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RESUMO

A lesdo muscular esquelética ¢ um evento frequente. O diagnéstico utilizando os marcadores sanguineos clissicos as
vezes produz resultados insatisfatérios em razio da grande variabilidade interindividual. Portanto, a identificagio de
biomarcadores confidveis e agudos é importante. O objetivo neste trabalho foi verificar a atividade plasmatica, salivar e
urindria da aldolase em resposta ao dano muscular agudo induzido por exercicio fisico intenso. Realizou-se um estudo
transversal com 27 jogadores de futebol americano com idade média de 22,5 anos. Antes dos exercicios fisicos intensos
(T0), 60 minutos (T1) e 24 horas (T2) ap6s o treinamento fisico intenso, foram determinados os parimetros clinicos
¢ a determinagio da atividade da Aldolase em amostras de soro, saliva ¢ urina. A aldolase sérica foi significativamente
maior no T1 e T2, enquanto a atividade salivar foi significativamente maior no T1, com redugio significativa em T2;
na urina nio houve diferengas significativas quando comparado o antes e o depois do exercicio fisico intenso. Os resul-
tados permitem sugerir que a atividade sérica e salivar da aldolas e sio biomarcadores interessantes que permitem um
monitoramento agudo de lesao muscular; destaca-se a atividade salivar da aldolas e, uma vez que esta ¢ uma amostra de
ficil coleta e processamento simples ¢ que poderia ser introduzida como dosagens rotineiras ¢ seriadas apds exercicios
fisicos para monitorar atletas, evitando lesdes mais graves e contribuindo para o seu desempenho.
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1 INTRODUCAO

O treinamento fisico visa 2 manutengio da performance esportiva do atleta, em especial durante os periodos
competitivos; para isso, a plasticidade do tecido muscular esquelético permite sua adaptagio a virios estados de de-
mandas funcionais, permitindo ao musculo uma adapta¢io ao aumento dos treinamentos (COYLE, 1990). Algumas
circunstancias excessivas de treinamentos e poucos intervalos de recuperagio induzem uma diminuigao dos processos
adaptativos de cardter mecinico, metabdlico e eletrofisioldgico, resultando em lesdes musculares. A fadiga muscular
¢ uma dessas alteragdes, que ocasiona uma incapacidade de manter o torque, sendo um importante fator limitante
na performance dos atletas (MUJICA; PADILLA, 2000).

Os atletas profissionais geralmente participam de campeonatos intensivos intercalando jogos e treinamentos
intensos durante semanas. Esse quadro pode levar o atleta a uma elevada sobrecarga muscular, redugio do desempenho
e alteragdo das respostas inflamatérias (ISPIRLIDIS et al., 2008; FATOUROS et al., 2010). O exercicio fisico intenso
pode desencadear agdo muscular nociva, levando a microlesdes ou dano no musculo esquelético (CLARKSON; HU-
BAC, 2002) que, dependendo da intensidade e duragao da atividade, causam aumento da permeabilidade da membrana
plasmitica, culminando em extravasamento de enzimas citoplasmadticas para a corrente sanguinea (BRANCACCIO et
al., 2008).
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A mensuracio de varidveis indicativas de fadiga no esporte tem sido fortemente investigada, entre elas os niveis
séricos plasmaticos de enzimas musculares podem ser utilizados como indicadores do estado de lesdo e/ou do prejuizo
do tecido muscular apés periodos de treinamento, ou indicadores de intensidades de exercicio (MEULEN VAN DER;
KUIPERS; DRUKKER, 1991).

A atividade da enzima aldolase sanguinea fornece um indicativo sobre o grau da lesio muscular. O exercicio
fisico intenso/prolongado pode aumentar temporariamente a taxa plasmatica da enzima, ¢ desse modo, o monitora-
mento dos valores dessa enzima apds exercicio pode dar indica¢des sobre o grau de agressdo ¢ tempo de recuperacgio
ap6s estorgos fisicos intensos (MUJICA; PADILLA, 2000).

A aldolase é uma enzima glicolitica localizada no citoplasma e no nicleo da célula. A sua isoforma é denomina-
da frutose-1,6-bisfosfato ou aldolase A e se liga aos filamentos de actinacontidos no citoesqueleto, sendo caracterizada
como especifica do tecido muscular. A fun¢io dessa enzima ¢é converter o aglicar em energia, catalisando uma impor-
tante rea¢io bioquimica na glicélise que promove a transformagao da frutose 1,6-bifostato em gliceraldeido 3-fostato e
dihidroxiacetonafostato na via metabédlica de Embden-Meyerhof (FOSCHINI; PRESTES; CHARRO, 2007).

Diante da crescente preocupagio com os atletas, especialmente com um diagnéstico e acompanhamento pre-
ciso de lesdes ou fadigas musculares, a pesquisa de biomarcadores que indiquem com precisio ¢ precocidade da lesio/
fadiga da musculatura esquelética é de grande importincia para a irea médica esportiva. Desse modo, a avaliagio da
aldolase sérica e em outras amostras biolégicas nio invasivas como a saliva ¢ urina pode ser fundamental para o diagnds-
tico e monitoramento dessas lesdes musculares, evitando lesdes mais graves nos atletas e melhorando sua performance,

pois o monitoramento bioquimico atual ¢ relativamente inespecifico e envolve algum desconforto fisico e psicolégico.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 PARTICIPANTES

Foram incluidos neste estudo 27 atletas do sexo masculino de uma equipe de futebol americano da Cidade
de Sio Miguel do Oeste, SC. O processo de amostragem foi realizado por conveniéncia, ¢ todos os atletas assinaram
o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e pesquisa com seres
humanos da Universidade do Oeste de Santa Catarina sob o protocolo n. 56799416.4.0000.5367. Para a composigio da
amostra foram adotados como critérios de inclusio: atletas com pelo menos dois anos de treinamento sistematizado;
atletas que treinam no minimo quatro vezes por semana; ¢ atletas com idade igual ou superior a 19 anos ¢ menor ou
igual a 30 anos. Os critérios de exclusio: histdrico recente (minimo de seis meses) de lesdes musculares; procedimentos
cirtirgicos nos joclhos (minimo de um ano) ou com processos inflamatérios; Doenga de Raynaud; atletas com menos

de 19 ou mais de 30 anos.

2.2 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

2.2.1 Avaliacao dos atletas

Os atletas foram submetidos a um questionario antes da realizagio da atividade fisica, pelo qual foram cole-
tadas informagdes a respeito de idade, peso, altura, tempo de atividade fisica ¢ pressao arterial sist6lica e diastdlica. A
pressao arterial dos atletas foi aferida antes e apés a atividade fisica utilizando esfigmomandmetro manual e estetoscopio
da marca Premium.A estatura dos atletas foi mensurada em centimetros (cm), em estadiémetro de parede, Professional

ES2020 Sanny®, e o peso foi verificado em quilos (kg), em balanga marca G- techC, modelo Glass 180, tipo plataforma.

2.2.2 Treinamento fisico

Para a realizacio do treinamento fisico os atletas foram orientados a ficar um periodo de trés dias em descanso.

Inicialmente os atletas foram submetidos a um aquecimento de dois minutos em bicicleta ergométrica e, posterior-
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mente, 2 um treinamento fisico intenso. O grupo de atletas foi submetido a uma sequéncia de exercicios de dinimica e
com picos de intensidade sob a supervisio dos pesquisadores. No treinamento fisico constaram os seguintes exercicios:
degrau, flexio de braco em bosu, avango e rosca direta com dumble (10 kg), desenvolvimento com barras e alteres (10
kg), triceps francés com anilha (15 kg), swing com kettlebell (12 kg), burpee, agachamento isométrico, arremesso de
medicine ball (5 kg), triceps banco ¢ corrida velocidade. Durante a realizagio dos exercicios os atletas nio tiveram des-

canso, sendo a recuperacio ativa. Essa sequéncia de exercicios foi repetida durante 60 minutos.

2.2.3 Coleta de material biologico

Foram coletadas amostras de sangue, saliva e urina em trés momentos, antes da realizagio dos exercicios com o atleta

descansado (T,), 60 minutos ap6s a bateria de exercicios fisicos (T,) e 24 horas apds a bateria de exercicios fisicos (T,).

2.2.3.1 Amostras de sangue

As amostras de sangue foram coletadas por pung¢io venosa e colocadas em tubos de coleta com anticoagulante
EDTA ¢ em tudo seco sem anticoagulante ¢ com gel separador que foi deixado a temperatura ambiente por 20 minutos

e, posteriormente, centrifugado por 10 minutos a 4000 rpm para a obtencio do soro.

2.2.3.2 Amostras de saliva

Os individuos foram orientados a enxaguar a boca trés vezes com agua; posteriormente foi fornecido um
Salivette®, que consiste em um recipiente cdnico com filtro absorvente. Os participantes foram instruidos a remover
o filtro e colocd-lo na boca por um perfodo de trés minutos, conforme recomendagio do fabricante (Salivette tubos
Sarstedt, Niimbrecht, Alemanha). Na sequéncia o filtro foi recolocado no recipiente para centrifugagio. As amostras

toram congeladas a -20 °C, conforme recomendam Sereg et al. (2011), até o momento das anilises.

2.2.3.3 Amostras de urina

Aproximadamente 50 mL de urina foram coletados em frasco estéril. Os atletas foram orientados a desprezar
o primeiro jato urindrio e coletar o jato médio diretamente no frasco fornecido. As amostras foram centrifugadas para

remocio de células, bactérias e cristais, ¢ o sobrenadante foi utilizado para as andlises laboratoriais.

2.2.3 Analises laboratoriais

A atividade da aldolase foi determinada em amostras de soro, saliva ¢ urina pelo Kit comercial Aldolase Activity
Assay kit-colorimetrie (Abcamdiscover more-EUA), um ensaio simples e de rendimento elevado para a medigio da
atividade da aldolase ¢ foi determinada medindo um produto colorimétrico com absorvincia a 450 nm (A450) pro-
porcional a atividade enzimitica presente. Uma unidade de aldolase é a quantidade de enzima que gera 1,0 mmole de

NADH por minuto a pH 7,2 a 37 °C. Os valores foram expressos em U/L.

2.3 ANALISE ESTATISTICA

Os dados sdo expressos como média * desvio padrio ou mediana e intervalo interquartil. O teste de Kolmo-
gorov-Smirnov foi utilizado para examinar a distribuigio de varidveis. Comparacdes de dados de base entre os grupos
foram realizadas por meio da anilise de variincia one-way (ANOVA one-way), seguida pelo teste de Tukey (varidveis

paramétricas) ou teste de Kruskal-Wallis, e pelo teste de Dunn (varidveis nio paramétricas). Os coeficientes de correla-
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¢ao de Spearman foram calculados para descrever as associagdes entre as varidveis. O valor de p<0,05 foi considerado

estatisticamente significativo. Os dados foram analisados utilizando o software Statistica 6.0% (StatSoft, Tulsa, EUA).

3 RESULTADOS

3.1 CARACTERISTICAS GERAIS DA POPULACAO ESTUDADA

A populagio do estudo foi composta por 27 voluntirios do sexo masculino, com idade média de 22.5+4.2,
peso médio de 81.9+13.8, altura média de 1.79+0.6 e tempo de atividade fisica com média de 4.0%2.6. A pressio arte-

rial dos voluntirios nio apresentou diferen¢a durante os trés momentos (T0, T1 e T2), conforme mostra a Tabela 1.

Tabela 1 — Caracteristicas basicas da populagio estudada

TO T1 T2
N 27
Género Masculino
Idade (anos) 22.5+42
Tempo de atividade (anos) 4.0£2.6
Peso (kg) 81.9+13.8
Altura (m) 1.79%+0.6
PA sist6lica (mmHg) 12711 120£9 123%=13
PA diast6lica (mmHg) 79+10  76%x8  76%9

Fonte: os autores.
Nota: Os dados foram expressos em média e desvio padrio. T : antes da realizagio dos exercicios; T': 60 minutos apds os exerci-
cios fisicos; T,: 24 horas apés os exercicios fisicos; PA: Pressio Arterial.

3.2 ANALISES LABORATORIAIS

Observou-se um aumento significativo da atividade da aldolase no soro em T1 (p<0.001) ¢ T2 (p<0.001)
quando comparado com T0, assim como um aumento significativo no T2 quando comparado com T1 (p<0.001). Na
saliva observou-se um aumento significativo da atividade de aldolase no T1 (p<0.001) quando comparado com TO,
seguida de uma diminuigio significativa no T2 quando comparado com T1 (p<0.001), expressando uma atividade 24
horas ap6s o exercicio intenso muito préxima 2 atividade da enzima em descanso. Nio houve alteragdes significativas

na atividade da aldolase na urina.

Figura 1 — Atividade da aldolase

10-

Atividade da Aldolase (U/L)

T1
Tempo (horas)
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Fonte: os autores.

Nota: (A) Atividade da adolase no soro; (B) Atividade da aldolase na saliva; (C) Atividade da aldolase na urina. Os dados sio ex-
pressos como médias = SD ou mediana. Os dados foram processados por andlise de varincia (One-way — ANOVA), seguida pelo
teste de Tukey ou teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn. T : antes da realizagdo dos exercicios; T : 60 minutos apds
os exercicios fisicos; T,: 24 horas apés os exercicios fisicos.

4 DISCUSSOES

As contragdes geram tensdes na fibra muscular, podendo levar a microrrupturas no sarcolema e lamina basal,
as quais constituem a lesio muscular. A fase excéntrica, se comparada a concéntrica, proporciona maior quantidade de
microlesGes musculares e ¢ também nesse tipo de contragio que a formacio de radicais livres ¢ maior (LISBOA, 2010).
Cruzat (2007) acrescenta ainda que o dano muscular em exercicios excéntricos é decorrente da ruptura de tecidos
conectivos ligados a miofibrilas adjacentes, podendo ser componentes da célula muscular, da 1dmina basal adjacente,
da membrana plasmitica muscular, do sarcdmero, do reticulo plasmadtico, ou ainda de uma combinac¢io desses. Para
o diagndstico precoce de dano muscular os marcadores bioquimicos sio amplamente utilizados, pois permitem um
rastreamento generalizado do organismo, sendo a drea desportiva a mais evidenciada (LISBOA, 2010; ASSUMPQAO
et al., 2013).
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Um biomarcador utilizado para diagnéstico de lesdes musculares ¢ a aldolase, pois ¢ uma enzima que apresenta
variagoes pré e pés-exercicio, sobretudo apés o exercicio de forga ou outros que exijam a¢des excéntricas (FOSCHINI,
PRESTES; CHARRO, 2007; OLIVEIRA, 2011). Este estudo demonstrou a atividade individual da aldolase antes e
ap6s a realizacio de exercicios fisicos intensos em amostras biolégicas diferentes, objetivando representar a magnitude
de estresse muscular pds-exercicio fisico. Observou-se que a atividade da aldolase sérica e salivar aumentaram signifi-
cativamente 60 minutos apds atividade fisica intensa; ressalta-se também que em nivel sérico a atividade dessa enzima
permaneceu aumentada apds 24 horas do término do exercicio, enquanto na saliva a atividade dessa enzima diminuiu
significativamente apés 24 horas (Figuras 1A, 1B e 1C).

Essa enzima age de forma a clivar, reversivelmente, a Frutose 1,6-bifosfato em gliceraldeido-3-fosfato e dii-
droxicetona fosfato para posteriomente fornecer maior quantidade de ATP para as células musculares (ERLANDSEN;
ABOLA; STEVENS, 2000). E certo que durante a mudanga de um estado de repouso para uma situagio de exercicio
existe um aumento no consumo de ATP e, consequentemente, um aumento na geragio de seus produtos (ADP, AMP
e Fosfato inorginico). Em decorréncia da habilidade de responder a mudangas nessas concentragdes, ela é considerada,
junto a outras enzimas, como a glicogénio fosforilase ¢ a lactato desidrogenase, enzima-chave na regulacio do fluxo de
producio de energia pela via glicolitica (SELIVANOV et al., 2008).

Desse modo, a atividade da enzima aldolase torna-se uma importante ferramenta para monitorar atletas, es-
pecialmente de alta performance e que apresentam uma grande carga de treinamentos exaustivos. Pode-se verificar
com os resultados apresentados que a saliva, assim como o soro, ¢ uma amostra promissora para andlise da atividade
da aldolase e consequente monitoragio de lesdes musculares. Esse fator ¢ um destaque deste trabalho, uma vez que a
saliva ¢ uma amostra biolégica de ficil recolha e nio invasiva diminui o desconforto ¢ a ansiedade dos pacientes, nao
coagula, ndo precisa de anticoagulantes, além de ser pritica ¢ ficil para coletas de monitoramento seriado (CHIELLE et
al., 2015). Por outro lado, a atividade da aldolase uriniria nio se mostrou uma boa ferramenta para monitoragio, uma
vez que os valores nessa amostra permaneceram constantes antes ¢ apds os exercicios fisicos.

Ressalta-se que a aldolase sérica e salivar é um biomarcador importante que permite a detecgio de lesdes mus-
culares em atletas submetidos a exercicio fisico. O exercicio fisico intenso/prolongado pode aumentar temporariamente
a taxa plasmatica da aldolase, assim o monitoramento dos seus valores séricos pode dar indicagdes sobre o grau de
agressio ¢ tempo de recuperagio apés o exercicio fisico (SANTOS, 2001, 2004). Segundo Haralanbie (1981), sujeitos
destreinados para uma atividade fisica extenuante tém aumento da adolase sérica que regressa ao normal dentro de 75
minutos. Individuos integrados em planos de treinamento sistematico ¢ prolongados podem representar valores basais
de aldolase duas a quatro vezes maiores que individuos sedentarios. A aldolase também pode ser utilizada para se veri-
ficar o status de adaptagio muscular ao treinamento.

Santos (2004) verificou que apds uma corrida de 50 km, sujeitos treinados atingiam pico maximo de concentragio
sérica de aldolase 24 horas depois, enquanto os sujeitos nio treinados, ou menos treinados, somente atingiam esse pico em
48 horas ap6s a corrida. Porém, sujeitos treinados apresentavam, logo apds o esfor¢o, niveis significativamente superiores
aos basais, enquanto para individuos nao treinados os valores apds o esforgo eram idénticos aos valores de partida. Isso

significa que o tempo de extravasamento celular dessa enzima para o sangue nio ¢ idéntico em todos os sujeitos.

5 CONCLUSAO

Neste estudo avaliou-se a atividade sérica, salivar e urindria da aldolase em atletas antes e apds exercicio fisico
intenso ¢ verificou-se que essas determinagdes da aldolase sérica e salivar podem permitir uma andlise das alteragoes
bioquimicas celulares, permitindo um melhor conhecimento das alteragdes anatomopatolégicas musculares que ocor-
rem apés exercicios fisicos intensos, sugerindo que essa enzima no soro, mas especialmente na saliva, pode ser um
biomarcador promissor de exaustio muscular aguda e cronica.

A aldolase pode ser dosada em amostras nio invasivas ¢ em momentos diferentes, porque, como os resultados
referem, alguns biomarcadores aumentam até 24 horas apds exercicio fisico intenso, servindo para o diagndstico e
monitoramento de possiveis lesdes musculares, evitando lesdes mais graves em atletas e contribuindo para um melhor

desempenho. Assim, os treinadores ¢ atletas poderdo organizar uma rotina de treino que permita ao atleta uma melhor
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adaptagiao metabdlica e muscular ¢ um aprimoramento do gasto energético, bem como a remogao de metabolitos des-

necessarios para o corpo, sem causar tanto dano ao corpo do atleta.
Influence of the intense physical exercise on serum, salivary and urinary activity of andolase

Abstract

Skeletal muscle injury is a frequent event. The diagnosis using the classic blood markers sometimes produces unsatisfactory results due
to the great interindividual variability. Therefore, the identification of reliable and acute biomarkers is important. Our objective was
to verify the plasma, salivary and urinary aldolase activity in response to acute muscle damage induced by intense physical exercise. A
cross-sectional study was carried out with 27 football players with a mean age of 22.5 years. Before the intense physical exercises (T0),
60 minutes (T1) and 24 hours (T2) after intense physical training, clinical parameters and determination of Aldolase activity in se-
rum, saliva and urine samples were determined. Serum aldolase was significantly higher in T'1 and T2, whereas salivary activity was
significantly higher in T'1, with significant reduction in T2; in urine there were no significant differences when compared to before and
after intense physical exercise. The results suggest that aldolase serum and salivary activity are interesting biomarkers that allow an acute
monitoring of muscle injury, salivary activity of aldolase is highlighted, since this sample is easy to collect and simple processing and that
Could be introduced as routine and serial dosages after physical exercise to monitor athletes avoiding more serious injuries and contribut-
ing to their performance.

Keywords: Muscle injury. Exercise. Saliva. Biomarkers. Athletes.
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