complemento 

(148, 312) e os leucotrienos parecem ter um papel importante no 

r e c r u t a m e n t o de leucóci tos , p e r p e t u a n d o a s s im a r e s p o s t a 

inflamatória e podendo aumentar a área de lesão tecidual (312); 

(b) a p r o s t a g l a n d i n a E2 a u m e n t a a t axa de 

ca t abo l i smo d a s f ibras m u s c u l a r e s ad jacen te s (116, 256) , 

estimulando a função lisossómica muscular (26); contudo, nos 3 

primeiros dias após a finalização do exercício (262), são as células 

inflamatórias que invadem o tecido as que mais contribuem para 

esta elevação da actividade enzimática lisossómica (262, 332, 333); 

(c) a interleucina-1 e o factor de necrose tumoral. 
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produzidos pelos monócitos e macrófagos activados, aumentam a 

proteól ise m u s c u l a r com l iber tação de amino-ác idos p a r a a 

circulação (102), provavelmente com destino ao fígado para síntese 

de proteínas de fase aguda (115); 

(d) o factor de act ivação p l a q u e t á r i a i nduz a 

agregação d a s p l aque t a s com a c o n s e q u e n t e l ibe r tação de 

prostaglandins, de leucotrienos e de radicais superóxido (254); 

(e) os CRO l ibe r t ados no espaço in t e r e s t i c i a l 

passam com relativa facilidade a membrana plasmática podendo 

exercer, desta forma, um efeito citotóxico directo (312), promovendo 

o aparecimento de lesões e agravando as lesões musculares pre

existentes resultantes do processo de degradação intrínseca (15, 19). 

Para além destes efeitos, os CRO podem também inactivar a 

al-antiprotease, proteína plasmática controladora da actividade da 

elastase (349) e que é l ibertada em grandes quant idades pelos 

leucóci tos p a r a o espaço in teres t ic ia l (350). Cr iam-se a s s i m 

condições para uma maior degradação do tecido conjuntivo de 

suporte (349), part icularmente dos proteoglicanos, conforme foi 

demonstrado imuno-histoquimicamente no músculo após exercido 

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

Hipóteses a estudar: 

1 - Atendendo ao potencial efeito citotóxico dos CRO e das 
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outras substâncias libertadas pelos leucócitos (146, 349), bem como ao 

seu carácter não selectivo (148), colocamos a hipótese (Fig. 10) de que 

os l eucóc i tos possam contr ibuir para o exagero, não só das 

anormalidades bioquímicas tradutoras de agressão oxidativa, mas 

também das alterações histológicas descritas (9, 209, 338), tal como o 

observado em situações de isquemia/reperfusão muscular esquelética 

(28, 291) e cardíaca (312). Esta hipótese é reforçada pela aparente 

atenuação das lesões musculares, induzidas pela actividade física, 

exercida por determinados fármacos com actividade anti-inflamatória, 

esteróides (177) e não esteróides (264, 338). 

Exercício I 
Lesões das fibras 

e do endotélio 
-> Mediadores inflamatórios 

e ao enaoreiío \ 
f * v Colchicina * / \ 

Stress oxidativo Enzimas <i \ { Infiltração leucocitária 

T 
CRO<r 

Figura IO - Esquema ilustrativo da hipótese formulada. 

2 - Os leucócitos 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 exercício físico (Fig. 11). Essas 

células sanguíneas parecem estar na origem da activação da XO 

endotelial, transformando-a numa oxidase oxigênio-dependente (243, 

345). Considerando que o exercício físico motiva alterações acentuadas 

da morfologia das células endotel iais capilares musculares e que 

existem evidências, apesar de indirectas, de um aumento na actividade 

da XO muscular consequente à actividade física (23, 145), é provável 

que os l eucóc i tos invasores possam, para além da temperatura, da 

anaerobiose, da oxidação de grupos tiol e da activação das calpaínas 

(241 , 344) , ter algum papel nesse aumento da actividade da XO 

muscular. Esta hipótese parece ser aceitável, já que há possibilidades 

dos neutró f i lo s ac t ivados no l e i to vascular se poderem agregar 

rapidamente e originar uma situação de oclusão vascular (74), ou de 

agirem directamente sobre as células endoteliais musculares durante a 

adesão leucocitária, conforme o verificado em estudos in vitro com 

células endotel iais de origem pulmonar (243); estas duas situações 

parecem favorecer a conversão da XO, de uma desigrogenase para uma 

oxidase oxigênio-dependente (345, 349). Da mesma forma, também 

durante o e x e r c í c i o e x t e n u a n t e observa-se uma e l evação das 

c o n c e n t r a ç õ e s musculares de adenosina mono-fosfato com a sua 

consequente desfosforilação (23, 40). A adenosina resultante ficaria 

então 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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Leucócitos 

/ \ 
Adesão endotelial 

A rrpoacõo / r^ Lesões das fibras 
Agregação / Mopufmol 

\ 
XO endotelial — X >CRO 

* * 
-> Lesão endotelial 

Figura 11 - Esquema representativo da hipótese elaborada. 

Para testarmos estas hipóteses, sujeitámos murganhos a u m 

exercício de corrida submetidos ou não à acção ou da colchicina, 

um fármaco inibidor da polimerização microtubular (72), afectando 

nega t ivamen te a funcional idade dos leucóci tos (340), ou do 

alopurinol, um inibidor da actividade da XO (241). 

Para quantificação do stress oxidativo muscular doseámos a s 

concentrações de GSH, tendo em conta que essas concentrações 

m u s c u l a r e s cons t i tuem um bom indicador do débil equi l íbr io 

existente entre os mecanismos teciduais de formação e remoção dos 

CRO (para refs. ver 113, 251, 323). As anomalias histológicas foram 

quantificadas por microscopia óptica e analisadas qualitativamente 

por microscopia electrónica. 

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 à água e à alimentação, e 

foram mantidos à atmosfera normal, com uma temperatura de 2 1 / 

25 graus centígrados e com uma variação cíclica de 12 horas luz/ 

12 horas escuro. Os animais foram distribuídos por oito grupos: 

grupo controlo (C, n=8), 

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

grupo colchicina (CH, n=16), 

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

grupo alopurinol (ALO, n=8), 

grupo exercício (EX, n=24), 

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

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

Para além da actividade normal em gaiola, os animais do 

grupo C não realizaram qualquer tipo de exercício, nem foram 

sujeitos à administração de qualquer fármaco ou veículo respectivo. 

De acordo com a administração, por via intra-peritoneal, de 

uma ou de duas injecções de soro fisiológico estéril, de 0. lml cada, 

os murganhos do grupo C+VC foram divididos em dois sub-grupos: 

- C+VC48 (n=8) - injectados 48 horas antes do sacrifício, 

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

O mesmo procedimento foi adoptado para os animais sujeitos 

à administração de colchicina (Produtos Farmacêuticos Diamant Ltda., 

Portugal), sedentár ios (CH) e exercitados (EX+CH), median te a 
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administração de uma ou de duas injecções, na dose de lm/Kg 

(184), diluída em 0. lml de soro fisiológico estéril: 

- CH48 (n=8) - injectados 48 horas antes do sacrifício, 

- CH96 (n=8) - injectados 96 e 48 horas antes do sacrifício, 

- EX+CH48 (n=8) - injectados 48 horas antes do sacrifício, 

- EX+CH96 (n=8) - injectados 96 e 48 horas antes do sacrifício. 

Cada animal dos grupos ALO e EX+ALO recebeu, nos 11 dias 

que antecederam o seu sacrifício, 10 mg/Kg/d ia de alopurinol 

[Sigma Chemical CO. St. Louis, USA), suspenso em 0.1 ml de água, 

por intubação gástrica (216). Os murganhos do grupo C+VA foram 

submetidos à administração, também por intubação gástrica, de 0.1 

ml de água/dia nos 11 dias que antecederam o seu sacrifício. 

Os animais dos grupos EX, EX+CH e EX+ALO foram sujeitos 

a uma corrida em tapete rolante durante 60 minutos, com 0o de 

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

de 80% da velocidade máxima dos animais para essa situação) com 

u m a cons tan te es t imulação táctil das s u a s c a u d a s . Antes de 

realizarem o protocolo de esforço, os animais foram sujeitos a um 

período de corrida (10 minutos) com velocidade reduzida, de forma 

a permitir uma adaptação prévia à situação experimental. O tapete 

ro lan te , da m a r c a AVIONICS, foi p rev iamente a d a p t a d o à s 

necess idades de uti l ização impos tas pelos an imais a t ravés da 

delimitação de uma área de corrida, de forma rectangular (40x80 

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

Os animais dos grupos EX e EX+ALO foram sacrificados 

imediatamente, 48 horas e 96 horas após a finalização do exercício. 

No grupo EX+CH a admin i s t r ação de colchic ina teve início 

imediatamente após a finalização do exercício físico, razão pela qual 

os animais deste grupo foram sacrificados 48 horas (n=8) e 96 

horas (n=8) após a realização do protocolo de esforço (272, 340). 

A todos os animais, sacrificados por deslocamento cervical 

entre as 9 e as 11 horas, foi retirado o músculo soleus direito, 

para determinação dos níveis de glutationa reduzida, e o músculo 

soleus esquerdo para análise morfológica em microscopia de luz e 

electrónica, de acordo com a metodologia descr i ta n a s fases 

experimentais anteriores (2.4.1.1.1. e 2.4.1.2.1.). 

Para quantificação das lesões de miopatia do exercício nos 

diferentes grupos, foi calculada a média da percentagem de fibras 

por tadoras de qualquer tipo de alteração es t ru tu ra l (áreas de 

necrose segmenta r e /ou infi l tração de fagócitos, a spec to e 

d is t r ibuição dos núcleos, i r regular idades do padrão es t r iado, 

vacuolização sarcoplasmática). O estudo ultra-estrutural teve por 

objectivo qualificar as lesões observadas em microscopia óptica. 

A descrição da informação analítica e estrutural foi efectuada 

através da média (M) e do desvio padrão (sd). As diferenças de 

médias foram testadas a partir do t-teste e da AN OVA I. O nível 

de significância foi establecido em 5%. 
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2 . 4 . 2 . 2 . Resul tados 

No G r á f i c o 2 e s t ã o i l u s t r a d o s o s v a l o r e s m é d i o s d a s 

concen t rações de GSH no múscu lo soleus nos diferentes grupos e 

sub-grupos experimentais . 

Gráfico 2 - Concentrações de GSH (|imol/g) no músculo soleus em vários 
grupos experimentais. 
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4 vs. 9 5 vs. 6 5 vs. 7 5 vs. 8 6 vs. 7 
Os valores são médios (±desvio-padrão). 

Grupos C e EX 

As concentrações de GSH muscu la r nestes dois grupos estão 

descr i tas no Quadro 4. 
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Quadro 4 - Concentrações de GSH no músculo soleus (|imol/g) nos 
diferentes momentos de observação. 

C 

Oh 

E X 

4 8 h 9 6 h 

(1) (2) (3) (4) 

M 1.41 0 .61 0 . 7 4 1.31 

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 são médios (+desvio~padrão). 

Nos an ima i s do grupo EX foi verif icada u m a r e d u ç ã o 

significativa, relativamente aos animais controlo, nas concentrações 

musculares de GSH imediatamente e 48 horas após a finalização 

do exercício, tendo-se registado a recuperação daqueles valores nos 

animais sacrificados às 96 horas. 

A aná l i se e s t r u t u r a l , e fec tuada i m e d i a t a m e n t e após a 

finalização do exercício, revelou que as anomalias mais evidentes 

consistiam no edema das fibras, na vacuolização sarcoplasmática 

(Fig 12), na presença de irregularidades do padrão estriado (Fig. 13) 

e na palidez de coloração com o ácido periódico de Schiff; 48 e 96 

horas após o exercício físico foram evidentes à microscopia de luz, 

para além das lesões observadas às 0 horas, uma invasão tecidual 

de mono e polimorfonucleares circundando as áreas de necrose 

segmentar das fibras (Fig. 14), bem como a presença de núcleos 

em posição central (Fig. 15). 
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Figura 12 - Fotografia de microscopia óptica do músculo soleus de um 
animal do grupo EX sacrificado imediatamente após a finalização do 
exercício. Em algumas fibras é notória a vacuolizacão sarcoplasmática 
difusa (x470). 

A média da percentagem de fibras lesadas neste grupo foi de 

26,5±14,98 às 0 horas, 47,2±11,57 às 48 horas e de 43,2±15,19 às 

96 horas após exercício (ver Gráfico 3). 

Figura 13 - Fotografia de microscopia óptica do músculo soleus de um 
animal do grupo EX sacrificado imediatamente após a finalização do 
exercício, ilustrando uma área de irregularidades do padrão estriado (x740). 
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Figura 14 - Fotografia de microscopia óptica do músculo soleus de um 
animal do grupo EX sacrificado 48 horas após a finalização do exercício. 
É notória a presença de uma área de necrose segmentar com infiltração de 
fagócitos (x740). 
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Figura 15 - Fotografia de microscopia óptica do músculo soleus de um 
animal do grupo EX sacrificado 96 horas após a finalização do exercício. 
São evidentes duas fibras portadoras de núcleos em posição central (x925). 

A aná l i se u l t r a - e s t r u t u r a l evidenciou, i m e d i a t a m e n t e a p ó s o 

exercício, i r r egu la r idades do p a d r ã o es t r i ado , e d e m a inter-fibrilar, 

"swelling" mitocondrial e a l g u m a s al terações e s t r u t u r a i s endotel iais 
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(Fig. 16). 

Figura 16 - Fotografia de microscopia electrónica do músculo soleus de 
um animal do grupo EX sacrificado imediatamente após a finalização do 
exercício. É visível "swelling" mitocondrial, i rregularidades do padrão 
estriado, algum edema inter-miofibrilar e ligeiras alterações estruturais 
endoteliais (xl500). 

Na observação efectuada às 48 e 96 horas, para além da 

manutenção destas lesões e dos numerosos lisossomas secundários, 

foi visualizada uma invasão acentuada de polimorfonucleares e de 

monócitos/macrófagos, quer no interstício, quer no interior de 

a lgumas das fibras lesadas (Fig. 17), e uma exacerbação das 

alterações das células endoteliais nas regiões adjacentes às fibras 

lesadas. A infiltração muscular de eosinófilos observada nos animais 

exercitados foi também muito marcada (Fig. 18, 19). Sinais de 

regeneração muscular, tais como células satélite activadas e fusão 

de mioblastos foram mais evidentes às 96 horas após o exercício 

(Figs. 18, 19). 
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Figura 17 - Fotografia de microscopia electrónica do músculo soleus de 
um animal do grupo EX sacrificado 96 horas após a finalização do 
exercício, demonstrando a presença de fagócitos no interior de uma fibra 
muscular (x800). 

Figura 18 -Fotografia de microscopia electrónica do músculo soleus de um 
animal do grupo EX sacrificado 48 horas após a finalização do exercício, 
demonst rando infiltração de eosinófilos e de macrófagos. A activação 
fibroblástica e a vacuolização endotelial são também alterações evidentes 
(xl200). 

Nos an imais do grupo C nao foi observada qualquer al teração 

e s t ru tu ra l nos múscu los es tudados . 
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Figura 19 - Fotografia de microscopia electrónica do músculo soleus de 
um animal do grupo EX sacrificado 9 6 horas após a finalização do 
exercício. É de realçar, para além da invasão de fagócitos, a presença de 
sinais de activação fibroblástica, de mioblastos e de miotúbulos (xl200). 

Grupos C+VC. CH e EX+CH 

As concentrações de GSH muscular nos animais destes grupos 

estão ilustradas no Quadro 5. 

Quadro 5 - Concentrações de GSH no músculo soleus (|amol/g) em 
diferentes momentos de observação. 

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. 5 2 vs. 6 3 vs. 5 4 vs. 6 

Os valores são médios (±desvio-padrão). 
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Nos grupos C+VC e CH estas concentrações não apresentaram 

diferenças significativas relativamente aos animais do grupo C. 

Comparativamente com os valores de GSH observados às 48 horas 

no grupo EX, os murganhos do grupo EX+CH sacrificados às 48 

horas apresentavam valores significativamente mais elevados daquele 

peptídeo, mantendo essas concentrações na observação verificada às 

96 h o r a s . As diferenças ent re os g rupos CH96 e EX+CH96 

apresentaram também significado estatístico. 

No grupo EX+CH não foi observada qualquer infiltração de 

leucócitos. Neste grupo, a média da percentagem de fibras lesadas 

foi de 25,3+12,98 às 48 horas e de 24,0+9,69 às 96 horas (ver 

Gráfico 3). 

Figura 20 - Fotografia de microscopia óptica do músculo soleus de um 
animal do grupo EX+CH sacrificado 48 horas após a finalização do 
exercício, ilustrando a presença de áreas de irregularidades do padrão 
estriado em diferentes fibras musculares (x470). 

Com excepção das irregularidades do padrão estr iado que 
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t inham, aparentemente , u m a extensão idêntica à observada no 

g rupo EX (Fig. 20), t o d a s a s r e s t a n t e s lesões (a l te rações 

morfológicas endo te l i a i s , o edema interf ibr i lar , o "swelling" 

mitocondrial e a presença de lisossomas secundários), foram menos 

intensas (Fig. 21) e pareciam afectar uma menor percentagem de 

f ibras m u s c u l a r e s . No e n t a n t o , às 96 h o r a s , os m ú s c u l o s 

observados ap resen tavam u m a grande quan t idade de de t r i tos 

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

Figura 21 - Fotografia de microscopia electrónica do músculo soleus de 
um animal do grupo EX+CH sacrificado 48 horas após a finalização do 
exercício físico. É visível uma área com alterações das linhas Z e algum 
"swelling" mitocondrial. As células endoteliais não estão vacuolizadas 
(xl200). 

Focos de regeneração muscular foram também encontrados às 

48 e 96 horas (Fig. 24) apesar de possuirem um aspecto diferente 

daquele observado no grupo EX, uma vez que a formação de 

miofilamentos nem sempre foi observada (Fig. 25). 

96 



Figura 22 - Fotografia de microscopia óptica do músculo soleus de um 
animal do grupo EX+CH sacrificado 96 horas após a finalização do 
exercício, demonst rando a presença de detr i tos celulares no espaço 
intersticial (x590). 

Figura 23 - Fotografia de microscopia electrónica do músculo soleus de 
um animal do grupo EX+CH sacrificado 96 horas após a finalização do 
exercício. São evidentes, no espaço intersticial, numerosos detritos celulares 
e lisossomas secundários (x2300). 

A análise es t rutura l e u l t ra -es t ru tura l nos grupos C+VC e CH 

não revelou quaisquer fibras por tadoras de al terações morfológicas. 
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Figura 24 - Fotografia de microscopia electrónica do músculo soleus de 
um animal do grupo EX+CH sacrificado 96 horas após a finalização do 
exercício. São notórios os sinais de regeneração muscular e os detritos 
celulares no espaço intersticial. O endotélio possui uma estrutura normal 
(x2300). 

Figura 25 - Fotografia de microscopia electrónica do músculo soleus de 
um animal do grupo EX+CH sacrificado 96 horas após a finalização do 
exercício. Nos mioblastos com francos s inais de activação não são 
observados miofilamentos (x2300). 

Grupos C+VA. ALO e EX+ALO 

As concentrações de GSH muscu la r nos animais destes g rupos 

estão i lus t radas no Quadro 6. 
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Quadro 6 - Concentrações de GSH (|amol/g) no músculo soleus em 
diferentes momentos de observação. 

C+VA 

(D 

ALO 

(2) 
0 h 
(3) 

EX+ALO 
4 8 h 
(4) 

96 h 
(5) 

M 

sd 

1.4 

±0.093 

1.38 

±0.051 

0 . 6 9 

±0.183 

1.38 

±0.05 

1.35 

±0.117 

(p<0.05) 1 vs. 3 2 vs. 3 3 vs. 4 3 vs. 5 

Os valores são médios (±desvio-padrão). 

Os valores de GSH nos grupos C+VA e ALO não 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 estatístico, relativamente 

aos va lores do g rupo ALO, n a s concen t r ações de GSH 

imediatamente após a finalização do exercício. 

Figura 26 - Fotografia de microscopia electrónica do músculo soleus de 
um animal do grupo EX+ALO sacrificado 48 horas após a finalização do 
exercício. O endotélio capilar adjacente à fibra portadora de um edema 
ligeiro e de algum "swelling" mitocondrial apresenta uma estrutura normal 
(xl200). 
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Em contraste com o verificado no grupo EX às 48 horas, os 

valores desse tripeptídeo doseados no grupo EX+ALO foram idênticos 

aos verificados no grupo ALO tendo-se mantido no doseamento 

efectuado às 96 horas (Quadro 6). 

Na análise morfológica do grupo EX+ALO, nas diferentes 

observações temporais, a ausência de alterações ultra-estruturais nas 

células endoteliais capilares na proximidade de fibras portadoras de 

anomalias histológicas foi a observação mais relevante (Fig. 26); 

mesmo quando observadas, essas alterações endoteliais, comparadas 

com as do grupo EX, eram muito ténues . Aparentemente, nas 

observações efectuadas às 48 e 96 horas no grupo EX+ALO, a 

detecção de leucócitos invasores foi mais rara do que no grupo EX 

sugerindo uma menor infiltração muscular por estas células. 
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Figura 27 - Fotografia de microscopia óptica do músculo soleus de um 
animal do grupo EX+ALO sacrificado 96 horas após a finalização do 
exercício. De realçar a presença de uma área de necrose segmentar com 
infiltração celular (x740). 

De facto, quase nao foram detectados eosinófilos neste grupo 
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exercitado. Todas as restantes alterações histológicas observadas 

(Figs. 27 e 28) es tavam a t e n u a d a s , em aspecto e ex tensão , 

relativamente às do grupo EX. No grupo EX+ALO a média da 

percentagem de fibras lesadas foi de 25,3+12,31 às 0 horas , 

26,2±8,94 às 48 horas e de 27,0+11,37 às 96 horas após exercício 

(ver Gráfico 3). Nos animais dos grupos C+VA e ALO não foram 

visualisadas fibras musculares portadoras de anomalias estruturais. 

Figura 28 - Fotografia de microscopia electrónica do músculo soleus de 
um animal do grupo EX+ALO sacrificado 48 horas após a finalização do 
exercício. É visível um ligeiro "swelling" mitondrial (xl200). 
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Gráfico 3 - Intensidade das lesões de miopatia do exercício nos grupos 
exercitados em diferentes momentos de observação. 
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Os valores são médios (±desvio padrão). 

2 . 4 . 2 . 3 . Discussão dos resultados 

Um dos objectivos d e s t a fase exper imenta l foi o de inibir a 

infiltração e a função leucocitária tecidual nos an imais submet idos 

a exercício físico exaustivo. A utilização do termo "leucócitos" poderá 

p a r e c e r g e n e r a l i s t a m a s , t a n t o p o l i m o r f o n u c l e a r e s (17) c o m o 

m o n o n u c l e a r e s (306), foram j á e n c o n t r a d o s n a s á r e a s m u s c u l a r e s 

l esadas não t r aumat i camen te pelo exercício. 

Nos an imais do grupo EX+CH, a admin i s t r ação de colchicina 

efectuada apenas depois da realização da corrida é justificada pelos 

object ivos des t e t r a b a l h o . De facto, a i nvasão leucoc i tá r ia só se 
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começa a evidenciar 4 a 6 horas após a finalização do exercício 

(15), tempo suficiente pa ra que a colchicina, a d m i n i s t r a d a 

imed ia t amen te após o exercício, exerça os s e u s efeitos 

farmacológicos (272, 340). A administração de uma segunda injecção 

daquele fármaco teve por objectivo manter a inibição leucocitária até 

às 96 horas após exercício. O intervalo de 48 horas utilizado entre 

as duas injecções e/ou entre a injecção e o sacrifício dos animais 

foi baseado nos trabalhos de Kondo et ai. (184) com reticulócitos. 

Muitos dos resultados da literatura referentes à importância da 

XO na génese dos CRO, particularmente em situações de isquemia/ 

reperfusão que utilizam o alopurinol como inibidor daquela enzima, 

são contradi tórios (para refs. ver 86, 117). Este facto parece 

resultar das diferentes doses utilizadas e do tempo de administração 

de alopurinol, que são variáveis de autor para autor (86, 216). 

Optámos pela administração prolongada desse fármaco tendo em 

conta os resultados de Megison et ai. (216) com a administração 

prolongada de alopurinol e o facto de que, para inibir a XO, o 

alopurinol necessita primeiro de ser oxidado em oxipurinol (86, 

241). 

Nos an imais do grupo EX, a descida de GSH m u s c u l a r 

observada imediatamente após a finalização do esforço de corrida, 

constitui, aparentemente, um indicador de stress oxidativo (113) 

motivado pelo exercício (3, 162, 163, 249). Os resul tados das 

concentrações de GSH muscular nos animais tratados com vitamina 

103 



E (capítulo 2.4.1.2.) confirmam esta suposição (158). Neste grupo, a 

recuperação dos valores de GSH observada apenas às 96 horas 

após o exercício parece ser motivada pela exagerada produção de 

CRO verificada às 48 horas e não uma consequência da demorada 

re-síntese celular desse tripeptídeo; a recuperação total da GSH 

observada às 48 horas no grupo EX+ALO, concordante com o 

observado em outros tecidos (60, 80), corrobora esta hipótese. 

Imediatamente após a finalização do exercício, partindo do 

princípio que a» invasão leucocitária muscu la r só se começa a 

verificar algumas horas após a agressão (15), parece estar excluída 

qua lque r r e sponsab i l i dade d e s s a s cé lu las n a s va r iações de 

concentração de GSH. Tendo em consideração os valores de GSH 

nos animais do grupo EX+ALO, a possível participação da XO na 

génese dos CRO imediatamente após a finalização do exercício, 

também não parece viável. A hipótese mais provável para a origem 

dessa agressão oxidativa poderá ser a cadeia respiratória, apesar da 

participação da ciclo-oxigenase e da lipo-oxigenase, consequentes à 

activação da fosfolipase A2, não ser de excluir (para refs. ver 19). 

Os resultados de Armstrong et ai (17), relativos à actividade 

sanguínea da cretina-quinase e da lactato desidrogenase verificada 

em ratos após exercício de corrida, sugerem a ocorrência de uma 

segunda agressão muscular após o exercício físico. Os trabalhos de 

McCully & Faulkner (209), Faulkner et al. ( I l l ) e de Zerba et al. 

(359) reforçam essa suposição, demonstrando uma segunda lesão 

104 



muscular, aparentemente mais intensa do que a primeira, e que se 

parece relacionar temporalmente com a r e spos ta inflamatória 

tecidual. Também os resultados de Cannon et ai. (51), obtidos com 

humanos, sugerem que o aumento retardado da permeabilidade do 

sarcolema se poderá relacionar com a actividade tecidual dos 

leucócitos invasores. Da mesma forma que o observado por Appell 

et ai. (9) e Soares et ai. (299), também nos animais do grupo EX 

se verificou um agravamento do quadro anatomo-patológico das 0 

ho ras para as 48 horas após o exercício. Neste momento de 

observação, às 48 horas após exercício, o grupo EX apresentava 

u m a méd ia da pe rcen tagem de f ibras m u s c u l a r e s l e s a d a s 

significativamente superior à verificada no grupo EX+CH (Gráfico 3). 

Assim, se há indicações de que a reacção inflamatória, em geral, 

pode contribuir para o agravamento das lesões da miopatia do 

exercício (49, 51, 177, 264, 306, 338), os resultados morfológicos 

dos grupos EX e EX+CH não deixam dúvidas de que a infiltração 

leucocitãria, em particular, contribui significativamente pa ra o 

exagero desse quadro anatomo-patológico. O facto do agravamento 

das lesões não se ter verificado nos animais do grupo EX+ALO 

poderá ser explicado quer pela atenuação da reacção inflamatória 

tecidual, resultante de uma diminuição da lesão endotelial com 

menor libertação de factores quimiotácticos (148, 345), quer pela 

redução do stress oxidativo muscular, como se pode verificar pelos 

níveis de GSH às 48 horas idênticos aos do grupo ALO. 
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A comparação dos valores de GSH encontrados às 48 horas 

nos grupos EX e EX+CH, também sugere que, nos processos de 

lesão/regeneração muscular motivados pela actividade física, os 

leucócitos que invadem o tecido para remoção dos detritos celulares 

e dos segmentos das fibras já pouco viáveis (116, 359), contribuem 

activamente para a manutenção dos baixos níveis de GSH muscu

lar; os CRO libertados pelos neutrófilos e macrófagos permitem 

explicar esta observação. De facto, estas células sintetizam elevadas 

quantidades de CRO, sendo cerca de 70% do oxigénio consumido 

pelos leucócitos destinado à produção de superóxido (143). Também 

nos g rupos EX e EX+CH, os resu l tados obtidos às 96 horas 

sugerem que a infiltração leucocitãria é determinante pa ra a 

recuperação dos níveis de GSH muscular. Colocando a hipótese de 

que o fenómeno de iniciação e/ou propagação dos CRO (162) pode 

ocorrer nos detritos celulares, observados em grande quantidade na 

análise morfológica do grupo EX+CH, as baixas concentrações de 

GSH muscular verificadas às 96 horas nos animais exercitados e 

tratados com colchicina, poderão ser explicados pela não remoção 

das áreas lesadas ou necrosadas das fibras agredidas. 

Apesar da aparente concordância dos resultados bioquímicos e 

morfológicos verificada no grupo EX+CH, se conjugarmos estes 

dados , à s 48 e às 96 h o r a s com os do grupo EX+ALO, as 

h ipó teses colocadas no úl t imo parágrafo necess i tam de u m a 

interpretação mais pormenorizada, como se pode verificar nos 
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parágrafos seguintes. 

Nas determinações de GSH efectuadas no grupo EX+ALO às 

48 e 96 h o r a s após a f inal ização do exercício, os va lores 

encontrados vêm sugerir, em oposição a Evans e Cannon (103), que 

a produção de CRO que ocorre 48 horas após a finalização do 

exercício poderá ser da inteira responsabilidade da XO. Para além 

da inibição da XO, a administração de alopurinol poderia, por si 

só, contribuir para essa rápida recuperação dos valores de GSH, 

tendo em conta o papel anti-oxidante deste fármaco (143, 222). No 

entanto, a semelhança dos resultados observados às 0 horas nos 

grupos EX e EX+ALO não parece relevar a acção anti-oxidante do 

alopurinol. As baixas doses de alopurinol admin is t radas neste 

trabalho, comparativamente a outros estudos (57, 336), sugerem que 

a acção anti-oxidante directa deste fármaco poderá ser dose-

dependente. 

Estes resultados parecem retirar qualquer importância aos 

neutrófilos e monócitos/macrofagos que invadem o tecido, na génese 

da agressão oxidativa muscular observada às 48 horas. Caso a XO 

estivesse presente nos neutrófilos e fosse uma fonte de CRO destas 

células, conforme foi inicialmente proposto por Tubaro et ai. (319), 

a inibição dessa enzima reduzi r ia a p rodução de CRO pelos 

neutrófilos, explicando assim os nossos resultados. Contudo, como 

tal hipótese não parece confirmar-se (143), não pode ser aceite para 

justificar os valores de GSH encontrados nos grupos EX+ALO e 
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EX+CH. A evidência, no g rupo EX+ALO, de u m a a p a r e n t e 

diminuição na infiltração leucocitãria, poderá ser uma explicação 

aceitável. Esta menor infiltração poderá ser justificada pela quase 

ausência de lesões observadas nas células endoteliais. De facto, 

sabe-se que as células endoteliais têm um papel activo, e não de 

alvo, n a reacção inf lamatór ia (43, 148, 243). E s t a s cé lu las 

participam activamente na libertação de mediadores inflamatórios e 

imunológicos, determinantes da intensidade do quadro inflamatório 

(43). 

A comparação das concentrações de GSH nos grupos EX e 

EX+ALO também parece contrariar alguns estudos bioquímicos que 

retiram qualquer importância à 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 laboratório, entre os quais o 

murganho , quer no Homem (161). Contudo, os resu l tados de 

t r a b a l h o s his tológicos , com u t i l i zação da técn ica de 

imunofluorescência, revelaram uma concentração elevada da XO nas 

células endoteliais capilares de vários tecidos, entre os quais o 

tecido m u s c u l a r esquelé t ico (para refs . ver 161); com a 

homogeneização muscular, a elevada actividade da XO endotelial fica 

e x t r e m a m e n t e di luída, expl icando a s s i m a d i sc repânc ia dos 

resultados dos trabalhos bioquímicos e histológicos. 

Existem já bastantes evidências que atribuem aos neutrófilos 
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um importante papel na indução de lesões nas células endoteliais a 

nível pulmonar (para refs. ver 345). Ao que tudo indica, as lesões 

destas células parecem ser da responsabilidade da XO previamente 

activada e convertida n u m a oxidase oxigénio-dependente pelos 

neutrófilos estimulados (243), apesar desses mecanismos não serem 

a inda to ta lmen te conhec idos (345). Os n o s s o s r e s u l t a d o s 

morfológicos, ao demonstrarem uma quase normalidade das células 

endoteliais nos animais exercitados e t ra tados com alopurinol, 

corroboram essa hipótese a nível muscular. Tudo indica que sejam 

os CRO, formados pela XO do endotélio muscular, os responsáveis 

pelas lesões morfológicas dessas células, particularmente evidentes 

48 horas após a finalização do exercício nos animais do grupo EX. 

No entanto, estes resultados não atribuem exclusivamente aos 

leucócitos o papel de activação e conversão de XO endotelial. De 

facto, nos animais tratados com colchicina, a acção dos leucócitos 

previamente activados sobre a XO das células endoteliais pode ser 

apreciada indirectamente pelos resultados morfológicos e bioquímicos. 

Caso aquela acção fosse exclusiva dos leucócitos, diminuindo a 

funcionalidade dessas células pela administração de colchicina, seria 

de esperar uma quase ausência de al terações es t ru tura i s das 

células endoteliais, o que não está de acordo com o observado nos 

animais deste grupo. Da mesma forma, caso aquela acção fosse 

exclusiva dos leucócitos, neste grupo de animais sacrificados às 48 

h o r a s após exercício ser ia de e spe ra r u m a normal idade n a s 
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concentrações de GSH, tal como o verificado no grupo EX+ALO, o 

que não corresponde ao observado. 

Estes resultados retiram aos leucócitos a acção exclusiva de 

activação e conversão da XO das células endoteliais e reforçam a 

possível participação de outros mecanismos naquela acção. Para 

além dos leucócitos, vários mecanismos poderão explicar a activação 

e transformação da XO endotelial, de desidrogenase para oxidase 

oxigénio-dependente: 

(a) a e levação da t e m p e r a t u r a m u s c u l a r 

verificada com a actividade física (134, 180); 

(b) a agressão oxidativa, observada às 0 horas 

nos a n i m a i s exerc i tados , poder ia t ambém induz i r e s sa 

transformação, de carácter reversível, através da oxidação de alguns 

dos grupos tiol da enzima (241, 344), para além de poder motivar 

peroxidação lipídica das membranas das células endoteliais com 

perda consequente da sua homeostasia ao ião cálcio (108, 109, 

110, 191); 

(c) as e levadas concen t r ações des te ião 

activariam as calpaínas citoplasmáticas (190) com a consequente 

proteólise da XO, transformando a conversão, até aí reversível, em 

irreversível (241). 

Se a infiltração leucocitária parece ser determinante para a 

recuperação das concentrações de GSH muscular , conforme é 

demonstrado pelos resultados do grupo EX+CH às 96 horas após 
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exercício, ficamos em dúvida se essa acção resulta da remoção dos 

detritos das fibras musculares e/ou das células endoteliais lesadas. 

Nestas células, é de esperar, na presença de xant inas e hipo-

xantinas provenientes do próprio músculo 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 circulação. As 

alterações morfológicas e /ou funcionais das células endoteliais 

podem facilitar a saída de XO para o plasma e, dessa forma, 

serem as responsáveis por uma provável auto-imunização contra a 

XO, demonstrada pela presença plasmática de anti-corpos anti-XO 

em h u m a n o s cl inicamente saudáveis (161). Assim, a elevada 

quantidade de eosinófilos observada nos animais dos grupos EX às 

48 e às 96 horas após o exercício físico e a sua quase ausência 

no grupo EX+ALO, está de acordo com as observações de Field et 

ai. (114) e corrobora a h ipótese das fibras, ou das cé lu las 

endoteliais agredidas, poderem expor determinados antigéneos até aí 

estranhos ao sistema imunológico. Apesar de ter sido descrita a 

presença de XO no plasma de ratos (337), não temos conhecimento 

da possível existência, nesses animais de laboratório, de anticorpos 

anti-XO. Para além da possível libertação para o plasma da XO, 

considerando que nos animais do grupo EX+CH a XO foi activada 

por algum(s) dos mecan i smos a t r á s expostos e que não há 

recuperação dos valores de GSH às 96 horas após a finalização do 
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exercício, parece lógico atr ibuir aos leucóci tos um papel 

d e t e r m i n a n t e na remoção das cé lu las endote l ia i s l e sdas e, 

consequentemente , na recuperação das concentrações de GSH 

muscular. 

Da mesma forma que os leucócitos que infiltram o músculo, 

e tendo em consideração a percentagem de fibras lesadas nos 

animais dos grupos EX e EX+ALO, é possível concluir que a XO, 

provavelmente pelo stress oxidativo que induz às 48 horas após o 

exercício, contribui significativamente para o agravamento do quadro 

anatomo-patológico às 48 e 96 horas após a actividade física. 
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2.5 Conclusões 

Da análise dos resultados observados nas diferentes fases 

experimentais pode concluir-se: 

a) as alterações estruturais motivadas pelo exercício possuem 

um carácter necrótico e inflamatório. Essas lesões são focais, 

conforme se pode deduzir pelos elevados desvios-padrão encontrados 

em cada grupo; 

b) a intensidade máxima deste quadro anatomo-patológico 

ocorre entre as 48 horas e as 96 horas após a finalização do 

exercício e as diferentes alterações estruturais celulares observadas 

parecem ter diferentes fisiopatologias; 

c) quer o processo de degeneração intr ínseca, quer o de 

degeneração extrínseca, contribuem activamente para a manifestação 

e agravamento das lesões encontradas. Para além dos neutrófilos, 

monócitos e macrõfagos, também os eosinófilos compõem o infiltrado 

inflamatório. Este infiltrado é decisivo para a remoção dos detritos 

celulares; 

d) as células endoteliais do músculo soleus agredido pelo 

exercício parecem condicionar a intensidade do infiltrado celular 

inflamatório; 

e) os mecanismos de regeneração muscular estão já activos 48 

horas após a finalização do protocolo de esforço; 
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f) as alterações celulares observadas nos animais exercitados 

são coincidentes com as induzidas experimentalmente com a perda 

da homeostasia das fibras ao ião cálcio; 

g) a nifedipina diminui a incidência de lesões musculares 

motivadas pelo exercício físico exaustivo metabolicamente agressivo 

para o músculo. Estes fármaco, com a dose utilizada, não tem, 

aparentemente, acção lesiva sobre o músculo esquelético; 

h) neste tipo de exercício, os canais lentos de cálcio do 

sarcolema poderão ter papel importante na perda celular da 

homeostasia ao ião cálcio; 

i) o exercício induz reduções nas concentrações de GSH no 

músculo soleus, cuja recuperação é apenas observada 96 horas 

após a finalização do exercício. Estas variações nas concentrações 

de GSH são atenuadas pela prévia administração crónica de acetato 

de a-tocoferol, sugerindo a presença de uma situação de stress 

oxidativo muscular às 0 horas e às 48 horas após exercício. 

j) o tecido m u s c u l a r pode r ecupe ra r comple tamente as 

concentrações de GSH em 48 horas a partir de uma depleção de 

cerca de 60% dos valores observados em repouso. O infiltrado 

celular inflamatório é decisivo para o restablecimento muscular 

dessas concentrações de GSH; 

k) a xantina-oxidase endotelial contribui activamente para a 

redução das concentrações musculares de GSH observadas às 48 

horas após o exercício físico. Tudo indica que esta enzima seja a 
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responsável por uma grande percentagem de fibras lesadas, às 48 e 

às 96 horas , e pelas al terações morfológicas endotel ia is que 

compõem o quadro anatomo-patolõglco da miopatia do exercício; 

1) a a t enuação das reduções das concent rações de GSH 

observadas com a Inibição da função leucocitária são provavelmente 

devidas à ausência da activação da xantina-oxidase por es tas 

células; para além da infiltração leucocitária, outros mecanismos 

parecem também activar e converter a XO endotelial após o 

exercício físico. 

m) A acção da XO no agravamento da percentagem de fibras 

lesadas poderá ser consequência, tal como as concentrações de GSH 

sugerem, da agressão oxidativa muscular resutante da produção 

exagerada de CRO por essa enzima. 
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