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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de Pos-Graduacao em Educacéao Fisica
Universidade Federal de Santa Maria

PAPEL DO SISTEMA PURINERGICO E DOS RECEPTORES DE
POTENCIAL TRANSITORIO VANILOIDE 1 (TRPV 1) NA DOR

MUSCULAR TARDIA APOS EXERCICIO EXCENTRICO EM RATOS

Autor: Leandro Thies Retamoso
Orientador: Prof. Dr. Luiz Fernando Freire Royes
Local e Data da Defesa: Santa Maria, 27 de fevereiro de 2014.

O exercicio fisico crénico tem sido recomendado como estratégia para a
prevencdo de diversas doencas associadas ao estilo de vida, como doencas
cardiacas, hipertensdo, osteoporose e diabetes tipo 2. Embora o exercicio fisico
regular traga beneficios para a saude, todos os praticantes de atividade fisica e
esporte e, até mesmo individuos sedentarios, ja experimentaram alguma vez na vida
um episodio de dor muscular tardia (DMT), caracterizada pela sensacao de
desconforto na musculatura esquelética. Como grande gerador de DMT, destaca-se
0 exercicio excéntrico agudo que induz fadiga, reducdo de forca e perda de
desempenho. Apesar de diversos estudos demonstrando a participacdo das
espécies reativas de oxigénio neste quadro, pouco se sabe sobre a participacdo da
degradacdo das purinas bem como a participacdo dos receptores de potencial
transitorio vaniloide 1 (TRPV1) no desenvolvimento da dor muscular tardia. Para
tanto, os ratos wistar machos realizaram teste de downhill em esteira (exercicio
excéntrico) até a exaustdo. Apos foram analisados os danos histolégicos nos
muasculos gastrocnémio e soéleo, Outro set de animais apds a exaustdo foram
avaliados nos testes de alodinea mecanica na pata traseira direita, teste funcional de
forca nas pastas dianteiras e andlises bioquimicas no musculo gastrocnémio. Os
resultados demonstram aumento na alodinea, na carbonilagéo protéica, nos nives de
ADP, AMP, acido urico, além de elevar os niveis de immureatividade do receptor
TRPV1 e atividade da xantina oxidase. Esses dados apontam uma possivel
contribuicdo das espécies reativas de oxigénio, da degradacdo de purinas e dos
receptores TRPV1 na dor muscular tardia.

Palavras-chave: Xantina oxidase. Downhill. Purinas.



ABSTRACT

Master Dissertation
Graduate Program in Physical Education
Federal University of Santa Maria, RS, Brazil

ROLE OF PURINERGIC SYSTEM AND TRANSIENT RECEPTOR
POTENTIAL VANILLOID 1 (TRPV1) IN DELAYED ONSET MUSCLE

SORENESS AFTER ECCENTRIC EXERCISE IN RATS
Author: Leandro Thies Retamoso

Advisor: Luiz Fernando Freire Royes, PhD
Date and place: Santa Maria, February, 27", 2014.

Chronic exercise has been recommended as a strategy for preventing several
diseases associated with lifestyle such as heart disease, hypertension, osteoporosis
and type Il diabetes. Although regular physical exercise has benefits for health, all
sports practitioners, and even sedentary people, have already feel delayed onset
muscle soreness (DOMS) once, characterized by discomfort in skeletal muscle. As
the most DOMS generator, acute eccentric exercise induce fatigue, strength
reduction and performance impairment. Despite some researches demonstrating
reactive oxygen species (ROS) in this context, there are few information about purine
degradation as well as transient receptor potential vanilloid 1 (TRPV1) on DOMS
development. In this context, animals performed a downhill running test (eccentric
exercise) on treadmill until exhaustion for histologic evaluation, mechanical
allodynea, strength force test and biochemical analysis. The results showed an
increase in mechanical allodynea and ADP, AMP, uric acid and TRPV1
immunoreactivity levels. In conclusion, the results support the contribution of ROS

and the participation of purine and TRPV1 on delayed onset muscle soreness.

Key words: Xanthine oxidase. Downhill. Purines.
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1. INTRODUCAO

A historia do exercicio fisico pode provavelmente ser confundida com a
historia da humanidade. Para o homem primitivo a atividade fisica apresentava um
carater utilitario, uma vez que sua importancia era evidenciada em atividades de
sobrevivéncia, seja em situacOes de caca, onde necessitava obter alimento para
sobreviver, ou em situacfes de fuga de predadores, em que a atividade fisica
também se fazia necesséaria para a sobrevivéncia. Entretanto, atualmente os seres
humanos, diferentemente dos outros animais, ndo utilizam o exercicio fisico somente
como meio de sobrevivéncia, mas como um estilo de vida, recreacdo e, também,
como tratamento terapéutico (JI, 1999). Neste sentido, a comunidade cientifica tem
despertado interesse pelo papel do exercicio-fisico sobre o0s aspectos
psicobiolégicos, onde estudos relatam uma forte correlagdo entre o aumento da
capacidade aer6bica e melhora nas fung¢des cognitivas (KRAMER, HIEMKE e
FUCHS, 1999). O exercicio fisico também tem sido recomendado como estratégia
para a prevencao de diversas doencas associadas ao estilo de vida, como doenca
cardiaca, hipertensdo, osteoporose, diabetes tipo 2, entre outros (POWELL e
PAFFENBARGER, 1985).

Embora o exercicio fisico regular traga beneficios para a saude, todos os
praticantes de atividade fisica e esporte e, até mesmo, individuos sedentérios, ja
experimentaram alguma vez na vida um episédio de dor muscular tardia (DMT)
(MUNEHIRO et al., 2012). A DMT é caracterizada pela sensagéo de desconforto na
musculatura esquelética que ocorre algumas horas apo0s a pratica da atividade
fisica, manifestando-se com intensidade maiores apds as 12h e alcancando seu
maximo de intensidade entre 24 e 72 horas (CLEAK e ESTON, 1992). O relato
dessa sensacao de desconforto principalmente na musculatura esquelética € maior
em pessoas destreinadas, iniciantes e em atletas de elite (CHEUNG, HUME e
MAXWELL, 2003), Alguns autores como Mcardle (1998), acreditam que seu
surgimento nada mais € do que um processo de adaptacdo do organismo, tornando
0 musculo mais resistente ao exercicio seguinte.

O exercicio excéntrico (EE) foi descrito em diversos trabalhos por ser uma
das formas de desenvolvimento de dor muscular tardia (ARMSTRONG, OGILVIE e
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SCHWANE, 1983a; LEE et al., 2002; CHEN et al., 2011). Estudos demostraram uma
reducdo da forca muscular (KEHL e FAIRBANKS, 2003; RODRIGUES-FILHO et al.,
2003), aumento dos niveis inflamatérios (CROSIER et al.,, 1996; SLUKA e
RASMUSSEN, 2010) e diminuicao da performance (LI et al., 2002).

A DMT pode ser causada por varios fatores, sendo 0s microtraumas
mecanicos induzidos pelo exercicio fisico, com prevaléncia dos realizados de forma
excéntrica, e os fatores fisiolégicos os principais deles (SONG, TANG e LIU, 2013).
Neste contexto, diversos estudos tém demonstrado que exercicios intensos acima
de 50% da contracdo muscular voluntaria méaxima causam impedimento do fluxo
sanguineo no local (WILLIAMS et al., 2007). Em exercicios com intensidades
préximas ou iguais a 100%, o evento isquémico impde impedimento do fluxo
sanguineo para esse tecido. Os metabdlitos alaticos e laticos sado intensificados pela
isquemia, levando a producdo de amoénia, lactato e monofostato de inosina (IMP),
que é substrato no ciclo de degradacdo das purinas (BELLINGER et al., 2000). Os
intermediarios formados neste ciclo sdo o anion superéxido, perdxido de hidrogénio
e radical hidroxil (SCHNEIDER, C e OLIVEIRA, A., 2004). O acumulo destes
metabolitos no musculo esquelético formados a partir da degradacédo do adenosina
trifosfato (ATP) pode culminar na formacdo de hipoxantina, xantina e finalmente
urato, os trés produtos finais do ciclo das purinas (STATHIS, CAREY e SNOW,
2005). Sob condicbes aerdbias, o aporte de oxigénio assegura que o ATP seja
reposto, primeiramente via fosforilacdo oxidativa mitocondrial, e que a
hipoxantina/xantina seja convertida para acido urico (AU), preferencialmente pela
xantina desidrogenase ao invés da xantina oxidase. Entretanto o aumento na
atividade da enzima xantina oxidase pode ser um importante caminho para producao
de espécies reativas de oxigénio (EROS) quando o musculo apresentar um déficit de
adenina dinucletideo. Essa situacdo teoricamente pode acontecer em situacéo
isquémica como, exercicios excéntricos intensos com déficit de O,, e nos exercicios
com limitagdo vascular de fluxo sanguineo (CHEVION et al., 2003). O resultado do
excesso na geracdo de EROS sao danos musculares e degradagéo proteica (AOI et
al., 2004), aumento dos niveis de interleucina 1 beta (IL-1B), IL-6 e fator de necrose
tumoral alfa (TNF- a) (OSTROWSKI et al., 1999; VASSILAKOPOULOS et al., 2003).
O conjunto destes eventos pode estar envolvido no desenvolvimento de dor pos-
exercicio levando a futura perda de desempenho (MUNEHIRO et al., 2012).
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A dor fisiologica dificilmente ocorre como um processo isolado.
Frequentemente o estimulo nocivo pode apresentar uma caracterizacdo temporal,
como dor aguda (ocorréncia recente) ou crénica (duragéo longa) (WOOLF, 2010). Ja
a deteccdo da sensacdo dolorosa € realizada pelos receptores de potencial
transitorio vaniloide 1 (TRPV1). Cabe ressaltar que os receptores de potencial
transitério (TRPs) sao canais ibnicos considerados excepcionais pelo fato de serem,
na sua maioria, receptores polimodais, ou seja, ativam-se por muitos tipos de
estimulos diferentes, como, temperatura (calor ou frio), compostos quimicos,
osmolaridade, estimulacdo mecanica, lipidios, luminosidade, estresse oxidativo e
outros. O referido receptor parece ser um dos principais codificadores de estimulos
externos e internos em neurbnios sensoriais. Similarmente aos demais receptores
TRP, os receptores TRPV1 formam homotetrameros ou heterotetrameros funcionais,
sendo que todos os mondmeros contribuem para a formacéo do poro e seletividade
do canal. Dentre os ligantes engsgenos d0S receptores TRPV1 (endovanildides) estéo a
anandamida, a N-araquidonoildopamina, o 12-S-acido hidroperoxieicosatetranoico, a
oleoiletanolamida e N-oleoildopamina, os protons (pH < 5.2), as espécies reativas de
nitrogénio (ERNS), as EROS, a bradicinina, o ATP, o fator de crescimento do nervo
(NGF), o leucotrieno B4 e a tripsina, que podem ativar ou sensibilizar este canal
através das vias de segundos mensageiros e, ainda, por modificacdo da atividade do
receptor (fosforilagdo ou nitrosilacdo) (CALIXTO et al., 2005; YOSHIDA et al., 2006;
JARA-OSEGUERA, SIMON e ROSENBAUM, 2008; BASBAUM et al., 2009;
MIYAMOTO et al.,, 2009; SCHUMACHER, 2010). Entretanto, apesar do receptor
TRPV1 participar da producdo de dor em diversas patologias, incluindo algumas
formas de artrites, seu papel na DMT ainda é pouco conhecido.

Esta claro que tipos especificos de atividades fisicas, principalmente aquelas
com um maior componente excéntrico, podem causar danos as fibras musculares;
porque o dano estrutural resulta em dor ou porque a dor é de efeito tardio, ainda nao
estd completamente esclarecido. O dano por si s6 pode nem sempre resultar em
dor, uma vez que numerosas condi¢cbes de miopatia, nas quais danos musculares
sao evidentes, ndo apresentam sinais de dor. Além disso, pouco se sabe sobre o
real papel das EROS gerados a partir da degradacdo de purinas bem como a

participacéo dos receptores TRPV1 no desenvolvimento da DMT.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Avaliar a participacdo do sistema purinérgico, do estresse oxidativo e a
ativacdo dos receptores TRPV1 no desenvolvimento da dor muscular tardia pos-

exercicio excéntrico agudo em ratos.

2.2 Objetivos especificos

Mensurar o decurso temporal da dor apds o protocolo de exercicio excéntrico
agudo.

Investigar a producdo de forca das patas dianteiras apés o protocolo de
exercicio excéntrico agudo.

Verificar se o presente protocolo induz danos musculares nos musculos
gastrocnémio e séleo.

Verificar o envolvimento do sistema purinérgico no desenvolvimento da dor
muscular tardia apds o protocolo de exercicio excéntrico agudo no musculo
gastrocnémio.

Verificar a participagdo do estresse oxidativo caracterizado pela atividade de
enzimas pro-oxidantes (Xantina Oxidase) e anti-oxidantes (catalise e superéxido
dismutase), bem como na carbonilagdo proteica no desenvolvimento de dor
muscular tardia induzida pelo presente protocolo.

Verificar a quantidade de receptores TRPV1 no musculo gastrocnémio no

decurso temporal apds o protocolo de exercicio excéntrico agudo.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Exercicio fisico

A evolucéo da humanidade fez algumas modificacbes na forma de utilizacao
dos movimentos corporais, afastando-se cada vez mais dos objetivos pré-historicos.
Na antiguidade os movimentos corporais, 0s exercicios fisicos eram realizados com
objetivos claros de sobrevivéncia, na busca de alimentos e muitas vezes para
defender territério e até mesmo para fugir de predadores. Hoje, diferente dos
animais silvestres (JI, 1999), utilizamos o exercicio fisico, como estilo de vida,
recreacao e como tratamento terapéutico.

Nas ultimas décadas os efeitos do exercicio fisico sobre o sistema nervoso
central ganharam énfase ao demonstrarem eficiéncia protetora em diversos modelos
de doencas do sistema nervoso central como, esclerose multipla, doenca de
Huntington, Parkinson e Alzheimer, assim como epilepsia (ARIDA et al., 1999;
LAURIN et al., 2001; TILLERSON et al., 2003; KOHL et al., 2007; BENEDETTI et al.,
2009). Outros estudos clinicos e em modelos animais, mostram que 0 exercicio
aumentou a capacidade de aprendizado e diminuiu o declinio cognitivo decorrente
do envelhecimento (KRAMER et al., 1999; COTMAN e BERCHTOLD, 2002).

Alguns trabalhos demonstram que o exercicio fisico atua na biogénese
mitocondrial, atuando também no sistema antioxidante modulando positivamente
com o aumento da atividade e/ou aumentando o conteudo de enzimas como a
superéxido dismutase, catalase e glutationa peroxidade tanto no musculo quanto no
sistema nervoso central (MARUHASHI ET AL., 2007; RAMBO ET AL., 2009;
STEINER ET AL., 2011). Para Johnson (2002), um numero cada vez maior de
doencas parece estar associado com a producédo de espécies reativas como fator
etiolégico ou como um fator que contribui para o desenvolvimento de doencas
secundarias.

Outro fator importante modificado pela atividade fisica € o aumento na
expressao de fatores neurotréficos como o Fator Neurotrofico Derivado do Cérebro
(BDNF) e Fator de Crescimento do Nervo (NFG) (GRIESBACH, HOVDA e GOMEZ-
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PINILLA, 2009). Esses fatores sdo de grande importancia pela capacidade de
promover a sobrevivéncia e boa fungdo neuronal (KEMPERMANN e GAGE, 2000;
KEMPERMANN, VAN PRAAG e GAGE, 2000).

Os efeitos sobre a saude geral sdo bem descritos, principalmente sobre o
metabolismo e sistema cardiovascular (POWELL e PAFFENBARGER, 1985;
BOOTH et al., 2002). Estudos mostraram que 30-50% de todos os casos de
diabetes tipo 2, doenca cardiaca coronaria, e muitos tipos de cancer foram
impedidos por 30 minutos de exercicios de intensidade moderada em mulheres de
meia idade (COLDITZ, CANNUSCIO e FRAZIER, 1997; MANSON et al., 1999; HU et
al., 2001).

Os profissionais da saude sdo unanimes ao enumerar os beneficios gerados
pelo exercicio fisico regular, como fator redutor da morbidade (FRIES, 1996) e
também a mortalidade (PAFFENBARGER et al., 1993).

3.1.1 Exercicio fisico agudo

O exercicio fisico regular traz beneficios para a satde como demonstrado no
item anterior, entretanto a intensidade, a duracdo e a frequéncia exercem papel
chave na determinacdo das respostas imunologicas, podendo modular diversas
enzimas, positiva ou negativamente.

O exercicio quando realizado de forma aguda, praticado esporadicamente,
nao possui as mesmas caracteristicas benéficas, podendo causar desequilibrio em
diversas funcdes, dentre elas aumento do estresse mecanico, aumento da
temperatura corporal e taxa metabolica, além de, aumento de substancias pro-
inflamatorias e aumento na producdo de EROS (POWERS, JI e LEEUWENBURGH,
1999). Esse aumento da exigéncia metabdlica momentanea e aguda faz com que
ocorra aumento do consumo de oxigénio e producdo de EROS, o que pode gerar um
desequilibrio entre EROS e as defesas antioxidantes, conhecido como estresse
oxidativo. Estudos in vivo utilizando tecidos coletados logo apés o exercicio
demonstram taxa de producdo de EROS aumentada (BEJMA e JI, 1999).

O aumento das EROS pode gerar degradacgéo proteica e danos musculares

(AOI et al., 2004), aumento dos niveis de IL-1p3, IL-6 e fator de necrose tumoral alfa
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(TNF- a) (OSTROWSKI et al., 1999; VASSILAKOPOULOS et al.,, 2003), estdo
envolvidos com o desenvolvimento de dor pos-exercicio que pode levar a futura
perda de desempenho (MUNEHIRO et al., 2012).

3.1.2 Exercicio excéntrico

No exercicio excéntrico, a contragdo muscular acontece quando a
musculatura produz tensdo em alongamento (MARUHASHI et al., 2007), como é o
caso da corrida em descidas (downhill), a fase negativa do agachamento guiado
fase negativa do leg press 45°, dentre outros movimentos. Mesmo o tecido muscular
sendo dotado de alta plasticidade, adaptando-se as demandas impostas a fim de
otimizar seu desempenho ocorre pequenos danos musculares (BALDWIN e
HADDAD, 2002).

Atualmente as pesquisas cientificas tém elucidado as caracteristicas da
contragcdo excéntrica e demonstrado que esse tipo de contracdo tem ampla
aplicacdo em intervencdes terapéuticas, sejam estas reabilitativas ou preventivas
(LASTAYO et al, 2013). Por exemplo, Maruhashi e colaboradores (2007)
demonstraram que o treinamento excéntrico, corrida em downhill preveniu o dano
muscular causado por um set de exercicio de alta intensidade excéntrica
(MARUHASHI et al., 2007).

A musculatura ao trabalhar excentricamente faz com que as fibras atuem
como “amortecedores de choque”, dissipando energia ao desacelerar os segmentos
corporais, ou como molas, armazenamento de energia para que este seja utilizado
em uma contracdo subsequente (LASTAYO et al., 2003).

As particularidades do controle neural da contragdo muscular excéntrica
podem ser observadas também no Sistema Nervoso Central onde ocorre inicio
precoce da ativacdo cortical, bem como uma maior atividade cortical relacionada a
preparacdo e execucdo da contracdo muscular excéntrica. Os autores relacionaram
com a maior dificuldade de execucdo e maior susceptibilidade a ocorréncia de
lesGes durante o desempenho dessa contragcédo (FANG et al., 2001).

Apesar de alguns beneficios relacionados com a contracdo excéntrica, esta é

conhecida também por induzir DMT, que nado responde a analgésicos comuns e até
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mesmo causa dano muscular (MARUHASHI et al., 2007). Além de aumentar a
producdo de EROS (BEST et al., 1999; CLOSE et al., 2004), ocorre aumento na
expressao e concentracdo de marcadores inflamatorios, como TNF-a que teve
aumento na concentracao proteica no musculo gastrocnémio e no vasto lateral em
ratos apds 2h, 6h e 24h de exercicio excéntrico (LIAO et al., 2010). Além disso, é
relatado aumentos da atividade da creatina kinase e carbonilagdo proteica (LEE et
al., 2002) gerando aumento dos radicais livres e inibicdo da enzima Calcio ATPase
(ZAIDI e MICHAELIS, 1999).

3.2 Espécies reativas de oxigénio

O sistema de defesa antioxidante € formado pelo sistema enzimético e nao
enzimatico. O sistema enzimético € formado pelas enzimas, superoxido dismutase
(SOD), a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx). Ja o sistema nao
enzimatico é formado por diversas substancias como vitamina E (VENDITTI et al.,
2014) e vitamina C (WAWRZYNIAK et al., 2013). Esses sistemas agiram contra seus
intermediarios reativos superéxido (Oy¢-), perdxido de hidrogénio (H.O,) e radical
hidroxil (*OH), dentre outros (CATLING et al., 2005; PRYOR et al., 2006). Devido as
suas propriedades, esses intermediarios recebem a denominacdo de EROS, sendo
que dessas somente o H,O, ndo se qualifica como radical livre, porque ndo possui
elétrons desemparelhados na ultima camada de valéncia (HALLIWELL, 2006).

As EROS sao produzidas fisiologicamente através de processos metabdlicos
oxidativos e, muitas vezes, sdo de extrema utilidade nas situacbes em que ha
necessidade de ativacao do sistema imunoldgico (macrofagos) que utiliza o peroxido
de hidrogénio para combater bactérias e outros elementos estranhos (SCHNEIDER,
C e OLIVEIRA, A., 2004).

O exercicio agudo € conhecido por gerar este desequilibrio entre a produgéo
e a eliminacdo de EROS, provocando aumento em alguns marcadores de dano
oxidativo como é o caso da carbonilacdo proteica e lipoperoxidacdo. Esse
desequilibrio é devido ao aumento da estimulacdo mitocondrial da cadeia de
transporte de elétrons que ira produzir o radical superéxido (O,.”) e perdxido de

hidrogénio (H,O,) podendo ativar diversas vias de transducéo de sinalizacao celular,
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como NF-KB, MAPK, além de regular a expressdo de citosinas pro-inflamatorias
como interleucina-1 e interleucina-6. Essas duas interleucinas sdo responsaveis por
ativar a expressao génica de TNF-a formando um circulo vicioso no aumento do
sinal inflamatorio e no aumento de EROS, pois a TNF-a esta relacionada com a
elevacdo dos niveis de EROS celular e a protedlise muscular (ALLEN e TRESINI,
2000).

3.3 Dor

Segundo a IASP (Associacdo Internacional para o Estudo da Dor), a dor é
descrita como uma “experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a
uma lesdo tecidual real ou potencial, ou descrita nestes termos” (LOESER e
TREEDE, 2008).

Muitos autores, dentre eles (HUNT e MANTYH, 2001) descrevem a dor como
um estimulo necessario a sobrevivéncia e a manutencdo da integridade do
organismo, mas quando de forma crénica pode resultar em sintomas secundarios
tais como ansiedade, depressao e, principalmente, a diminuicdo da qualidade de
vida. Devido a aspectos subjetivos, a sensacdo denominada por nds de dor, pode
ser modulada através das experiéncias comportamentais, de componentes
sensoriais e afetivo-motivacionais, de forma que uma experiéncia que é dolorosa
para um nao obrigatoriamente sera para o outro (ROMANELLI e ESPOSITO, 2004).

O termo nocicepcao se refere a percepcao pelo sistema nervoso central de
sinais evocados pela ativacao de receptores sensoriais especializados, que iniciam a
sinalizacdo ao sinal de situacdo critica de um tecido, que podera leva-lo a uma
lesdo. Por outro lado, a dor seria 0 carater sensorial relacionado a atividade gerada
em alguns pontos das vias nociceptivas, ou a memoria dessa atividade. Entao,
quando se trata de animais o termo correto a ser utilizado € a nocicep¢do queesta
relacionado ao reconhecimento de sinais no sistema nervoso central que lhe é
ativado por nociceptores (receptores sensoriais) e que fornece informacdes

relacionadas a possiveis danos teciduais.
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3.3.1 Receptor de Potencial Tansitério Vanildide 1

A familia TRP é formada por mais de vinte produtos de diferentes genes que

estdo agrupados em seis familias baseadas na sequéncia de aminoacidos e no seu
perfil de ativacdo, os membros da familia TRP classificam-se em TRPV (Vanildide),
TRPA (Anquirina), TRPC (Canbnico), TRPM (Melastatina), TRPP (Polistina) e
TRPML (Mucolipina) (Figura 1). Além disso, as regides N- e C-terminal localizam-se
intracelularmente, sendo que a regido formadora do poro encontra-se entre 0s
dominios transmembranas 5 e 6 (NILIUS, VOETS e PETERS, 2005).
Os TRPs séo canais idnicos considerados excepcionais pelo fato de serem, na sua
maioria, receptores polimodais, ou seja, ativam-se por muitos tipos de estimulos
diferentes, como por exemplo, temperatura (calor ou frio), compostos quimicos,
osmolaridade, estimulacdo mecanica, lipidios, luminosidade, estresse oxidativo e
outros. Estes receptores constituem-se integradores para uma multiplicidade de
sinais externos ou internos e por isso, caracterizados como sensores celulares
polimodais envolvidos em uma grande variedade de processos celulares (MORAN et
al., 2011).

O potencial funcional desses canais é especialmente importante para o
entendimento da patogénese de diversas doencas. Destacando o receptor de
potencial transitério vaniléide subtipo 1 (TRPV1) por possuir forte relevancia em uma
ampla gama de patologias, comprovando deste modo, possuir excelente potencial
como alvo terapéutico empregado no controle da dor (NILIUS, VOETS e PETERS,
2005; MORAN et al., 2011).

O TRPV1 é membro de uma familia constituida por mais 5 receptores (TRPV2
a TRPV6) denominada familia vanildide. A ativacdo do TRPV1 presentes nas fibras
nociceptivas conduz a um aumento na permeabilidade aos fons Ca,” e Na’,
produzindo uma despolarizagdo das fibras sensoriais peptidérgicas. Este processo
causa a liberacdo de neuropeptideos como a substancia P e o gene relatado da
calcitonina (CGRP), os quais sao responsaveis por mediar o processo de inflamacao
neurogénica, uma vez que conduzem a eventos como extravasamento plasmatico,
vasodilatacdo e recrutamento de leucécitos (SZALLASI et al.,, 2007; LOESER e
TREEDE, 2008).
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Existem evidéncias que outro receptor da familia TRP, o TRPV4 contribui
para estimulacdo de canais ibnicos em fibras musculares esqueléticas (HO et al.,
2012). Adicionalmente, relata-se o envolvimento do receptor TRPV1 em diversos
modelos animais de inflamacédo associado ao desenvolvimento de hiperalgesia.
Também descreve-se o aumento de TRPV1 em diversas doencas dolorosas em
seres humanos como, sindrome do intestino irritavel, vulvodinia e mastalgia
(SZALLASI et al., 2007).

3.3.2 Dor muscular tardia

Apesar da sabida participacdo dos receptores TRPs na sensacdo de dor,
pouco se sabe da participacdo dessa familia na DMT. Sabe-se que exercicios
agudos e/ ou exercicios de alta intensidade causam danos musculares, podendo
gerar dor muscular horas apds o exercicio e ndo durante e nem imediatamente
apoés. Estudos prévios tém demonstrado que a DMT é induzida principalmente por
estresse mecanico, especialmente por contragdo muscular excéntrica (SORICHTER,
PUSCHENDORF e MAIR, 1999). A sequéncia temporal da DMT segundo
(ARMSTRONG, OGILVIE e SCHWANE, 1983a) inicia geralmente 6 -12 horas pos-
exercicio, ocorrendo 0os maiores aumentos entre 48 horas e 72 horas pds-exercicio,
podendo persistir por até 5 a 7 dias. Diferentes protocolos de exercicio excéntrico,
sejam eles de estimulacdo elétrica ou esteira com inclinacdo negativa (descida),
relatam danos estruturais e infiltracdo de fagocitos (AOI et al., 2004; KANO et al.,
2008), assim como uma reducao na capacidade antioxidante total com a reducgéo da
superéxido dismutase (1 dia apds exercicio excéntrico) e aumento na SOD
(MARUHASHI et al., 2007).

Apesar de diversos estudos demonstrarem uma ligagdo entre estresse
oxidativo e DMT (DONNELLY, MAUGHAN e WHITING, 1990; MARUHASHI et al.,
2007; MUNEHIRO et al., 2012), os mesmos nao deixam claro quais 0s mecanismos

e vias que contribuem para o aparecimento da DMT.



4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Desenho experimental
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4.2 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos adultos, pesando de 200 a 275q,
mantidos em condi¢bes laboratoriais controladas, com o controle do ciclo
claro/escuro de 12-12 horas, alimentacdo e agua ad libitiun, além do controle de
umidade relativa e temperatura (55% e 24+2°C). Foram utilizados seis sets de
animais na seguinte formatagao.

1. Avaliagcdes comportamentais.

As avalia¢cdes comportamentais consistiram de analise da alodinea mecénica
e teste de forca das patas dianteiras.

As avaliagcbes bioquimicas consistram em dois grandes grupos, sendo
realizado no primeiro grupo as analises histolégicas logo apds o exercicio excéntrico
agudo e outro grande grupo foi analisado diversos marcadores bioguimicos em
diferentes tempos apds o exercicio excéntrico agudo.
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2. Danos Histoldgicos através da morfometria de area muscular.

3. Atividade das enzimas Superoxido dismutase, catalase e 0s niveis de
carbonilagéo proteica.

4. Atividade da enzima Xantina oxidase.

5. Niveis purinérgicos de ATP, ADP, AMP e AU através do HPLC.

6. Niveis do Receptor TRPV1 através do Western Blot

4.3 Protocolo de exercicio excéntrico

Os animais foram adaptados na esteira rolante sem inclinagdo durante cinco
dias consecutivos. 1° e 2°dia com velocidade de 10m/min. durante 10 minutos, 3° dia
12 m/min. durante 10 minutos e nos ultimos dois dias (4° e 5° dia) 12 m/min. durante
15 minutos. Apds a adaptacdo os animais permaneceram em repouso por dois dias
para realizarem o protocolo de exercicio excéntrico agudo ou nao, formando assim
0s grupos de estudo. Alguns animais, cerca de 30% nao se adaptaram a esteira
rolante e foram removidos da restante dos testes e analises.

O protocolo de exercicio excéntrico agudo foi descrito anteriormente por
Armstrong (ARMSTRONG, OGILVIE e SCHWANE, 1983b) e adaptado por Lima-
Cabello (LIMA-CABELLO et al., 2010), constituido basicamente por 18 sets de 5
minutos de exercicio, com o intervalo de 2 minutos, totalizando 90 minutos de

exercicio a 16m/min. de velocidade e inclinacédo de 16° (descida).

4.4 Alodinea mecanica

AplOs o exercicio excéntrico agudo, outro set de animais foi colocado em
compartimentos elevados de madeira (22x18x14 cm) disposto sobre uma tela
metalica. ApOs ambientacdo de aproximadamente 30 minutos, a pata posterior
direita foi estimulada com um filamento de nylon (filamentos de Von Frey, 15g), até
gue ao ser pressionado se curvasse. O toque com o filamento foi feito no centro da

superficie plantar da pata dianteira e repetido dez vezes em cada animal, tendo cada
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toque a duracéo aproximada de 1 s. O aumento da frequéncia de retirada da pata foi
considerado como aumento da alodinea mecanica. A alodinea foi analisada em

diferentes tempos para obtencéo da curva de dor muscular tardia.

4.5 Avaliacéo funcional das patas dianteiras — teste de agarrar

Para essa avaliacdo foi conectado a uma balangca eletrdbnica uma vara
metélica de 2,5 mm. Ao prato da balanca foi adicionado 1000g para que 0s ratos
pegassem a barra metalica e, logo apdés, os animais foram segurados pela cauda e a
intensidade foi aumentada progressivamente até que soltassem a barra. O valor
registrado no exato momento em que soltassem a barra foi registrado (1000 -
registrado).

O teste consistiu em trés repeticdes sendo a maior performance registrada,
para reduzir falsas medidas.

Essa avaligao foi adaptada de (BERTELLI e MIRA, 1993; 1995)

4.6 Andlises histoldgicas

Para analise das alteracdes histologicas, um set de animais realizou o
protocolo de exercicio excéntrico agudo e logo apos a corrida foram eutanasiados e
0S musculos gastrocnémio e séleo foram analisados. As alteragdes inflamatorias
foram verificadas pela ruptura fibrilar, infiltracdo leucocitaria e tumefacdo celular.
Para analise histolégica as amostras foram fixadas em formol tamponado e
submetidas ao processamento classico para inclusdo em parafina. Os cortes foram
seccionados com 6um de espessura e corados pela Hematoxilina-eosina (HE). Cada
lamina foi fotografada em 5 campos aleat6rios e com um grid de 15 pontos foram
selecionadas as células musculares para morfometria de area segundo (FERREIRA
et al., 2013)
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4.7 Degradacgao das purinas

Para a determinacdo dos niveis de ATP, ADP, AMP e AU no musculo foi
realizada por deteccdo HPLC -UV método modificado de Ozogul et al. (2000).
Resumidamente, as amostras do muasculo foram homogeneizadas em 0,6 M de
acido perclérico e centrifugadas a 2400 x g a 4° C durante 10 min . A fracdo do
sobrenadante foi neutralizado para pH 6-6,5 com 1 M de hidréxido de potassio. As
fracOes neutralizadas foram mantidas em gelo durante 30 minutos para precipitacédo
total de cristais de potassio e filtrada através de uma membrana (0,45 pum de
tamanho de poro Millipore ®) antes da injecédo para o instrumento de HPLC.

As amostras foram analisadas em um aparelho Shimadzu de HPLC ®. A
coluna analitica tinha 5 mM e particulas de um tamanho de poro de 100 A de
Phenomenex ® ODS - 2 coluna C18 de fase reversa ( 4,6 x 250 mm , Allcrom , BR).
A fase moével foi de 0,04 M de di-hidrogeno- ortofosfato de potassio 0,06 M e
ortofosfato de dipotassio hidrogénio dissolvido em agua destilada e purificada
ajustada ao pH 7 com 0,1 M de hidroxido de potassio . A analise por HPLC foi
realizada sob condic¢des isocraticas com um caudal de 1 mL/min com o detector de
UV ajustado a 257 nm .

4.8 Atividade da enzima xantina oxidase

A atividade da enzima xantina oxidase foi adaptada a partir de (PRAJDA e
WEBER, 1975). Resumidamente, o gastrocnémio foi homogeneizado em solucéo
tampéo de fosfato (PBS 30 mM, pH 7,4) contendo (em mM): 1 de EDTA, 10 de
ditiotreitol, 1 fenilmetilsulfonilo. As amostras foram centrifugadas a 2500 rpm durante
10 minutos (4 ° C). Apos a centrifugacdo o sedimento foi descartado e uma aliquota
do sobrenadante (0,5 mg / mL) foi adicionado ao ensaio, no meio contendo xantina
(0,5 mM). O meio de ensaio foi incubado a 37° C durante 1 hora e a reacao foi
parada por fervura durante 10 min. Logo apés foi adicionado tampao acido (acido
aceético/ acetato de sddio, 80 mM, pH 5,5).
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As amostram foram lidas no espectrofotometro a um comprimento de onda de

290nm. O &cido urico foi usado como padréo de referéncia.

4.9 Niveis de carbonilacéo proteica

O Teor de proteina carbonil no musculo gastrocnémio foi determinado pelo
método descrito por (LEVINE et al., 1990). Resumidamente, os homogeneizados e
aliqguotas de 1 ml foram misturados com 0,2 ml de 2,4-dinitrofenil-hidrazina (DNPH,
10 mM) ou 0,2 ml de HCI (2 M). Apds incubacao, a temperatura ambiente durante 1
h em um ambiente escuro, 0,6 ml de tampao de desnaturacdo (tampéo fosfato de
sédio 150 mM, pH 6,8, contendo 3% de SDS), 2 ml de heptano (99,5%), e 2 ml de
etanol (99,8 %) foram adicionados sequencialmente e misturados com agitacdo em
vortice durante 40 segundos e centrifugada durante 15 min. Em seguida, a proteina
isolada a partir da interface foi lavada duas vezes com 1 ml de acetato de etilo /
etanol 1:1 (v / v) e suspenso em 1 ml de tamp&o de desnaturacdo. As amostras
foram lidas no espectrofotbmetro a 370nm, sendo a carbonilacdo total calculada
seguindo o descrito por (LEVINE et al., 1990).

4.10 Atividade da enzima superoxido dismutase

Com a finalidade de mensurar a atividade da enzima superéxido dismutase, o
musculo gastrocnémio foi adequadamente diluido com Tris-HCI a pH 7,4 (MISRA e
FRIDOVICH, 1972). Resumidamente, a epinefrina € submetido a auto-oxidacao a
um pH de 10,2 para produzir adrenocromo, um produto colorido, que foi detectada a
480 nm. A adicdo de amostras (10, 20, 30 ul) contendo SOD inibe a auto-oxidag&o
de epinefrina. A taxa de inibicdo foi monitorizada durante 180 s. A guantidade de
enzima necessaria para produzir 50% da inibicédo foi definida como uma unidade de

atividade da enzima.
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4.11 Atividade da enzima catalase

Para o ensaio da catalase (CAT), o tecido foi homogeneizado em tampéo de
fosfato de potassio 50 mM, pH 7,5. O homogeneizado foi centrifugado a 2000 g
durante 10 min para obter um sobrenadante que foi utilizado para o ensaio da
enzima (NELSON e KIESOW, 1972). A mistura de reacdo continha tampao de
fosfato de potassio 50 mM (pH 7), 10 mM de H,0O,, e 20 ul do sobrenadante. A taxa
de reaccdo de H,O, foi monitorizada a 240 nm durante 2 min a temperatura
ambiente, tal como determinado no ensaio de sangue total. A atividade enzimatica
foi expressa em unidades de mg™' de proteina (uma unidade de enzima é
considerada a quantidade de CAT que decompde 1 mmol de H,O, por min a pH 7, a
25° C).

4.12 Western Blot — Receptor Potencial transitorio (TRPV1)

O contetdo de VR1 e actina foram avaliadas por Western Blot de acordo com
procedimentos normalizados. Resumidamente, uma parte do musculo gastrocnémio
foi rapidamente dissecado e homogeneizado em reagente de extracdo de proteina
de tecido (T-PER, Thermo Scientific Pierce, produto #78510) e suplementado com
coquetéis Inibidores de Protease (Roche, ref. 11697498001). Os homogeneizados
foram centrifugados a 10.000 x g, a 4° C durante 5 minutos, e 0 sobrenadante foi
coletado. A concentracdo de proteina no sobrenadante foi determinada utilizando o
acido bicinconinico Kit de ensaio de proteina (Thermo Scientific Pierce, produto #
23225). Uma aliquota (30 pg de proteina) do sobrenadante foi misturada com
tampéo de carga SDS (Bio - Rad, produto # 161-0747), com 355 mM de 2-
mercaptoetanol e fervidas durante 10 min. As proteinas foram entdo submetidas a
uma electroforese em gel de 8 % SDS - poliacrilamida e transferidos para uma
membrana de nitrocelulose . As membranas foram blogueadas com 5 % (p/v) de
leite seco ndo gordo em solucdo salina tamponada com Tris contendo 0,04 % v/ v)
de Tween 20 (TBS-T) durante 1h e incubou-se durante a noite a 4° C com anticorpo

de cabra anti - VR1 (1:1000, Santa Cruz Biotechnology, Inc., nimero de catalogo
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‘SC-28759) ou de cabra anti - actina (1:1000, Santa Cruz Biotechnology, Inc.,
namero de catalogo SC-1616) ‘leite em p6 2,5% diluido em TBS-T. As membranas
foram lavadas trés vezes em TBS-T e , em seguida, incubadas com anticorpos
secundarios. Entdo VR1- membrana foi incubada durante 1h com IgG de coelho
biotinilado anti-cabra (1:5000, Sigma - Aldrich, Inc., nUmero de catalogo B7014) e a
actina de membrana foi incubada com anti-IgG de cabra - HRP (1:25000, Santa Cruz
Biotechnology, Inc., nUmero de catadlogo SC-2020) em TBS-T em leite em po 2,5 %.
A membrana de VR1 foi lavada mais trés vezes e incubadas durante 1 h com um
polimero de estreptavidina peroxidase (1:5000, Sigma-Aldrich, Inc., numero de
produto S2438) em TBS-T em 2,5 % de leite seco ndo gordo. As membranas foram
lavadas trés vezes e manchas foram desenvolvidas utlizando 3,3'5,5'-
tetrametilbenzidina, secou-se, digitalizados e quantificados com o software ImageJ
(RIID: nif - 0000-30467)

4.13 Determinacao de proteina

O teor de proteina foi medida colorimetricamente através do método de
BRADFORD (1976) utilizando albumina de soro bovino (1 mg/ml) como padrao.

4.14 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada por analise de variancia de uma via (ANOVA). A
analise Post Hoc foi realizada, quando apropriado, pelo teste de Student-Newman-
Keuls (SNK). Valores de P e F serdo apresentados somente se P < 0,05. O software

utilizado foi o GraphPad Prism versao 5.00.



5. RESULTADOS

No presente estudo o efeito do exercicio fisico excéntrico no desenvolvimento
da dor tardia foi verificado utilizando a técnica da alodinia mecéanica. Para tanto, os
animais foram adaptados a esteira rolante (sem inclinacdo) durante uma semana e
apos 48 horas de repouso foi realizado o teste de exercicio fisico excéntrico agudo.
Cabe salientar a sensacdo de dor muscular foi analisada pré-adaptacéo, pos-
adaptacdo em diversos tempos ap0s o exercicio fisico excéntrico (1, 3, 6, 9, 12, 24,
48 e 72h) como demonstrado na figura 1.

Os resultados apresentados no estudo revelaram que ndo houve diferenca
entre os periodos pré e poés-adaptacdo frente ao teste de alodinia mecéanica.
Entretanto, o protocolo excéntrico de exercicio fisico aumentou da frequéncia de
retirada da pata quando analisado 24h e 48h apos o teste (F(9,80)=2,98; P < 0,05).

Considerando que aumento da dor pode gerar perda de desempenho fisico
como demonstrado por (KEHL e FAIRBANKS, 2003), foi analisado a producdo de
forca utilizando-se o teste funcional de agarrar. A figura 2 mostra a reducéo
significativa na geracao de forca muscular nas patas dianteiras nos tempos 3h, 12h,
48h e 72h apoés o exercicio fisico excéntrico (F(9,81)=4,27; P < 0,05) sugerindo uma
possivel relacdo entre a DMT com a perda de forca.

No intuito de avaliar se o dano muscular possa estar envolvido na dor tardia e
na perda de rendimento, foi analisado o dano histologico apés o exercicio fisico
excéntrico. Segundo os resultados obtidos e demonstrado na figura 3, ndo houve
ruptura fibrilar e infiltracdo de neutrofilos nos muasculos gastrocnémio e soleo.
Embora se saiba que a infiltracdo de neutrofilos neste tipo de exercicio ocorre
principalmente apos 72h (MARUHASHI et al., 2007) de realizacdo do exercicio, 0
edema celular pode ser um indicador primario de dano muscular.

Partindo do pressuposto investigar a participacao da degradacao das purinas
na DMT, buscou-se quantificar os niveis de ATP, ADP, AMP e Acido Urico, contida
no musculo gastrocnémio nos grupos sedentario e pos-exercicio, 12h, 24h e 48h. A
analise estatistica revelou que o protocolo de exercicio fisico excéntrico nao induziu
alteracdes significativas nos niveis de ATP no muasculo gastrocnémico quando

analisado 12h, 24h e 48h ap06s o teste. Por outro lado, o presente protocolo induziu
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um aumento nos niveis de ADP (F(3,20)=4,29; P<0,05), AMP (F(3,20)=4,72; P
<0,05) e Acido Urico (F(3,16)=4,51; P<0,05) quando analisado 12h apds o término
do exercicio fisico excéntrico (fig.4).

A anadlise estatistica também revelou que o presente protocolo de exercicio
fisico induziu um amento na atividade da enzima xantina oxidase 12h pds-exercicio
(F(3,20)=5,04; P<0,05), demonstrando que a via de degradacdo das purinas e
ativacdo da enzima xantina oxidase podem ser estar contribuindo para o aumento
das EROS (fig. 5) (F(3,20)=5,04; P<0,05). De fato, apesar de nao alterar a atividade
das enzima antioxidantes (superdxido dismutase e catalase) mostrado na figura 7,
nossos dados experimentais revelaram que o presente protocolo aumentou o
conteudo proteina carbonil no masculo gastrocnémio 12h apdés o teste demonstrado
no figura 6 (F(3,24)= 3,55; P <0,05). A analise estatistica também revelou que o
exercicio fisico excéntrico causou um aumento na imunorreatividade do canal
TRPV1 no tecido muscular analisado (F(3,12)=5,84) (fig 8).



6. DISCUSSAO

Os resultados experimentais apresentados nesta dissertacao revelaram que a
0 protocolo excéntrico de exercicio fisico em esteira aumentou a frequéncia de
retirada da pata no teste de alodinea mecanica e diminuiu a produgéao da forgca no
teste de agarrar sugerindo uma possivel relacdo entre a dor muscular tardia com a
perda de forca. Esses achados corroboram os estudos que tem associado
componente excéntrico nos exercicios com dores musculares tardia, prejuizo no
funcionamento muscular, acarretando reducédo na forca (SHAFAT et al.,, 2004,
MUNEHIRO et al., 2012).

A analise histolégica demonstrou que o exercicio fisico excéntrico ndo causou
ruptura fibrilar e infiltracdo de neutréfilos no musculo gastrocnémio e sdleo, resultado
esse que ratifica os estudos que demonstram aumento da infiltracdo de neutrdéfilos
neste tipo de exercicio ap6s 72 h da realizacdo do exercicio (MARUHASHI et al.,
2007).Cabe salientar que a relacdo entre o exercicio, dano muscular e o0s
mecanismos fisiologicos responsaveis pela etiologia da dor muscular tardia ainda
nao sdo completamente conhecidos. O dano por si s6 pode nem sempre resultar em
dor, uma vez que numerosas condicbes de miopatia, nas quais danos musculares
sao evidentes, ndo apresentam sinais de dor.

Devido a comprovada participagdo das EROS da dor muscular tardia
(DONNELLY, MAUGHAN e WHITING, 1990; MARUHASHI et al., 2007; MUNEHIRO
et al., 2012), outro objeto de estudo da dissertacdo foi a analise da via de
degradacéo das purinas no desenvolvimento da dor muscular tardia induzida pelo
exercicio fisico excéntrico. Cabe salientar que no processo de isquemia e reperfusao
muscular em exercicio fisico intenso como o excéntrico ocorre um aumento do
estresse oxidativo durante e apdés o0 exercicio, principalmente em razdo do
catabolismo das purinas com o aumento do consumo de oxigénio (BLOOLMER et
al., 2004). Mais especificamente, durante a isquemia tecidual, o ATP é degradado a
ADP e AMP, devido a elevada demanda de energia pelo tecido muscular. Uma vez
gue a disponibilidade de oxigénio durante o processo isquémico € reduzida, a AMP é
continuamente degradado para hipoxantina, que é convertida a xantina e,

posteriormente, a acido Urico pela enzima xantina-oxidase, juntamente com a
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reducdo do O,, produzindo radical superéxido ('O;’) e perdxido de hidrogénio (H.0,).
No momento em que o tecido € reperfundido, ou seja, durante o relaxamento
muscular, o processo de reducéo do O, torna-se elevado, formando também radical
hidroxila (OH").Desta forma, o estresse oxidativo induzido pelo aumento exacerbado
das espécies reativas de oxigénio representa um dos principais mecanismos na
lesdo muscular induzido pelo exercicio fisico excéntrico (ARMSTRONG, 1984;
BALNAVE e THOMPSON, 1993; SAXTON, DONNELLY e ROPER, 1994; MCBRIDE
et al., 1998).

Entretanto, os resultados apresentados sugerem que a dor muscular tardia
evidenciada ndo seja resultado de uma diminui¢cdo nos niveis de ATP, mas sim pelo
acumulo de seus metabolitos uma vez que nao foram observadas alteracdes
significativas nos niveis de ATP quando analisadol12 h, 24h e 48 h apds o término do
protocolo de esforgo. Apesar dos niveis de ATP ndo serem afetados nos tempos de
andlise, ndo podemos descartar a hipétese da sua diminuicédo logo apds o exercicio
tendo em vista sua alta velocidade de ressintese, através do sistema ATP-CP,
glicélise anaerdbia e o sistema que envolve o consumo de oxigénio. Grande parte da
reserva de ATP depletada no muasculo durante o exercicio é restabelecida em
poucos minutos apos o exercicio. A sua diminui¢do causaria um acumulo de célcio
na célula muscular, devido ao ndo retorno do calcio ao reticulo sarcoplasmatico
através da Calcio ATPase, gerando a ativacdo de protedlises e fosfolipases,
causando assim danos ao sarcolema.

Além disso, é plausivel propor que parte do dano fisico causado pelo aumento
inicial da tens&o no aparelho contratil (estressemecanico) possa ser seguido de um
acumulo de produtos metabdlicos toxicos (estresse metabdlico). O acumulo de ADP,
AMP e Acido Urico quando analisado 12 horas ap6s o término do protocolo de
exercicio fisico excéntrico reforcam a hipétese de que a atividade do ciclo de
degradacédo de purinas conhecido por ser considerado importante na inducédo de
danos celulares em o6rgdos submetidos a isquemia seguida de reperfusdo
(STATHIS, CAREY e SNOW, 2005). Cabe salientar ainda que em condi¢cbes
aerobias, 0 oxigénio suficiente assegura que o ATP seja reposto, primeiramente via
fosforilacdo oxidativa mitocondrial, e que a hipoxantina/ xantina seja convertida para
acido urico pela xantina desidrogenase mais do que pela xantina oxidase.

Entretanto, em condi¢cbes de esfor¢o intenso a enzima xantina oxidase além de
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gerar acido Urico, representa um importante caminho para producdo de espécies
reativas ao oxigénio no tecido muscular (MCBRIDE et al., 1998).

De fato, nossos achados experimentais revelaram que o protocolo de
exercicio fisico excéntrico induziu um aumento da atividade da enzima xantina
oxidase e no conteudo de proteinas carboniladas no musculo gastrocnémico 12
horas apds o término do esfor¢o. Esses resultados podem contribuir para a hipétese
de que os danos associados ao estresse oxidativo induzidos pelo exercicio intenso
estdo relacionados com a diminuicdo do desempenho fisico, a presenca de fadiga
muscular e danos musculares e até a sindrome do overtraining (KONIG et al., 2001),
promovendo alteragdo do sistema imune (VIDER et al.,, 2001) e do estado de
treinamento dos individuos (ALESSIO et al.,, 2000). Entretanto, sabe-se que a
producao de radicais livres durante o exercicio depende de alguns fatores, tais como
frequéncia, intensidade e duracdo do exercicio e do tipo de exercicio executado.
Além disso, a protegdo do organismo frente aos efeitos deletérios da utilizacdo do
oxigénio é feita por meio de um sistema antioxidante complexo e a atividade de
enzimas antioxidantes como CAT e SOD podem variar dentre os diversos muasculos
e até mesmo em diferentes regides do mesmo muasculo (GATE et al., 1999). Neste
contexto, os resultados apresentados revelaram que o protocolo de exercicio fisico
nao alterou a atividade das enzimas SOD e catalase quando analisadas 12h, 24h e
48 h apd6s o término do protocolo de esforco. Estes dados sugerem que o
desenvolvimento do dor muscular tardia induzida pelo presente protocolo de
exercicio ndo seja resultado de uma diminuicdo nas defesas antioxidantes
enzimaticas. Futuros estudos deverdo ser realizados no intuito de investigar o real
papel das defesas antioxidantes no desenvolvimento da dor muscular tardia induzida
por exercicio fisico excéntrico.

Por fim, foi observado que o protocolo de exercicio fisico causou um aumento
na imunorreatividade do canal TRPV1 no tecido muscular analisado 12 horas ap0s o
término do esfor¢o. Similarmente aos demais receptores TRP, os receptores TRPV1
formam homotetrameros ou heterotetrameros funcionais, sendo que todos os
mondmeros contribuem para a formacdo do poro e seletividade do canal. A
permeacdo de ions pelo canal é controlada alostericamente através de interacdes
entre as diferentes subunidades e por ativacdo do canal na regido interna do
segmento transmembrana (SZALLASI et al.,, 2007; JARA-OSEGUERA, SIMON e
ROSENBAUM, 2008; SCHUMACHER, 2010). Dentre os diversos ligantes
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endogdgenos dos receptores TRPV1 estdo as EROS (YOSHIDA et al., 2006;
MIYAMOTO et al.,, 2009). Recentes achados experimentais tem evidenciado que
estimulos externos, tais como a capsaicina (agonista TRPV1) ou altas temperaturas,
ativam canais TRPV1 localizados no reticulo sarcoplasmatico de células musculares
(LOTTEAU et al., 2013). A ativiagdo destes canais sao fisiologicamente relevantes,
pois o acumulo de Ca?‘intracelular causado pela ativagcdo dos mesmos pode levar a
uma disfuncéo da célula muscular durante a atividade fisica.

Desta forma, considerando que a ativacdo dos receptores TRPV1 levam ao
aparecimento da dor muscular tardia (SZALLASI et al., 2007) é possivel propor que
a producdo de espécies reativas via degradacdo da rota das purinas, bem como o
aumento na expressdo de receptores TRPV1 sejam eventos sinérgicos que
precedan o aparecimento dor muscular tardia (AVERY et al., 2003). De fato, a
ativacdo da rota de degradacdo de purinas bem como o aumento da atividade da
enzima xantina oxidase, do contetdo de proteinas carboliladas e da expressao dos
receptores TRPV1 foi observada antes do aparecimento da dor e da diminuicdo da

forca neste protocolo de exercicio.



7. CONCLUSAO

Tendo em vista os resultados obtidos no presente estudo, pode-se concluir
gue o protocolo mesmo sem gerar dano tecidual causou redugcédo de forgca e dor
muscular tardia, além de deixar claro a participacdo purinérgica na ativacdo dos
receptores TRPV 1 através do aumento da carbonilagcdo protéica, aumento da
atividade da xantina oxidase e do aumento dos niveis de purina de ATP, AMP e

acido urico.
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ANEXO A — Figura 1 - Alodinea mecanica
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Figura 1: Efeito do exercicio excéntrico agudo na alodinea mecanica ao longo do tempo. Os dados

representam a média e erro padréo. Foi utilizada ANOVA de uma via para medida repetida e post hoc
Student-Newman-Keuls * = p < 0,05 em relag&o ao controle.
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ANEXO B - Figura 2- Teste funcional de agarrar
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Figura 2: Efeito do exercicio excéntrico agudo no teste funcional de agarrar ao longo do tempo. Os
dados representam a média e erro padréo. Foi utilizada ANOVA de uma via para medida repetida e
post hoc Student-Newman-Keuls * = p < 0,05 em rela¢do ao controle.
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ANEXO C - Figura 3- Avaliacao histoldgica
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Figura 3: Efeito do exercicio excéntrico agudo na avaliacao histolégica de dano muscular. Os dados
representam a média e desvio padrdo. Foi utilizada ANOVA de uma via.
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ANEXO D - Figura 4- Degradacgao de purinas
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Figura 4: Efeito do exercicio excéntrico agudo sobre os niveis de A) Adenosina Trifosfato, B)
Adenosina Difosfato, C) Adenosina Monofosfato e em D) Acido Urico determinados via HPLC. Os
dados representam a meédia e erro padrdo. Foi utilizada ANOVA de uma via e post hoc Student-
Newman-Keuls * = p < 0,05 em relag&o ao controle.
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ANEXO E - Figura 5- Atividade da xantina oxidase
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Figura 5: Efeito do exercicio excéntrico agudo na atividade da enzima xantina oxidase. Os dados
representam a média e erro padrdo. Foi utilizada ANOVA de uma via e post hoc Student-Newman-
Keuls * = p < 0,05 em relacdo ao controle.
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ANEXO F — Figura 6- Conteudo de carbonilagao proteica
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Figura 6: Efeito do exercicio excéntrico agudo no conteddo de carbonilacdo proteica. Os dados
representam a média e erro padrao. Foi utilizada ANOVA de uma via e post hoc Student-Newman-
Keuls * = p < 0,05 em relacdo ao controle.
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ANEXO G - Figura 7- Ativ. das enzimas superoxido dismutase e catalase
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Figura 7: Efeito do exercicio excéntrico agudo na A) atividade da superédxido dismutase e em B)
atividade da Catalase. Os dados representam a média e erro padrdo. Foi utilizada ANOVA de uma
via.
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ANEXO H - Figura 8- Immunorreatividade de receptor TPRV1

VR1 90 k
3- Actina 43 k
< * sed 12 24 48
=
fa
o
2
@) 14 —— I
o]
N
©
e
0 T T
sed 12 24 48

Figura 8: Efeito do exercicio excéntrico agudo na immunoreatividade por Western Blot de VR1. Os
dados representam a média e erro padrdo da razdo entre VR1 e actina e acima a imagem
representativa. Foi utilizada ANOVA de uma via e post hoc Student-Newman-Keuls * = p < 0,05 em
relacdo ao controle.



