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RESUMO

Introdugdo: A prdtica de exercicios fisicos durante a gestacdao é bastante recomendada,
entretanto, os resultados das pesquisas para indicacdo e/ou prescricio do exercicio fisico
sdo inconclusivos devido as divergéncias quanto ao tipo, intensidade, frequéncia e duracao
do exercicio frente as repercussdes no organismo materno e fetal.

Hipétese: O limiar anaerdbio identificado em ratos machos na literatura é similar ao
encontrado em ratas fémeas ndo prenhes no presente estudo, mas difere das ratas prenhes.
Dentre as trés intensidades testadas, a mais adequada é a moderada porque devera
representar uma carga que seja possivel praticar o exercicio fisico proporcionando melhores
resultados materno e perinatais.

Objetivo: Identificar as intensidades (leve, moderada e intensa) do exercicio fisico de
natacdao e relacionar essas intensidades com os resultados do desempenho reprodutivo
materno e repercussdes perinatais em ratas Wistar.

Método: Para identificar as trés intensidades do exercicio fisico de natacdo (leve, moderada
e intensa), ratas Wistar prenhes foram submetidas ao teste do lactato minimo e,
posteriormente, avaliadas quanto as repercussdes das diferentes intensidades no organismo
materno e fetal. Foi demonstrado que, a partir da determinagdo do limiar anaerdbio pelo
teste do lactato minimo, ratas prenhes carregariam uma carga de 1% do peso corpdreo
correspondente a intensidade leve, 4% em relagdo a intensidade moderada e 7% para a
intensa durante a pratica de natacdo. Durante e ao final da prenhez, foram avaliados
biomarcadores relacionados a gasometria, estresse oxidativo e metabolismo materno frente
as diferentes intensidades do exercicio fisico. Na prenhez a termo foi analisada a
performance reprodutiva materna e resultados perinatais.

Resultados: Foi verificado que, no teste oral de tolerancia a glicose, houve melhora na
captacao de glicose e inalteracdo nos niveis de insulina sérica materna, além da prevencao
nas taxas de fetos macrossdmicos apds a pratica de natacdo de intensidade moderada em
relacao a leve, mostrando efeito benéfico desta intensidade.

Conclusdao: O teste de lactato minimo foi eficaz para identificacdo da intensidade de
exercicio fisico em ratas prenhes e ndo prenhes. A natacdo de intensidade moderada foi
benéfica e segura pois melhorou a sensibilidade a insulina no organismo materno, sugerindo
melhoras nos resultados fetais como verificado na prevencdo de macrossomia fetal.
Relevancia Clinica: A partir da padronizacdo das intensidades (leve, moderada e intensa) é
possivel aplicar um treinamento fisico mais controlado e apropriado na gravidez.

Palavras-chave: natacdo, intensidade, exercicio, ratas, prenhez, teste do lactato minimo.



INTRODUCAO

A recomendacdo da pratica de exercicios fisicos durante a gestacdo data de varios
anos. Entretanto, os resultados das pesquisas para indicacdo e/ou prescricdo do exercicio
durante o periodo gestacional sdo inconclusivos devido as divergéncias quanto ao tipo, a
intensidade, frequéncia e duracdo do exercicio e as repercussdes dessa pratica nos
organismos materno e fetal (Barros, 1999). Frente a estas divergéncias, o American College
of Sports Medicine - ACSM (2010) recomenda a pratica de exercicios fisicos para gestantes
por um periodo de 30 minutos ou mais, na intensidade moderada e, de preferéncia, todos os
dias da semana.

Um tipo de exercicio fisico considerado como um dos melhores recursos para
aumentar a capacidade aerdbia da gestante é a imersdo aquatica, pois evita os riscos de
quedas e traumatismos musculoesqueléticos (Krasevec et al., 1985; Otto, 1985; Bates et al.,
1998; Mastrocolla et al., 2000). No organismo materno, foram encontrados diversos
beneficios com a aplicagdo do exercicio fisico como melhora da funcdo cardiovascular,
prevencao do ganho de peso corpdreo excessivo, reducdo da retencdo de gordura e melhora
da aptidao fisica (Clapp, 2000a). Os resultados positivos a partir da imersdo aquatica
estimulam a adesdo das gestantes a pratica do exercicio e favorecem a indicacdo deste pelos
profissionais (Krasevec et al., 1985; Otto, 1985; Bates et al., 1998; Mastrocolla et al., 2000).

Marcadores bioquimicos do treinamento fisico despertam grande interesse e
representam um avanco significativo nas ultimas décadas para o melhor entendimento da
importancia da pratica do exercicio fisico para a saude da populagdo. Dentre estes
marcadores, a atividade da enzima citrato sintase é estudada visto que é relevante para
avaliacdo do metabolismo oxidativo (Basset e Howley, 2000). A citrato sintase catalisa a
primeira reacdo do Ciclo de Krebs, onde ocorre a condensacdo do acetil coenzima A (acetil-
Coa) com o oxaloacetato para formar citrato e coenzima A (Coa) (Halliwell e Gutteridge,
1998). Varios estudos tém utilizado a atividade de enzimas mitocondriais para confirmar ou
ndo a influéncia do exercicio fisico na adaptacdo oxidativa do musculo esquelético de ratos
(Vieira et al., 1988; Goodyear et al., 1992; Powers et al., 1994; Silva et al., 1997; Bexfield et
al., 2009; Moreira et al., 2013). O aumento da atividade das enzimas oxidativas presentes na

mitocondria é um indicativo da otimizagdo do metabolismo aerébio (Halliwell e Gutteridge,



1998). Outro marcador utilizado é a creatina quinase (CK), uma enzima que tem um papel
chave na formacgdo de energia nas células musculares, pois é responsdvel por manter niveis
adequados de adenosina trifosfato (ATP) durante a contracdo muscular (Katirji e Al-Jaberi,
2001). E estudada como marcador de dano muscular, uma vez que, sendo citoplasmatica,
ndo tem capacidade de atravessar a barreira da membrana sarcoplasmatica (Melin et al.,
1997; Nosaka e Newton, 2002; Poprzecki et al., 2004). Por esse fato, o aumento da atividade
da CK no soro ou plasma é utilizado como indicativo de dano na membrana muscular (Smith
etal., 1994; Brown et al., 1997; Close et al., 2005; Nosaka et al., 2005).

Associado a isso, a concentra¢do de lactato sanguineo também é muito investigada.
Em determinada intensidade de esforco, a concentracdo de lactato aumenta
exponencialmente a medida que a intensidade do exercicio fisico aumenta, mas pode variar
de individuo para individuo. A maior producdo de lactato ocorre pelo desequilibrio existente
entre a oferta e a necessidade de oxigénio (O,) pela mitocondria, resultando no aumento da
conversdao de acido piravico em acido latico no citoplasma da célula. O aumento da
concentracdo de lactato sanguineo pode repercutir em alteragdes no metabolismo durante
o exercicio fisico, com diminuicdo do pH sanguineo que reduz a capacidade da célula
muscular em produzir ATP ou que impede o processo contratil (Powers e Howley, 2000).
Assim, faz-se necessario um sistema que neutralize essas altera¢cdes como, por exemplo, o
sistema tampdo bicarbonato. O bicarbonato do tampdo reage com ion hidrogénio e forma
acido carboénico, que se dissocia em diéxido de carbono (CO,) e dgua, de acordo com a
seguinte reacao: H" + HCO; €= H,CO; €= CO, + H,0. Como esta reacdao ocorre de
preferéncia no sangue, a resultante deste tamponamento é o aumento da formacgao de CO,
e, consequentemente, da pressao parcial de CO; no sangue (pCO,) (Wasserman et al., 1973).
Assim, torna-se de grande valia o estudo do equilibrio acido basico durante a pratica dos
exercicios fisicos.

Além disso, durante o processo de oxidacdo de substratos que geram energia, ha
formacdo de espécies reativas ao oxigénio (ERO), que em concentracoes fisioldgicas ajudam
a manter a homeostasia no organismo (Du et al., 2003). No entanto, com a maior
necessidade de consumo de oxigénio durante a pratica de exercicios intensos, o O, é mais
propenso a sofrer alteracGes durante sua reducdo até a formacdo de agua na cadeia

transportadora de elétrons, aumentando assim, o processo de formacdo das ERO (Halliwell e



Gutteridge, 1999; Heunks, 1999; Rowlands, 2000). Uma vez que as ERO estdo em
desequilibrio com os agentes antioxidantes, ha um quadro de estresse oxidativo (Osorio et
al., 2003; Araujo et al., 2006; Powers e Jackson, 2008).

Para o emprego e recomendagao do exercicio fisico, testes sobre protocolos de
exercicio tanto para humanos, quanto para animais de experimentacdo, sdo de grande
relevancia visando futuras intervencgdes, especialmente com relagao as doengas metabdlicas
que comprometam a condicdo fisica do individuo (Manchado et al., 2006). No entanto, um
numero significativo de estudos cientificos envolvendo a prética de exercicios fisicos tem
sido realizado em animais de laboratdrio, principalmente em ratos. Voltarelli et al. (2002)
determinaram a intensidade de esforco fisico em ratos machos através da andlise da
concentracdo de lactato sanguineo durante o teste do lactato minimo (LacMin) no exercicio
de natacdo. A partir deste teste, foi identificado o limiar anaerdbio (Lan), que é definido
como o ponto onde ocorre a transicdo entre os metabolismos aerébio e anaerébio. O teste
passou a ser considerado um bom indicador do condicionamento aerdbio e tem sido
utilizado na prescricdo de treinamento em diferentes modalidades de exercicio (Wasserman
e Mcilroy, 1964; Kinderman et al., 1979; Tegtbur et al., 2001). No entanto, ndo ha estudos
gue evidenciem as cargas correspondentes ao limiar anaerdbio em ratas fémeas.

Em nosso laboratério de pesquisa, ratas submetidas a natagdo durante a prenhez
apresentam resultados materno-fetais contraditérios (Damasceno et al., 2013; Volpato et
al., 2015), visto que existem beneficios apds a pratica de natacdo sé as ratas-maes ou s6 aos
descendentes. Os resultados controversos com relacdo aos efeitos na prole podem ser
explicados devido a intensidade do exercicio fisico. Na pratica de exercicio fisico extenuante,
pode ocorrer um estado de hipdxia fetal, levando a riscos para seu desenvolvimento
(Bennell, 2001). De acordo com Bell (2002), exercicios fisicos intensos com alta frequéncia e
mantidos por longos periodos da gestacdo podem resultar em recém-nascidos com baixo
peso.

Frente a inexisténcia de estudos sobre o limiar anaerébio em animais fémeas e a uma
série de divergéncias com relacdo aos efeitos do exercicio fisico no organismo materno e
fetal, ha a necessidade de se identificar a intensidade de exercicio fisico em ratas prenhes
submetidas ao exercicio fisico de natacdo. Nossa hipdtese é de que os resultados do teste do

lactato minimo identificados em ratos machos é similar aos encontrados em ratas fémeas



ndao prenhes, mas difere das ratas prenhes. Dentre as trés intensidades testadas, a mais
adequada é a moderada porque deverd representar uma carga que seja possivel praticar o
exercicio fisico com estabilizacdo do lactato sanguineo para melhores resultados materno e
perinatais. Sendo assim, o objetivo é identificar as intensidades (leve, moderada e intensa)
do exercicio fisico de natacdo com o uso do teste do lactato minimo (LacMin) em ratas
prenhes e relacionar as diferentes intensidades com os resultados do desempenho

reprodutivo materno e repercussées perinatais.



MATERIAIS E METODO

Animais

Os animais receberam cuidados de acordo com os principios do Guia para Cuidados e
Uso de Animais Experimentais. A comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de
Medicina de Botucatu da Universidade Estadual Paulista_UNESP aprovou este estudo, que
foi protocolado com o numero 1050-2013. Para minimizar o sofrimento animal, todos os
esforcos foram empregados. Foram utilizados ratos machos e fémeas da linhagem Wistar,
em idade reprodutiva (trés meses), pesando aproximadamente 250 gramas (g) e 220g,
respectivamente. Os animais foram adquiridos do Centro de Investigagao Bioldgica (CEMIB)
da Universidade Estadual de Campinas_UNICAMP e foram adaptados e mantidos no
Laboratério de Pesquisa Experimental de Ginecologia e Obstetricia_ UNESP sob condicGes
controladas de temperatura (22 + 2°C), umidade (50 * 10%), ciclo claro/escuro de 12 horas,

agua e racdo a vontade.

Delineamento Experimental

Adaptacdo do meio liquido

Na fase adulta, aos 80 dias de vida, todas as ratas foram submetidas a um periodo de
adaptacdo ao meio liquido em tanques cilindricos com 100 cm de profundidade e 30 cm de
didmetro, com agua rasa (10 cm) a temperatura de 31+1°C durante 10 dias consecutivos por

10 minutos.

ComposicGo dos grupos experimentais para a determinagdo dos limiares anaerobios
(grupos prenhe e néo prenhe)

Apds o periodo de adaptacdo ao meio liquido, as ratas foram submetidas a fase de
acasalamento, que teve duracdo maxima de 15 dias e envolveu pelo menos trés ciclos
estrais. Cada conjunto de quatro ratas foi colocado em gaiolas de polietileno na presenca de
um rato macho durante o periodo noturno. Na manha subsequente, os machos foram
retirados das caixas e os esfregacos vaginais foram colhidos. O fator indicativo de prenhez foi
a presenca de espermatozoides e este foi considerado o dia 0 de prenhez (Damasceno et al.,

2002; Damasceno et al., 2008). As ratas que ndo acasalaram neste periodo foram



consideradas inférteis (Damasceno et al., 2002) e mortas por inalacdo excessiva (overdose)
de diéxido de carbono. Durante o periodo de acasalamento das ratas selecionadas para
compor o grupo prenhe (n=5), essas ratas e as ndo prenhes (n=5) continuaram a ser

submetidas a tanques com agua rasa.

Teste do lactato minimo (LacMin)

Para a determinacdo do limiar anaerdbio das ratas prenhes e ndao prenhes, foi
realizado o teste LacMin, que consiste em um teste de esforco fisico com inducdo de
hiperlactacidemia, um periodo de descanso seguido do teste incremental. Para isso, as ratas
prenhes foram submetidas ao teste LacMin nos dias 7, 10, 14, 17 e 20 de prenhez e, nos
respectivos dias de experimento, o teste foi aplicado as ratas ndo prenhes de forma pareada,
perfazendo um total de cinco testes LacMin por rata durante todo o experimento. As ratas
prenhes e ndo prenhes permaneceram em contato com o meio liquido do dia 0 ao dia 6 de
prenhez, tendo em vista que a implantacdo embriondria nas ratas ocorre préximo ao 52 dia
de prenhez, todas as ratas prenhes foram submetidas ao LacMin a partir do 72 dia de
prenhez para evitar possiveis perdas embrionarias, seguidas de forma pareada com as ratas
ndo prenhes. Para o LacMin, as ratas prenhes e nao prenhes foram colocadas nos mesmos
tanques cilindricos do periodo de adapta¢do, mas com agua na profundidade de 40 cm e
carregaram cargas de 50% do peso corporal, com cintas atadas ao tdérax contendo
“chumbinhos” de pesca como carga. Com esta carga, as ratas realizaram saltos na agua
durante seis minutos (sendo 30 segundos de saltos seguidos de 30 segundos de repouso até
completar os seis minutos) para induzir a hiperlactacidemia.

Ao final deste teste, as ratas permaneceram em repouso por nove minutos.
Posteriormente, as ratas prenhes e ndo prenhes foram submetidas ao teste incremental,
que consistiu do exercicio de natagao no qual as ratas carregaram as cargas progressivas de
3% a 7% do peso corpdreo, variando de 0,5 em 0,5% nos dias 7, 10, 14, 17 e 20. O exercicio
aplicado teve duracdo de trés minutos para cada carga, seguido de coletas de amostras de
sangue para analise das concentracbes de lactato a cada troca de carga utilizando tiras
especificas no aparelho Accutrend® Plus (Roche®, Alemanha) (modificado Voltarelli et al.,

2002) (Figura 1). Nos dias em que as ratas ndo realizaram o teste LacMin, elas



permaneceram no tanque com agua rasa (10 cm) na mesma temperatura para ndo perder o

contato com o meio liquido.
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Figura 1. Delineamento experimental das ratas prenhes e ndo prenhes que realizaram o teste do
lactato minimo no protocolo de natacao.

A escolha dos dias 7, 10, 14, 17 e 20 de prenhez (para as ratas prenhes) e de
experimento (para as ratas ndo prenhes) foi padronizada com o objetivo de identificar cargas
que refletissem as intensidades de exercicio (leve, moderada ou intensa) para esta
populacdo de animais e para verificar se ha variacdo do limiar anaerdbio de acordo com as
alteragdes progressivas do peso corpéreo durante a prenhez ou ndo comparando com ratas
ndo prenhes. De acordo com cada carga e sua respectiva concentracdo de lactato sanguineo,
é obtida uma curva polinomial de ordem 2, em “U”, e o limiar anaerébio é dado pelo valor

mais baixo da concentracao de lactato na carga correspondente.

Aplicacdo da nataclo nas intensidades leve, moderada e intensa determinadas a

partir do teste do LacMin em ratas prenhes

Outro grupo de ratas seguiu o mesmo protocolo de adaptacdo ao meio liquido e
acasalamento. As ratas prenhes foram distribuidas em quatro grupos experimentais
constituidos por: 1) Ndo exercitado (grupo controle - sem carga); 2) Exercicio Leve; 3)

Exercicio Moderado; 4) Exercicio Intenso.



Considerando que o limiar anaerdbio (Lan) é o ponto de transicdo do metabolismo
aerébio para anaerdbio, foi verificado neste estudo que o Lan de ratas prenhes encontrava-
se na carga de 5% do peso corpdreo. Sendo assim, para se trabalhar dentro do metabolismo
aerobio, foi padronizada a carga correspondente a 80% desse limiar anaerdbio para a pratica
de exercicio fisico de intensidade moderada, sendo representada pela carga de 4% do peso
corpéreo do animal. J4 para o exercicio fisico de intensidade leve, foram padronizados 20%
do Lan, trabalhando ainda dentro do metabolismo aerdbio, sendo representado pela carga
de 1% do peso corpdreo, o que equivale a uma carga minima para execugdo do exercicio.
Para o exercicio fisico de intensidade intensa, foi padronizada a carga de 7% do peso
corpdreo, carga superior ao Lan, isto é, equivalente a 140% desse limiar, visando a pratica de

exercicio no metabolismo anaerdbio.

Prdtica do exercicio fisico de natagdo das ratas prenhes

Do dia 0 ao 62 dia de prenhez, as ratas permaneceram nos tanques contendo agua
rasa (10 cm) a temperatura de 31+1°C por 10 minutos. O primeiro dia de exercicio fisico foi
realizado no 72 dia de prenhez considerando que o periodo de implantacdo embrionadria na
rata ocorre proximo ao 52 dia. A natagao foi realizada de acordo com a intensidade de
exercicio fisico e, para isso, cada rata carregou sua respectiva carga. “Chumbinhos” de pesca
foram utilizados como cargas e inseridos em coletes, atados ao térax da rata. O exercicio foi
realizado no periodo da manha durante 30 minutos didrios. As ratas foram submetidas a

natacdo do dia 7 ao dia 20 de prenhez.

Avaliagéio dos pardmetros maternos

Andlise dos marcadores do estresse oxidativo

Nos dias 0 e 20 de prenhez, as ratas dos grupos nao exercitado e exercitados foram
submetidas a anestesia inalatoria a base de isoflurano (dose de 1 mL/min). Apds
procedimento anestésico, foram coletadas amostras de sangue total (n=8 ratas/grupo/dia)
para a analise de marcadores de estresse oxidativo [malondialdeido (MDA), superdxido
dismutase (SOD), grupos tidis reduzidos]. As amostras foram coletadas por puncdo cardiaca

em tubos contendo anticoagulante (heparina). As amostras foram processadas de acordo



10

com metodologia modificada do trabalho de de Souza et al. (2010). O material hemolisado
foi armazenado em freezer a -80°C e analisado por espectrofotometria.

No 212 dia de prenhez, apds anestesia, foi realizada coleta de figado materno (n=8
ratas/grupo) para analise de lipoperoxidagdo através da concentragdo de malondialdeido
(MDA) para avaliar o metabolismo materno em resposta as diferentes intensidades de
exercicio fisico. As amostras de figado foram armazenadas em freezer a -80°C. Para as
dosagens, o tecido foi homogeneizado e as concentracdes de MDA foram analisadas através
de kits comerciais Cayman® (TBARS Assay Kit 10009055_Cayman® Chemical Co., Ann Arbor,
Michigan, U.S.A).

Determinag¢do da atividade da creatina quinase (CK)

A partir da obtencdo de plasma (n=8 ratas/grupo/dia) das amostras das mesmas ratas
que foram utilizadas para andlise de estresse oxidativo (dias O e 20 de prenhez), foram
realizadas as dosagens de CK utilizando kit comercial (EnzyChromTM Creatine Kinase Assay

Kit® - ECPK 100).

Teste Oral de Tolerdncia a Glicose (TOTG) e determinagdo de insulina sérica

Para avaliar a tolerancia a glicose alterada fisiologicamente durante a prenhez e a
captacdo da glicose, sem utilizacdo de insulina, promovida pelo exercicio, o TOTG foi
realizado no 172 dia de prenhez, que equivale a 24-282 semana de gesta¢cdao na mulher. As
ratas exercitadas ou ndo foram submetidas a seis horas de jejum e, em seguida anestesiadas
por via inalatéria para coleta de amostras de sangue total por puncdo cardiaca em tubos
secos para dosagem de insulina sérica (n=8 ratas/grupo). As dosagens de insulina foram
realizadas por kits comerciais de microplaca de ELISA® (Crystal Chem Inc.®).

O TOTG (n=8 ratas/grupo) foi iniciado apds recuperacdo anestésica das ratas. Para
isso, foi coletada uma gota de sangue por puncdao venosa da cauda das ratas para
determinacdo glicémica (tempo 0). Logo apds, as ratas receberam solucdo de glicose (0,2
g/mL) via intragastrica (gavage) na dose de 2,0 g/kg de peso corpdreo. Decorridos 30, 60 e
120 minutos ap6s a administracdo da solucdo de glicose, foram determinadas as glicemias
(Sinzato et al., 2012) em glicofitas que foram lidas em glicosimetro convencional (One Touch

Ultra, Johnson , Johnson®). Os valores foram expressos em miligramas por decilitro (mg/dL).
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Determinacdo da atividade da citrato sintase (CS)

No 212 dia de prenhez, apds anestesia, foi realizada a coleta de amostras do musculo
gastrocnémio das ratas (n=8 amostras/grupo) para analise enzimatica de citrato sintase. Este
parametro foi determinado porque é um marcador do metabolismo oxidativo do
treinamento fisico. As amostras de musculo foram armazenadas em freezer a -80°C. Para as
dosagens, o tecido foi homogeneizado e a determinagao da atividade maxima da enzima
baseia-se no protocolo modificado de Alp et al. (1976), a partir do complexo amarelo
formado entre Coenzima A (CoA) liberada na reacdo com o DTNB [5,5-Dithiobis (2-nitro-

acido benzoico)] e foram analisadas por espectrofotometria a 412 nm.

Desempenho reprodutivo

No 21¢ dia de prenhez, as ratas foram submetidas a anestesia inalatdria a base de
isoflurano (dose de 1 mL/min). Em seguida foi realizada a laparotomia das ratas com
exposicdo dos cornos uterinos e ovarios (n=13 ratas/grupo). Depois da retirada dos cornos
uterinos, foi realizada a contagem do numero de implantagGes e de fetos vivos. A taxa de
perda apds a implantacdo embrionaria foi calculada pela seguinte férmula: nimero de
implantagGes - nimero de fetos vivos x 100 / nimero de implanta¢des (Damasceno et al.,
2008). Foi analisada e considerada a quantidade de ratas que apresentaram taxas de perda
pos-implantacdo maiores que 10%, visto que a média percentual desta taxa no grupo nao
exercitado em nosso laboratério corresponde a 7% + 3%. Em seguida, os recém-nascidos
foram retirados dos cornos uterinos, analisados externamente e pesados em balanca

analitica.

Determinacdo gasometria arterial e lactato sanguineo

A andlise da gasometria arterial (equilibrio acidobasico) foi realizada em outro grupo
de animais diferente dos anteriores, uma vez que para coleta de sangue arterial foi preciso
ter acesso a artéria aorta abdominal. Desta forma, as ratas submetidas a este procedimento
foram anestesiadas e mortas ao final do experimento. Para isso, ratas foram distribuidas em
grupos experimentais (n=5 animais/grupo): 1) Ndo exercitado, 2) Exercicio leve, 3) Exercicio
moderado, 4) Exercicio intenso. Todos os animais desses grupos foram mortos em trés

momentos diferentes (0, 7 e 21), sendo n=5 animais/dia/grupo.
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Para a coleta de sangue arterial através de puncdo da aorta, as ratas foram
anestesiadas por via inalatdria e, quando se encontravam em plano anestésico e com
respiracdo estavel, foi realizada a laparotomia e a coleta do sangue arterial. As amostras
foram coletadas em tubos contendo anticoagulante (heparina). Apds colheita das amostras,
trés gotas de sangue foram utilizadas para determinacdo de pH, pCO,, HCOs e lactato no
aparelho i-Stat System® (Abbott, Princeton, New Jersey). A saturacao de oxigénio foi utilizada
como parametro para confirmar amostras de sangue arterial e foi utilizada como critério de

inclusdo, assim, ratas com valores acima de 95% participaram das analises de gasometria.

Avaliagéo dos recém-nascidos

Classificagdo dos pesos corpdreos dos recém-nascidos

Apds a retirada dos recém-nascidos dos cornos uterinos e pesagem dos mesmos, foi
realizada a classificacdo dos pesos corporais de acordo com a média + 1,7 x desvio-padrao
(DP) dos pesos corporais obtidos do grupo ndo exercitado, que determina trés classes
diferentes de recém-nascidos dentro dos grupos estudados: pequeno para idade de prenhez
(PIP), cujo peso é inferior a média - 1,7 x DP; adequado para a idade de prenhez (AIP), cujo
peso é compreendido entre a média + 1,7 x DP e grande para a idade de prenhez (GIP), cujo

peso é maior que a média + 1,7 x DP (lessi et al., 2010).

Andlise da frequéncia de anomalias externas dos recém-nascidos

Os recém-nascidos foram examinados quanto a conformacdo craniana, implantacao
das orelhas, presenca de olhos (fechados) e boca (fenda labial, macroglossia), membros
anteriores e posteriores (auséncia ou excesso de falanges, posicdo, tamanho), regides
tordcicas, abdominal e dorsal (hemorragia, hematoma e defeito de fechamento do tubo

neural) e presenca de perfuracao anal (Damasceno et al., 2008).

Determinac¢do de adiponectina sérica e triglicerideos hepdticos

Apds pesagem e classificacdo dos pesos corpdreos, os recém-nascidos foram
anestesiados com tiopental sdédico (Tiopentax®) e, em seguida, foram decapitados para
coleta de sangue total em tubos secos para obtencdo de amostras de soro para

determinagdo de adiponectina. Foi realizado um pool com o sangue da ninhada de cada rata
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mae (n=8 pool da ninhada/grupo). As amostras foram analisadas de acordo com o protocolo
do fabricante (Millipore® EZRADP-62K) por microplacas de Elisa®. Posteriormente, foi
realizada a laparotomia dos recém-nascidos (RN) e os figados foram coletados (n=2 RN/m3e,
sendo n=8 maes/grupo) e armazenados em freezer a -80°C, os quais foram processados para
obtencdo do sobrenadante para posterior determinacdo da concentracdo de triglicérides

utilizando metodologia modificada do kit comercial da Wiener® (Rosario, Argentina).

Andlise Estatistica

De acordo com o estatistico do Escritério de Apoio a Pesquisa (EAP) da Faculdade de
Medicina de Botucatu (FMB), para o cdlculo do tamanho amostral para o teste de lactato
minimo, uma rata seria suficiente para determinar o limiar anaerdbio, mas optou-se por
utilizar cinco ratas por grupo levando em consideracdo a média deste limiar para maior
confiabilidade no menor valor de lactato. Ndo necessitando, portanto, de célculo do
tamanho amostral. Com relacdo aos parametros bioquimicos, foi considerada a média da
concentracdo de insulina para o grupo nao exercitado de 1,40+0,34 e para o exercicio leve
de 1,13+0,14 com poder de 80% e confiabilidade de 95%, assim o tamanho amostral minimo
seria de cinco animais por grupo.

Os resultados dos testes do lactato minimo entre os diferentes dias de prenhez e
experimento (ndo prenhe) foram estatisticamente analisados por comparacdo entre as
médias dos dias estudados utilizando ANOVA (analise de variancia). No mesmo teste, as
comparacdes dos limiares entre os grupos e as concentrac¢des de lactato sanguineo no limiar
anaerdbio entre os grupos prenhe e ndo prenhe foram estatisticamente analisados pelo
Teste T.

Os resultados da atividade de creatina quinase, marcadores de estresse oxidativo no
sangue e figado, gasometria, ganho de peso durante a prenhez, lactato sanguineo, citrato
sintase maternos, adiponectina e triglicerideos fetais foram estatisticamente analisados por
comparacdo entre as médias das varidaveis dos grupos utilizando ANOVA (andlise de
variancia) seguida do Teste de Comparacdes Multiplas de Tukey. Com relacdo a andlise de
medidas proporcionais, como a classificacdo de peso corpéreo dos recém-nascidos, foi
comparada pelo Teste Exato de Fisher e as porcentagens de perdas pds-embrionarias por

Distribuicdo de Poisson. Para o desempenho reprodutivo materno, foi utilizada a
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Distribuicdo de Poisson. Para a analise das glicemias no teste oral de tolerdncia a glicose
(TOTG), foi utilizada ANOVA seguida do Teste de Comparag¢des Multiplas de Tukey para um
delineamento em medidas repetidas comparando a interacdo entre momentos (0, 30, 60,
120 minutos) e grupos (ndo exercitado, intensidade leve e intensidade moderada). Para
analise dos dados de insulina sérica, foi utilizada a Distribuicdo Gama.

Pelo fato dos grupos exercicio leve, moderado e intenso ndo apresentarem
diferencas estatisticamente no dia O de prenhez nos parametros de gasometria com relacao
ao grupo ndo exercitado, foi considerado apenas um grupo no dia 0. O grupo exercicio
intenso ndo suportou nadar os 30 minutos propostos no estudo, o tempo de natagdo desse
grupo foi, em média, 14 minutos/dia durante a prenhez. Desta forma, este grupo ndo foi
comparado aos demais grupos exercitados durante as andlises das diferentes varidveis
estudadas. Com relacdo a este grupo experimental, serd apresentada apenas uma analise
descritiva.

Para todas as comparacOes estatisticas, foi considerado limite minimo de

significancia de 5% (p<0,05).
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RESULTADOS

Apds a andlise individual dos resultados entre as cargas e suas respectivas
concentragdes de lactato sanguineo através do teste do lactato minimo (LacMin), foi
verificado que os valores médios das cargas relacionadas ao limiar anaerdbio das ratas nao
prenhes ndo mostrou diferencas estatisticamente significativas entre os diferentes dias de
experimento (D7, D10, D14, D17, D20) (p>0,05). De forma similar, ndo houve diferenca nos
limiares anaerébios nos dias analisados para ratas prenhes (p>0,05). Uma vez que ndo foram
observadas diferencas nesses limiares, foi realizado o cdlculo do valor médio das cargas
considerando todos os dias em que o teste foi empregado e foi verificado que o limiar
anaerdbio das ratas prenhes foi estatisticamente menor (5,29+0,87) em relacdo ao das ratas

nao prenhes (5,78+0,59) (p<0,05) (Figura 2).

Limiar anaerodbio

o o
(5B« T, BN

Cargas (% de peso corporal)
i
T T

g
w

w

N&o prenhe Prenhe

Figura 2. Andlise comparativa das cargas (% de peso corporal) equivalente ao limiar anaerdbio de
ratas prenhes e ndo prenhes em todos os dias do experimento, n=5 animais/grupo.

Dados apresentados como média * erro padrao da média.

*p<0,05 — comparado ao grupo nao prenhe (Teste T).

Com relagdo ao ganho de peso materno durante a prenhez, foi observado que houve
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos exercicio leve e exercicio moderado
em relacdo ao grupo ndo exercitado (Figura 3). Foi notado que as ratas do grupo exercicio

intenso apresentaram menor ganho de peso no decorrer da prenhez (96,11+18,14 g) e maior
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porcentagem de fetos classificados como pequenos para idade de prenhez (PIP) (dados ndo

mostrados).
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Figura 3. Ganho de peso materno de ratas ndo exercitadas e exercitadas nas
intensidades leve e moderada durante a prenhez, n=13 animais/grupo.

Dados apresentados como média + desvio padrdo da média.

*p<0,05 - comparado ao grupo ndo exercitado (ANOVA seguida do Teste de Comparagdes
Multiplas de Tukey).

No que se refere aos biomarcadores maternos, foi observado que as atividades de
creatina quinase (CK) e de citrato sintase, concentracdo de lactato sanguineo e a
concentragdo sérica de insulina analisadas durante a prenhez ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas em relacdo aos grupos estudados (p>0,05) (Tabela 1). As
atividades de CK no dia 20 de prenhez nao diferiu do dia 0 em nenhum grupo experimental
(dados ndo mostrados). As ratas do grupo exercicio intenso, mesmo ndo nadando os 30
minutos propostos, apresentaram atividade aumentada de CK (261,29+10,94 U/L) no dia 20
de prenhez comparada ao dia 0 (dados ndo mostrados). Quanto a determinacdo de lactato

sanguineo, ndo houve diferenca entre os grupos experimentais.
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Tabela 1. Biomarcadores analisados nas ratas ndo exercitadas e exercitadas nas intensidades leve e
moderada. Atividade de creatina quinase (CK) no dia 20 de prenhez, concentra¢do de lactato sanguineo no
dia 21 de prenhez e concentragdo sérica de insulina de jejum no dia 17 de prenhez.

N3ao exercitado Exercicio Leve Exercicio Moderado
(n=8) (n=8) (n=8)
CK (U/L) 206,36+38,51 231,89+35,01 218,59+18,62
Citrato Sintase 0,65+0,34 0,78+0,31 0,79+0,38
(umol/min/mg proteina)
Lactato (mmol/L) 5,54 £ 1,64 5,95+ 3,01 521+1,18
Insulina (ng/mL) 1,40+0,34 1,13+£0,14 1,57+0,82

Valores de referéncia: Lactato sanguineo= 3,90-7,18 mmol/L; Creatina quinase (CK)= 182,78-252,54 U/L.
Dados apresentados como média + desvio padrdao da média.
p>0,05 — sem diferenca estatisticamente significativa.

No teste oral de tolerancia a glicose (TOTG) realizado no 172 dia de prenhez, foi
observado que, no grupo de ratas ndo exercitadas, as glicemias aumentaram nos tempos 30
e 60 minutos em relagdo ao tempo 0, continuou alta no tempo 30 em relagao aos tempos 60
e 120 e ainda permaneceu alta no tempo 60 em relacdo ao tempo final (120 minutos). No
grupo de ratas do exercicio leve, a glicemia aumentou no tempo 30 em rela¢do ao tempo 0.
Apds 120 minutos da sobrecarga da glicose, as glicemias baixaram em relacdo aos tempos 30
e 60. O grupo exercicio moderado apresentou aumento da glicemia no tempo 30 em relagao
ao tempo 0 e, ja no tempo 60, a glicemia baixou e ndo diferiu do tempo 0. No tempo 120, a
glicemia dessas ratas ja havia baixado (p<0,05) (Figura 4). Quando foi fixado cada momento,
ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas em relacdo aos grupos

(p>0,05) (dados nao mostrados).
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Teste Oral de Tolerancia a Glicose (TOTG)
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Figura 4. Teste oral de tolerancia a glicose no dia 17 de prenhez de ratas ndo exercitadas e
exercitadas em diferentes intensidades. Comparacdo entre as médias glicémicas considerando os

diferentes momentos de prenhez no mesmo grupo, n=8 animais/grupo.

Dados apresentados como média * desvio padrdo da média.

Médias seguidas de mesma letra minuscula (fixando grupos) ndo diferem significativamente por ANOVA
seguida do Teste de ComparagGes Multiplas de Tukey com medidas repetidas ao nivel de 5%.

Em relagdo aos marcadores de estresse oxidativo avaliado no sangue das ratas
exercitadas ou ndo, foi observado que ndo houve diferenca estatisticamente significativa no
marcador de lipoperoxidacdo malonadeido (MDA), na atividade do antioxidante superdxido
dismutase (SOD) e nas concentracdes de tidis reduzidos (p>0,05) (Tabela 2). Os valores no
dia 0 de prenhez ndo diferiram daqueles encontrados ao final da prenhez (dados nao

mostrados).

Tabela 2. Biomarcadores do estresse oxidativo analisados no dia 20 de prenhez de ratas nao
exercitadas e exercitadas nas intensidades leve e moderada.

N3ao exercitado Exercicio Leve Exercicio Moderado
(n=8) (n=8) (n=8)
MDA (nM/g Hb) 43,6019,27 37,76+10,08 47,24+14,87
SOD (U/mg Hb) 12,83+2,36 12,7042,00 12,89+3,26
Tiois Reduzidos 2,66%0,32 2,61+0,25 2,67+0,25

(mM/mg de Hb)

Dados apresentados como média + desvio padrdo da média.
p>0,05 — sem diferenca estatisticamente significativa.
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Quanto aos niveis de MDA avaliados no figado materno para analise do efeito do
exercicio fisico no metabolismo, foi observado que as ratas dos grupos exercicio leve e
moderado apresentaram aumento nos niveis de MDA em relacdo as ratas do grupo ndo
exercitado (p<0,05) (Figura 5). As ratas do grupo exercicio intenso também apresentam
maiores niveis de MDA no figado (0,52+0,04 nM/mg de proteina) em relacdo ao grupo nao

exercitado (p>0,05).

MDA hepatico materno

Concentracdo de MDA hepatica
(hnM/mg de proteina)
{?,
]

Nao exercitado Exercicio Leve Exercicio Moderado

Figura 5. Concentracdo de malondialdeido (MDA) no figado de maes ndo exercitadas e exercitadas
em diferentes intensidades, n=8 animais/grupo.

Dados apresentados como média * desvio padrdo da média.

*p<0,05 — comparado ao grupo ndo exercitado (ANOVA seguida do Teste de Comparagdes Multiplas de
Tukey).

A Tabela 3 mostra os dados de gasometria. Foi observado aumento no pH do grupo
ndo exercitado no dia 7 de prenhez em relacdo ao dia O de prenhez. Nos grupos exercicio
leve e moderado, foi notado aumento do pH sanguineo no dia 21 de prenhez em relacdo ao
dia 0 de prenhez. Os niveis de pCO, estavam diminuidos nos dias 7 e 21 de prenhez no grupo
de ratas ndo exercitadas quando comparados com o dia 0. Nos grupos de ratas do exercicio
leve e moderado, o pCO, estava diminuido no dia 21 de prenhez em relacdo ao dia 0
(p<0,05). Os dados de bicarbonato sanguineo nao diferiram entre os grupos (p>0,05). Ao
fixarmos os grupos, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os

dados de gasometria (Tabela 3). As ratas do grupo exercicio intenso ndo conseguiram nadar
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30 minutos e apresentaram aumento do pH sanguineo, diminui¢cdo da pCO; e do bicarbonato

ao final da prenhez.



Tabela 3. Gasometria arterial (pH, pCO, e HCOs) nos dias 0, 7 e 21 de prenhez de ratas ndo exercitadas e exercitadas nas intensidades leve e moderada.

Basal N3o exercitado Exercicio Leve Exercicio Moderado

Dia 0 Dia7 Dia 21 Dia7 Dia 21 Dia7 Dia 21

(n=15) (n=5) (n=5) (n=5) (n=5) (n=5) (n=5)
pH 7,2410,06 7,41+0,07* 7,39%0,02 7,390,06 7,48+0,13* 7,3520,08 7,44+0,14*

pCO, (mmHg) 56,58+11,27 34,57+6,73* 34,05+6,07* 37,3345,80 24,63+7,46* 43,1448,20 30,61+12,14*
HCO3 (mmol/I) 24,23+3,19 21,73+1,28 20,65+2,89 23,20+0,35 20,00+0,20 23,84+1,31 21,0615,27
Dados apresentados como média + desvio padrdo da média.
*p<0,05 — comparado ao dia 0 (Basal) (ANOVA seguida do Teste de Comparagées Multiplas de Tukey).

26
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Quanto ao desempenho reprodutivo materno, foi demonstrado que ndo houve
diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao numero de implantagées
embrionarias, nimero de fetos vivos (Figura 6A) e porcentagem de ratas que
apresentaram perda poés-implantagdo embriondria maior que 10% (Figura 6B). Os
resultados em relacdo a andlise de malformacdes fetais externas ndao apresentaram

diferencgas estatisticamente significativas entre os grupos (dados nao apresentados).

Desempenho Reprodutivo
14

12 One fetos vivos

Niamero

En? implantagdes

11

10

Néo Exercitado ExercicioLeve  Exercicio Moderado B Perda pés-impla ntagéo

[
(=]
|

Porcentagem de ratas

P MNW R R0
1

Ndo Exercitado ExercicioLeve Exercicio Moderado

Figura 6. Desempenho reprodutivo de ratas ndo exercitadas e exercitadas em diferentes
intensidades, n=13 animais/grupo.

Dados apresentados como média + desvio padrdo da média.

p>0,05 — sem diferencga estatisticamente significativa.

A andlise da classificacdo de peso corpéreo dos recém-nascidos foi realizada
pela fixacdo das categorias (PIP, AIP e GIP) para comparacdo dos grupos. Foi observado
gue ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos experimentais
com relacdo aos recém-nascidos classificados como adequados (AIP) e pequenos (PIP)
para a idade de prenhez (p>0,05). Podemos observar que houve diminuicdo na
proporcdo de recém-nascidos classificados como grandes para a idade de prenhez
(GIP) no grupo de ratas que foram submetidas ao exercicio moderado em comparacao
ao do grupo ndo exercitado (p<0,05) (Figura 7A). Foi observado que no grupo de ratas

exercitadas em intensidade intensa houve maior proporcao de filhotes classificados
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como pequenos para idade de prenhez (PIP). As concentragdes de triglicerideos
hepaticos e adiponectina sérica dos recém-nascidos ndao apresentaram diferencgas
estatisticamente significativas entre os grupos exercicio leve e moderado em relacdo

ao grupo nao exercitado (p>0,05) (Figura 7B e 7C, respectivamente).

A Classificagio de peso dos recém-nascidos B Triglicerideos hepaticos
100 -
2,5
90 E = [
80 - !g g 2,0
o
£ 70 W Ndo Exercitado %+ 1,5
[ L. = %
0 I Exercicio Leve S w 10
L 50 i Q0 e »
5 O Exercicio Moderado g o
o 40 - S E o5
=
& 30 0,0
20 A Ndo exercitado Exercicio Leve Exercicio
10 4 * Moderado
o | | —
PIP AlP GIP
C Adiponectina séricafetal

10

Concentracéo sérica
(ng/mL)

Ndo exercitade ExercicioLeve  Exercicic Moderadoe

Figura 7. A. Classificacdo de peso dos recém-nascidos, n=13 maes/grupo. B. Concentragdo de
triglicerideos hepaticos dos recém-nascidos, n= 2 RN/mde, sendo n=8 madaes/grupo. C.
Concentragdo de adiponectina sérica dos recém-nascidos, n= 8 pool da ninhada/grupo de maes
nao exercitadas e exercitadas em diferentes intensidades.

Dados apresentados como média + desvio padrdo da média.

*p<0,05 — comparado ao GIP ndo exercitado (Teste Exato de Fisher).

DISCUSSAO

No presente estudo, foi observado que o limiar anaerdbio das ratas prenhes foi
atingido numa carga menor, entre 5,0% e 5,5% do peso corpdreo, enquanto que das
ndo prenhes foi numa carga entre 5,5% e 6,0%. Desta forma, esses resultados mostram
gque esses limiares estdao dentro dos encontrados na literatura para ratos Wistar
machos (Voltarelli et al., 2002). No entanto, quando foram analisadas as
concentracdes de lactato sanguineo nos respectivos limiares anaerdbios das ratas, ndao

foram encontradas diferengas entre o grupo prenhe (9,70+2,42 mmol/L) e ndo prenhe
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(9,31+2,66 mmol/L). Sugere-se que o menor limiar encontrado em ratas prenhes possa
estar relacionado a acdo hormonal ou atuacdo de enzimas como a lactato
desidrogenase (LDH), que é encontrada elevada ao final da gravidez e no parto
(Makkonen et al., 1980). Assim, foi demonstrado que o teste do LacMin pode ser
utilizado para a identificagao da intensidade do exercicio fisico de natagao em ratas
prenhes e ndo prenhes.

Houve interesse em verificar a influéncia do ganho de peso corpéreo durante a
prenhez das ratas em relacdo as cargas equivalentes ao limiar anaerdbio. Quando os
testes de lactato minimo foram realizados nos diferentes momentos da prenhez ou do
experimento, foi demonstrado que o ganho de peso nao interferiu nos valores das
cargas observados entre os varios dias estudados. Além disso, a avaliagdo da pesagem
hidrostatica dos animais, realizada em parceria com outro laboratdrio, também
confirmou estes achados (dados ndo mostrados). Isso pode ser justificado pelo fato de
gue o ganho de peso das ratas ocorre devido ao ganho de massa magra advinda de
seus filhotes e ndo apenas de tecido adiposo.

Em seguida, foi observado que as ratas do grupo exercicio intenso
apresentaram dificuldades em nadar os 30 minutos propostos de exercicio fisico e que
isto foi mais acentuado nos dias 72 e 82 de prenhez em funcdo da sobrecarga excessiva
aplicada de forma repentina e nos dias 182, 192 e 202 devido as cargas impostas de
acordo com a progressao do ganho de peso materno.

Nosso estudo mostrou que as ratas submetidas a natacdo de intensidade leve e
moderada ganharam peso progressivamente durante a prenhez, mas apresentaram
médias de ganho de peso menores em relagdo ao grupo nado exercitado. As avaliacdes
dos consumos de agua e de racdo desses animais ndo apresentaram diferencas entre
os grupos (dados ndo mostrados). O American College of Obstetricians and
Gynecologists - ACOG (2014) aponta que a pratica regular de exercicio fisico durante a
gestacdo apresenta beneficios no controle do ganho de peso materno, principalmente
guando o aporte nutricional é adequado.

De maneira similar, as ratas do grupo exercicio intenso apresentaram menor
ganho de peso no decorrer da prenhez, mas também foi verificada maior porcentagem
de fetos classificados como pequenos para idade de prenhez (PIP). Estes achados

poderiam estar relacionados a maior necessidade materna de aporte energético para a
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pratica do exercicio fisico extenuante, ao mesmo tempo em que hd maior necessidade
de aporte de nutrientes e de oxigenacao para o feto, podendo ocorrer uma disputa
entre mde e filho no momento crucial do crescimento fetal, levando como
consequéncia alteragdes no seu crescimento.

A determinacdo da atividade da enzima creatina quinase (CK) encontrada no
soro ou plasma é util para avaliagdo de danos musculares decorrentes da pratica do
exercicio fisico (Foschini et al., 2007). Nossos resultados mostram que ndo houve
diferenca nas atividades de CK entre os grupos ndo exercitados, exercicio leve e
moderado. Assim, sugerimos que as intensidades de exercicio leve e moderada
aplicadas para essa populacdo de ratas foram adequadas. Com relagdo a natagao de
intensidade intensa, foi verificado que, mesmo as ratas que ndo conseguiram praticar
o exercicio fisico por 30 minutos, apresentaram as atividades de CK plasmaticas altas,
mostrando que houve danos musculares nestes animais. De acordo com Baptistella
(2009), a CK é denominada enzima de extravasamento, por ser liberada das células
musculares em caso de lesdo. De acordo com Katirji e Jaberi (2001) e Gleeson (2002),
em exercicio fisico prolongado e extenuante, ha o aumento nos niveis de CK, sendo
gue a magnitude dessa elevagao esta diretamente relacionada a intensidade e duragao
do exercicio fisico.

Em nosso trabalho, a auséncia do aumento do lactato no sangue nas ratas
submetidas a natagdao de intensidades leve e moderada poderia ser justificada pelo
aumento da capacidade de remocdo de lactato, que ocorre durante o exercicio
decorrente de um efeito benéfico do treinamento (Donovan e Brooks, 1983). As ratas
do grupo exercicio intenso ndo apresentaram aumento nos niveis de lactato
sanguineo, o que pode estar relacionado ao fato de que estas ratas ndo nadaram o
tempo total de 30 minutos proposto para o trabalho e os efeitos do treinamento neste
curto tempo ndo foram suficientes para elevar estas concentragdes. Brooks (1985)
sugere que o aumento exponencial do lactato sanguineo, que ocorre em uma
determinada intensidade submdxima de esforco, pode refletir um aumento
exponencial da liberacdo de lactato pelo musculo e/ou uma diminuicdo da capacidade
de remocao de lactato.

Com relagdo a atividade da enzima citrato sintase, ndao foram encontradas

diferencas entre os grupos ndo exercitado e exercitados leve e moderado. Diversos
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estudos tém utilizado a atividade de enzimas mitocondriais para analisar a influéncia
do exercicio fisico na adaptagao oxidativa do musculo esquelético de ratos (Silva et al.,
1997; Bexfield et al., 2009; Moreira et al., 2013). Alguns autores observaram aumento
da atividade da citrato sintase no exercicio de natacgdo (Silva et al., 1997; Vieira et al.,
1988) e no exercicio de esteira (Powers et al., 1994; Bexfield et al., 2009; Moreira et
al., 2013). Porém, estes resultados ndo corroboram os nossos achados. Foi visto na
literatura que o aumento da atividade da enzima citrato sintase tem correlagdao com a
intensidade (Bexfield et al., 2009) ou duragao do exercicio fisico aplicado (Powers et
al., 1994), sugerimos que, no nosso trabalho, o curto periodo de pratica de natacao
durante a prenhez das ratas foi insuficiente para apresentar alteracdes na atividade
desta enzima.

Com interesse em estudar o metabolismo da glicose em ratas prenhes
exercitadas, foi realizado o teste oral de tolerancia a glicose (TOTG). Apds 60 minutos
do teste, as ratas do grupo exercicio moderado apresentaram glicemias equivalentes a
do tempo 0 (jejum), ou seja, o retorno da concentragao de glicose sanguinea a valores
basais ocorreu antes do término do teste, mostrando um efeito benéfico do exercicio
fisico de natacao de intensidade moderada com relagao a maior captacdo de glicose
pelos tecidos periféricos. Essa hipdtese é confirmada pelos dados de insulina que ndo
diferiram entre as ratas submetidas ou ndo ao exercicio fisico. Durante o periodo
gestacional, ocorrem varias altera¢cdes metabdlicas no organismo materno, uma delas
é 0 aumento progressivo na producdo de insulina, com aumento de sua degradacdo e
queda de sua acdo. Essas modificacdes produzem condi¢cdes ideais para o
aparecimento da resisténcia periférica a insulina e ao desenvolvimento do Diabetes
mellitus gestacional (Zuniga-Gonzéles, 1998). Ha evidéncias de que o treinamento
fisico melhora a sensibilidade a insulina (Hughes et al., 1993, Luciano et al., 2002), visto
gue aumenta a expressao do RNAm do receptor de insulina e do transportador de
glicose tipo 4 (GLUT-4) (Hughes et al., 1993, Daugaard et al., 2000), aumenta a
expressdao do RNAm e atividade da glicogénio sintase (Dela et al., 1995) e aumenta a
expressao do RNAm do receptor de insulina IRS-1 no musculo esquelético de ratos
treinados em esteira (Kim et al., 1999). Sendo assim, a maior captacdo de glicose no

TOTG de ratas exercitadas moderadamente poderia estar relacionada ao aumento da
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sensibilidade a insulina e/ou captacdo de glicose através de vias ndo relacionadas a
insulina (Ren et al., 1994; Hawley e Lessard, 2008; Kawanara et al., 2000).

Com relacdo ao quadro de estresse oxidativo no sangue de ratas exercitadas ou
ndo, ndo foram observadas diferencas. Ja na avaliacdo da presenca de lipoperoxidacdo
no figado desses animais, foi observado aumento na concentracdao de malondialdeido
(MDA) nos grupos exercitados leve e moderado, corroborando com Turgut et al.
(2003). A literatura aponta que, durante a pratica de exercicio fisico, ha aumento de
espécies reativas ao oxigénio e para proteger os 6rgaos e tecidos de danos, as enzimas
antioxidantes respondem de maneira adaptativa, elevando suas atividades (Reddy
Avula e Fernandes, 1999; Jenkins, 1988; Pereira et al., 1996). Estudos com exercicio
fisico na intensidade do limiar anaerdbio aplicado a ratos durante corrida em esteira
(Prada et al., 2003b) ou durante exercicio de natacdo (Prada et al., 2004) apresentaram
resultados de aumento nos niveis de TBARS (substdncias reativas ao acido
tiobarbiturico) circulantes nos animais treinados. Esses resultados indicam que o
treinamento fisico realizado na intensidade no limiar anaerdébio favoreceu o
aparecimento de estresse oxidativo nesses animais. Também foi observado na
literatura que o aumento na lipoperoxidac¢ao é tecido especifico, pois foi constatada
reducdo da mesma nos rins e aumento no figado de camundongos treinados por
corrida em esteira (Reddy Avula e Fernandes, 1999). Desta forma, isto poderia
justificar nossos achados, pois foi encontrado aumento nos niveis de MDA no figado
dos animais estudados em diferentes intensidades de exercicio fisico, mas ndo houve
alteragcdo no sangue. Além disso, o aumento de lipoperoxidagcdo hepdtica nao foi
suficiente para alterar o metabolismo da rata mde, confirmado pelos dados de
estresse oxidativo ndo existentes no sangue materno. A literatura mostra que ndo ha
consenso quanto aos protocolos de exercicio fisico com relacdo a estresse oxidativo
em diferentes tecidos estudados.

Nossos resultados apontam aumento de pH e diminuicdo da pCO; nos grupos
exercicio leve e moderado, mas também no grupo ndo exercitado. Frente a este
guadro, sugerimos que esses resultados sejam decorrentes da prenhez e ndo do
exercicio fisico. A gestacdo por si sé pode alterar o equilibrio acidobasico, ocasionando
quadros de hipocapnia e mudancas no pH (Baracho, 2014). A progesterona pode ser

responsavel pelo aumento da sensibilidade dos receptores do centro respiratério, de
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tal modo que a pCO, diminui, o bicarbonato diminui e o pH aumenta ligeiramente.
Essas alteragdes no equilibrio acidobasico indicam que a gravidez é um estado de
alcalose respiratéria compensada (Gordon, 2007). Cabe ressaltar que, as ratas do
grupo exercicio intenso pelo fato ndo nadarem os 30 minutos, ndo apresentaram
altera¢des na gasometria. Frente aos resultados de gasometria arterial desses animais,
podemos demonstrar que esse método ndo definiu a intensidade para o exercicio
fisico.

Nossos resultados mostram que a intensidade de exercicio leve e moderada
ndo causou danos em relacdo ao desempenho reprodutivo materno, pois foi verificado
que ndao houve aumento da porcentagem de ratas com perda pds-implantacao
embrionaria, nem diminuigdo do nimero de fetos vivos e ndao houve aparecimento de
malformacdes fetais externas. Alguns autores apontam que a pratica do exercicio fisico
regular por si s6 ndo causa perdas embriondrias, mas a intensidade e o excesso de
exercicio podem prejudicar o sucesso do desempenho reprodutivo materno (Batista et
al., 2003). Outros autores observaram que exercicio de intensidade leve a moderada
em gestantes ndo prejudica o bindmio mae-feto (Arthal e Wiswell, 1987). A literatura
aponta que, durante a gestacao, o exercicio fisico € uma atividade segura com efeitos
benéficos para mae e o feto, mas somente se for realizado com orientagdo profissional
e moderacgao, ou seja, o tipo de exercicio, a frequéncia semanal, o periodo de cada
sessdo e a intensidade devem ser muito bem controlados nesses pacientes (Prada et
al., 2003a). Em relacdo aos estudos com animais de experimentacdo, os resultados
ainda sdo conflitantes devido a variabilidade de espécies e protocolos experimentais
utilizados. Ha evidéncias que ratas praticantes de exercicio fisico durante a prenhez
ndo apresentam reducdo no numero de fetos (Parizkova, 1978), peso ao nascimento,
numero de filhotes por ninhada e o peso da ninhada é inalterado (Mottola et al.,
1986). Outros autores observaram que a pratica de exercicio fisico materno de natacao
(Faridy et al., 1989) e em esteira (Picarro et al., 1991; Denadai et al., 1994) causou
diminuicdo no numero de filhotes. Cabe ressaltar que, nestes estudos, ndo ha relatos
sobre a intensidade de exercicio fisico praticada.

Foi observada manuteng¢do dos recém-nascidos classificados como adequados
para a idade de prenhez (AIP) e diminuicdo de recém-nascidos classificados como

grandes para a idade de prenhez (GIP) no grupo de ratas submetidas a natacdo de
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intensidade moderada. Fato que corrobora dados da literatura que mostram que o
exercicio regular durante a gestagdo reduz de 23-28% o nascimento de criangas com
excesso de peso (Owe et al., 2009). O ambiente materno é decisivo para o crescimento
e o desenvolvimento fetal, podendo influencid-los positiva ou negativamente. Os
termos crescimento e desenvolvimento referem-se as mudangas que ocorrem no
complexo fisiolégico durante a concepgao, embriogénese e toda a vida fetal. Estudos
em humanos mostram que o exercicio durante a gestacdo pode estar associado a
reducao (Bell et al., 1995; Dwarkanath et al., 2007; Hopkins et al., 2010) ou aumento
(Clapp et al., 2000b; Owe et al., 2009) do peso dos filhos ao nascimento. No grupo
exercicio intenso foi observada maior proporcdo de filhotes classificados como PIP.
Este achado também foi encontrado na literatura, visto que filhos de maes exercitadas
de forma extenuante apresentam menor peso corpéreo (Picarro et al., 1991; Denadai
etal., 1994).

A literatura mostra que a concentracdo plasmatica de adiponectina apresenta-
se menor em obesos e que ha correlagao negativa entre adiponectina e massa corporal
tanto em humanos quanto em animais (Ouchi et al., 2003). Nossos resultados
mostram que os niveis de adiponectina fetais ndao diferiram entre os grupos nao
exercitado e exercicio leve e moderado, mostrando que essas intensidades de
exercicio fisico ndo influenciaram no peso corpdéreo dos recém-nascidos. Outra
explicacdo seria o pouco desenvolvimento do tecido adiposo dos recém-nascidos, que
justificaria os resultados inalterados encontrados.

Com relacdo as determinagdes de triglicerideos hepaticos fetais, ndo houve
diferencas entre os grupos exercitados ou ndo exercitado, sugerindo que o exercicio
fisico também ndo influenciou nesse parametro. A macrossomia fetal pode ser
avaliada pelo acumulo do depdsito de gordura no figado dos recém-nascidos de ratos
(L'opez-Soldado e Herrera, 2003). Fato que difere do organismo humano, visto que no
rato ndo ha tecido adiposo durante o seu crescimento, pois eles tém apenas trés dias
para crescer intrautero. Desta forma, o feto armazena triglicerideos no figado como
em um depdsito energético (Herrera e Amusquivar, 2000). Sendo assim, as
intensidades de exercicio fisico ndo alteraram o armazenamento de triglicerideos
nesses recém-nascidos, ndo alterando seu crescimento. Associado ao fato de que o

exercicio fisico de intensidade moderada diminuiu a porcentagem de filhotes
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classificados como grandes para idade de prenhez (GIP), sugerimos que esse tipo de

exercicio preveniu a macrossomia fetal.
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CONCLUSAO

Portanto, nosso estudo permite concluir que o teste de lactato minimo foi
eficaz para avaliagdo da intensidade de exercicio fisico em ratas prenhes e nao
prenhes. Dentre os diversos parametros analisados neste estudo, o teste oral de
tolerancia a glicose aplicado a ratas prenhes possibilitou afirmar que o exercicio fisico
de intensidade moderada causou efeito benéfico na captacdo de glicose, confirmado
pelos niveis de insulina normais, ou seja, esse achado pode estar relacionado ao
aumento da sensibilidade a insulina decorrente do efeito do exercicio fisico. Além
disso, a natacdo de intensidade moderada ndao causou danos musculares, nao elevou
lactato sanguineo e estresse oxidativo sanguineo e causou beneficio no
desenvolvimento fetal, confirmado pela reducdo da porcentagem de filhotes
classificados como grandes para idade de prenhez (GIP). Portanto, estes achados
confirmam que a natagdao de intensidade moderada foi a mais eficaz e deveria ser

aplicada a ratas prenhes que n3o apresentem nenhum tipo de complicagao.
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