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RESUMO

Limiar anaerébio (Lan) pode ser definido como a carga de trabalho na
qual o lactato sanguineo comeca a se acumular durante exercicios progressivos e,
supostamente, indica a carga de trabalho correspondente a méaxima fase estdvel de
lactato (MFEL). O Lan é considerado um bom indicador do condicionamento aerébio
em seres humanos mas pouco se sabe sobre esse indice em ratos. O presente estudo teve
por objetivo determinar o Lan pelo teste do lactato minimo (TLM) em ratos adultos
durante exercicio de natagdao. Além disso, visou verificar se o Lan assim determinado:
a) sofre influéncia dos estoques musculares de glicogénio; b) é sensivel as alteragdes do
condicionamento aerébio decorrentes do treinamento fisico ¢) é aplicidvel a animais
portadores de transtorno metabdlico e d) é sensivel as alteragcdes do metabolismo
protéico muscular durante exercicio de natacdo em intensidades inferior, equivalente e
superior ao Lan. O TLM baseia-se no fato de que durante exercicio progressivo iniciado
apos sessao de exercicio intenso, o lactato sanguineo decresce a um valor minimo para
depois elevar-se. Tal valor minimo indica a carga de trabalho equivalente ao Lan. O
teste teve inicio com a colocacdo dos animais em tanque cheio d’dgua suportando
sobrecarga de 50% do peso corporal (pc) para exercitarem-se (saltos) por 6 minutos
(30s de atividade interrompidos por 30s de repouso), visando elevacdo do lactato
sanguineo. Apds 9 min de repouso, 0s animais iniciaram exercicio de natacdo com
cargas progressivas. A carga inicial foi de 4,0% do pc e foi acrescida de 0,5% a cada 5
min, até a exaustdo. A cada troca de carga, foram coletadas amostras de sangue para
dosagem de lactato. Em outra série de testes, os animais foram submetidos a 20 ou 30

minutos de natacdo suportando carga constante e equivalente ao Lan, para checar a
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ocorréncia de estabilidade da concentracdo de lactato sanguineo. A cada 5 min de
exercicio, foram coletadas amostras de sangue para dosagem de lactato. O TLM foi
aplicado em ratos sob diferentes condi¢des: sedentarismo, treinamento fisico, deplecao
de glicogénio muscular (Jejum de 12 ou 48 horas), distirbio metabdlico (obesidade
induzida por glutamato monossdédico). Foi também avaliado quanto aos efeitos do
exercicio de natagdo realizado em intensidades inferior, equivalente e superior ao Lan.
De acordo com os resultados obtidos: a) o treinamento fisico aumentou a carga de
trabalho correspondente ao Lan e reduziu a concentracdo sanguinea de lactato nessa
carga, indicando que o TLM foi sensivel as alteragdes do condicionamento aerébio
impostas pelo treinamento; b) a deplecdo dos estoques de glicogénio muscular pelo
jejum ndo alterou a carga de trabalho equivalente ao Lan mas reduziu a concentracdo
sanguinea na qual o mesmo apareceu; ¢) a reducdo da densidade corporal causada pela
obesidade nao mudou a carga de trabalho na qual o Lan € observado, mas diminuiu a
concentracdo de lactato sanguineo nessa carga, mostrando a viabilidade do TLM em
animais com distirbio metabdlico; d) o TLM mostrou-se sensivel as alteragdes do
metabolismo protéico impostas pelo exercicio; e) em todos os casos, houve
estabilizacdo do lactato sanguineo durante exercicio realizado na intensidade
equivalente ao Lan determinado pelo TLM e f) tomados em conjunto, os resultados do
presente estudo indicam a reprodutibilidade e fidedignidade do teste e sugerem a

viabilidade do TLM na determinacdo do Lan em ratos.



LISTA DE ABREVIATURAS

(de acordo com o aparecimento ao longo do texto)
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1- INTRODUCAO

Limiar Anaerébio (Lan) pode ser definido como a carga de trabalho na
qual o lactato sanguineo comeg¢a a se acumular exponencialmente durante exercicios
progressivos e, teoricamente, indica a carga de trabalho correspondente a maxima fase
estavel de lactato (MFEL). A MFEL equivale a mais alta concentra¢do sanguinea de
lactato onde sua entrada na circulagdo é compensada pela remocdo durante exercicio
com carga constante. Foi relatada coincidéncia entre Lan e MFEL em humanos durante
varios tipos de exercicio, mas ndo em todos. Independente disso, o Lan é considerado
bom indicador do condicionamento aerébio e tem sido utilizado na prescricio de
treinamento em diferentes modalidades de exercicio.

Por razdes O&bvias, grande numero de pesquisas envolvendo o
treinamento tém sido conduzidas em animais de laboratério, especialmente o rato,
utilizadas para a determinacdo da intensidade de esforco. Contudo, tal procedimento é
limitado pela pouca informagao acerca da cinética do lactato no exercicio em ratos, pois
sao rarissimos os estudos que discutem protocolos de testes para a determinacdo do Lan

nesses animais.



2- REVISAO DA LITERATURA

O consumo maximo de oxigénio (VO; max) tem sido empregado como
indice de aptidao fisica e preditor do desempenho em exercicios de longa duragdo
(MITCHELL; BLOQUIST, 1971). Programas de treinamento para exercicios de longa
duracdo tém sido elaborados com o objetivo de aumentar o VO, .. Nas ultimas
décadas ficou demonstrado que o Limiar Anaerébio (LAN) €, também, bom preditor do
desempenho em exercicio de longa duracdo e da aptidao fisica (SJODIN; JACOBS,
1981).

Em 1964, Wasserman e Mc. Ilroy empregaram o termo Limiar
Anaerdbio no sentido que, durante o exercicio, o aumento abrupto do CO, reflete numa
mudancga metabdlica em dire¢do ao sistema anaerdbio. Kinderman et al. (1979), apds
realizacdo de testes de exercicios com cargas progressivas em atletas bem
condicionados, postularam a existéncia do Lan marcado quando a concentragdo
sanguinea de lactato atinge 4,0mmol/L. Estudos anteriores ja haviam demonstrado que o
Lan corresponde ao aumento exponencial do lactato sanguineo em resposta a uma carga
de exercicio (MADER et al., 1986). Posteriormente, Sjodin e Jacobs (1981)
consideraram a concentracdo sanguinea de lactato de 4,0mmol/L como “inicio do
acumulo de lactato sanguineo” (OBLA). Isto €, durante testes de exercicios com cargas

progressivas, com avaliagdes simultineas de lactato sanguineo e intensidade de



exercicio, a carga correspondente a 4,0mmol/L de lactato equivale ao maximo
desempenho aerébio (VOBLA). Este ultimo pode ser calculado através da curva de
andlise de regressao lactato sanguineo/intensidade de exercicio.

Em 1985, Heck e colaboradores realizaram testes de exercicios com
carga constante, em humanos, e avaliaram o lactato sanguineo. Esses autores
observaram que, independentemente da capacidade aerébia individual, uma MFEL era
atingida com 4,0mmol/L de lactato sanguineo.

Apesar das indmeras tentativas, as bases fisiologicas para o acimulo de
lactato sanguineo durante o exercicio ainda ndo foram totalmente elucidadas. Em
estudos recentes, a hipdtese de que a formacdo de lactato durante o exercicio
subméximo seja devido a hipéxia tecidual foi questionada. Estudos demonstraram que
mesmo frente a cargas moderadas de exercicio (50-75% do VO, max) €, portanto, com
concentracdes intracelulares adequadas de oxigénio, ja ocorre acimulo de lactato tanto
no musculo quanto no sangue (BROOKS, 1985; CAMPBELL et al., 1989). Pesquisas
com caes mostraram, também, que ha acimulo de lactato nos musculos em cargas tao
baixas quanto 10% do VO, n.x (CONETT et al., 1981). Tais evidéncias contestam a
relac@o causa/efeito entre produgdo de lactato e hipéxia tecidual, sugerindo algum outro
fator que ndo a limitacdo na oferta de oxigé€nio como responsdvel pelo aumento da
producdo muscular de lactato no exercicio. A despeito disso, a determinagdo de
“limiares”, isto é, determinacdo da intensidade de exercicio na qual o lactato sanguineo
comega a se acumular exponencialmente, tem-se mostrado ferramenta ttil na prescri¢ao
de exercicios (SJODIN; JACOBS, 1981).

Para fins praticos, o Lan tem sido empregado submetendo-se o sujeito a

esforcos com cargas progressivamente mais elevadas e concomitante avaliacdo da



concentracdo do lactato sanguineo. A determinac¢do do Lan pode ser feita baseando-se
no desvio da linha de base da concentragdo circulante de lactato ou na intensidade de
trabalho correspondente a uma concentracdo fixa de lactato circulante. O primeiro
método fundamenta-se no fato de que o aumento nao linear da concentragdo de lactato
sanguineo em relacdo a intensidade do exercicio indica a transicdo do metabolismo,
conforme definiram Wasserman e Mc. Ilroy (1964) e Kinderman et al. (1979). Ja o
segundo procedimento assume o principio de que até uma determinada concentragao
circulante de lactato (4,0mmol/L), ocorre um equilibrio entre a produ¢do muscular e a
remocgao desse substrato da circulagdo, conforme postulou Heck et al. (1985).

Virios estudos apontam elevada correlagdo entre a velocidade de corrida
correspondente ao Lan e a velocidade de corrida na maratona (FARREL, 1979;
SJODIN; JACOBS, 1981). Foi ainda constatado que a velocidade correspondente ao
Lan poderia ser atingida durante 50 minutos ou mais de corrida (STEGGMAN;
KINDERMAM, 1982). Constatou-se, também, que a maior eficiéncia para o
treinamento em natacdo (MADER et al., 1986), ciclo ergdmetro (DENIS, 1982) e
esteira rolante (PIERRE, 1990), ocorre em intensidade de exercicio correspondente ao
Lan.

Em 1993, Tegtbur et al. desenvolveram um teste para a determinagdo do
Lan, denominado teste do lactato minimo (TLM). Esse teste envolve a realiza¢do pelos
sujeitos de exercicio supramaximo, por um breve periodo de tempo, visando a indugdo
de hiperlactacidemia antes do inicio do teste padrdo com cargas progressivas em esteira
rolante. Lactato sanguineo minimo (LSM) foi definido como a velocidade na qual a

curva em forma de “U” obtida com os dados de lactato sanguineo durante o teste



progressivo atinge o nadir. Esse valor minimo de lactato sanguineo supostamente indica
o limiar de lactato (JONES; DOUST, 1998).

Apdés a proposta inicial, este teste vem sendo expressivamente
investigado, uma vez que parece oferecer vantagens sobre métodos correntemente
empregados para a estimativa do Lan. As mais importantes sao que o LSM pode ser
determinado objetivamente através da aplicacio de uma tangente zero-grau a uma
fungdo “spline” que ajuste a resposta do lactato sanguineo ao teste de exercicio com
cargas progressivas (JONES; DOUST, 1998) e que, aparentemente, o LSM ndo ¢é
afetado por condi¢des de deplecdo de glicogénio muscular (TEGTBUR et al., 1993). O
TLM foi considerado sensivel as modifica¢des da capacidade aerdbia pelo treinamento
fisico em algumas circunstancias (TEGTBUR et al., 1993; BACON; KERN, 1999;
SIMOES et al., 2000), mas nio em todas (JONES; DOUST, 1998; CARTER; JONES,
1999).

A determinacdo do Lan tem-se mostrado, também, valiosa em estudos
clinicos (WASSERMAN; Mc. ILROY, 1964; NEIVA et al.,, 1999). Uma vez que
existem limitacdes Obvias nas pesquisas com seres humanos, em especial nos estudos
clinicos, modelos animais t€m fornecido importantes informag¢des quanto a origem e as
conseqiiéncias de certas patologias, incluindo obesidade (SCALFANI, 1988), diabetes
(LUCIANO; MELLO, 1999) e desnutri¢do (GALDINO et al., 2000). O exercicio fisico,
por sua vez, tem sido considerado ferramenta importante no tratamento de obesidade,
diabetes (IVY et al., 1999) e desnutricio (TORUN; VITERI, 1994). Nesse sentido,
estudos dos efeitos do exercicio em modelos animais dessas patologias podem
contribuir para o desenvolvimento de procedimentos mais efetivos de tratamento para

0S mMesmos.



Uma vez que existem diferencas metabdlicas entre seres humanos e
ratos, é razodvel especular sobre potenciais diferengas entre espécies com respeito ao
fluxo de lactato durante o exercicio. Ainda que os mesmos principios gerais que
regulam o fluxo de lactato sejam vélidos para ambas as espécies, pode haver diferencas
quantitativas em algumas varidveis entre elas. No caso da corrida em esteira para rato, a
intensidade do exercicio pode ser elevada pelo aumento da velocidade. Isto possibilitou
a determinacdo do Lan nesse tipo de exercicio, o qual foi atingido a 4,0mmol/L de
lactato sanguineo (PILLIS et al., 1993; LANG FORT et al., 1996).

Em protocolo de natacdo, exercicio progressivo pode ser obtido pela
adicdo de sobrecargas progressivamente mais pesadas em relacdo ao peso corporal,
atadas ao térax ou a cauda do animal (GOBATTO et al., 1991). A utilizacdo do
exercicio de natacdo apresenta vantagens sobre a corrida em esteira, uma vez que a
natacdo € uma habilidade natural do rato. Isto evita selecio de animais, que se faz
necessaria nos protocolos de exercicio em esteira. A maior limitacdo dos protocolos de
natacdo para o rato € a dificuldade de identifica¢do da intensidade do exercicio realizado
pelo animal. Em estudo publicado em 2001, nosso grupo de pesquisa estabeleceu um
protocolo para a determinag¢do do Lan em ratos durante exercicio de natacdo em teste
com cargas fixas visando a obtencdao da MFEL (GOBATTO et al., 2001). Nesse estudo,
a MFEL foi obtida com os animais exercitando-se suportando cargas equivalentes a 5-
6% do peso corporal, quando a concentracdao sanguinea de lactato atingiu 5,5 mmol/L.
O fator limitante desse protocolo é o fato de envolver vérios testes, realizados ao longo
de mais de duas semanas. Isso inviabiliza sua aplicacdo em algumas condi¢des especiais
como gestacdo e lactagdo, que no rato tém a duracdo de 3 semanas cada uma e, ainda,

em animais portadores de tumores malignos, por exemplo. Uma vez que o TLM requer



apenas um teste realizado em um unico dia, poderia ser usado como procedimento
alternativo adequado a determina¢do do Lan em ratos durante a natagdo. Dessa forma,
nosso grupo desenvolveu um segundo estudo visando estabelecer um protocolo para a
determina¢do do Lan em ratos durante a natagdo utilizando o TLM (VOLTARELLI et
al., 2002). Nesse estudo, o Lan foi estimado na carga de 4,95+0,10% do peso corporal
enquanto que o lactato sanguineo interpolado foi de 7,17+0,16 mmol/L. Tendo em vista
que, teoricamente, o Lan indica a carga de trabalho correspondente a MFEL (HECK et
al., 1985), nesse mesmo estudo, foi checada a ocorréncia de estabilizacdo do lactato
sanguineo nos ratos durante exercicio de natacdo suportando carga fixa equivalente ao
Lan estimado pelo TLM. Houve estabilizacio do lactato sanguineo, porém a uma
concentracdo inferior (6,41+0,30 mmol/L) ao LSM obtido no TLM (VOLTARELLI et
al., 2002).

Esses dados levantaram questionamentos quanto a correspondéncia entre
Lan e MFEL em ratos durante exercicio de natagdo. Tais questionamentos procedem,
uma vez que o pressuposto de que o Lan indica a carga de trabalho equivalente a MFEL
mostrou-se verdadeiro, em humanos, em alguns tipos de exercicios, como corrida em
esteira rolante e cicloergometria (STEGGMAN; KINDERMAM, 1982; HECK et al.,
1985), mas ndao em todos. A carga de exercicio na MFEL parece diferir daquela no Lan
na ergometria de braco (KRUGER et al., 1990) e no remo (BENEKE, 1995). Assim,
uma hipétese que ndo pode ser descartada é que em ratos, durante exercicio de natagao,

possa haver diferenca na carga de trabalho entre MFEL e Lan.



3- OBJETIVO

Existem muitos pontos que permanecem obscuros € necessitam de
esclarecimento antes do emprego, com finalidades préticas, do TLM para estimar o Lan
em ratos. A deplecdo dos estoques de glicogénio muscular pode reduzir a concentragao
de lactato sanguinea a uma dada carga de exercicio? Seria a intensidade de exercicio
equivalente ao Lan determinada pelo TLM afetada pela redu¢do do glicogénio
muscular? Seria o Lan assim determinado sensivel as modifica¢des do condicionamento
fisico aerdbio ocasionados pelo treinamento fisico nesses animais? Seria possivel,
ainda, determinar o Lan de animais com distirbios metabdlicos aplicando-se o TLM?
Além disso, o exercicio de natacdo realizado em intensidades inferior, equivalente e
superior a transicdo metabdlica provocaria alteragcdes no metabolismo protéico de ratos
eutréficos e sedentérios?

Visando esclarecer alguns desses pontos, o presente estudo foi
delineado para avaliar a validade do TLM na determinacdo do Limiar Anaerdbio de
ratos durante exercicio de natagao.

Para atingir esse objetivo, foram realizados quatro (4) estudos, todos ja

concluidos.

Estudo 1: “Glicogénio Muscular e Limiar Anaerébio Determinado em Ratos Durante a

Natagdo”, objetivou verificar a relacio entre os estoques de glicogénio muscular e Lan



determinado pelo TLM em ratos durante exercicio de natagdo. Este estudo foi publicado

na Revista Motriz — Revista de Educacao Fisica (10): 35-40, Rio Claro/SP, 2004.

Estudo 2: “Limiar Anaerébio Determinado pelo Teste do Lactato Minimo em Ratos:
Efeito dos Estoques de Glicogénio Muscular e do Treinamento Fisico”, buscou verificar
a reprodutibilidade das respostas do Lan determinado pelo TLM, se o mesmo sofre
influéncia da reducao dos estoques de glicogénio muscular. Visou, também, avaliar a
sensibilidade do TLM as alteracdes do condicionamento aerdbio decorrentes do
treinamento em exercicio de natacdo na carga equivalente ao Lan individual. Este
estudo foi publicado na Revista Portuguesa de Ciéncias do Desporto, (4) 3: 16-25,

Porto, Portugal — DEZ/2004.

Estudo 3: “Determinacdo do Limiar Anaerébio em Ratas Obesas Tratadas com
Glutamato Monossddico (MSG)”, teve como objetivo determinar o Lan de ratas com
distirbio metabdlico (obesidade por tratamento com MSG) através do TLM durante
exercicio de natacdo. Este estudo foi publicado na Revista Logos (11): 84-92, Sdo José

do Rio Pardo/SP, 2003.

Estudo 4: Trata-se de um estudo complementar, intitulado “Lactato Minimo e Proteina
Muscular de Ratos Durante Exercicio de Natacdo”, que objetivou analisar os efeitos do
exercicio de natacdo em intensidades inferior, equivalente e superior ao Lan
determinado pelo TLM sobre o metabolismo protéico de ratos. O manuscrito referente a
este estudo foi traduzido para a lingua inglesa e submetido para publica¢ido na revista
polonesa Biology of Sport, com o seguinte titulo: Minimum Lactate and Muscle Protein

of Rats During Swimming Exercise (2005).
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Os 4 artigos cientificos ja concluidos serdao apresentados a seguir, na forma de

Capitulos, na presente Dissertacao de Mestrado.



11

CAPITULO 1
VOLTARELLL F. A; MELLO, M.A.R; GOBATTO, C.A. Glicogénio muscular e limiar
anaerébio determinado em ratos durante natagdo. Revista Motriz de Educacao Fisica
(10): 35-40, 2004.
RESUMO

Limiar Anaerébio (Lan) pode ser definido como a carga de trabalho na
qual o lactato sanguineo comeg¢a a se acumular exponencialmente durante exercicios
progressivos. Em humanos, o Lan, determinado pelo teste do lactato minimo (TLM),
sofre influéncia da reducdo dos estoques de glicogénio muscular, pois ocorre em
concentracdoes mais baixas de lactato sanguineo, embora a carga de trabalho ndo se
altere. Faltam informagdes quanto a esse aspecto em animais de laboratério. O presente
estudo visou verificar os efeitos da reducdo do teor de glicogénio muscular, induzido
pelo jejum de 48 horas, sobre o Lan estimado pelo TLM em ratos. A resposta dos
animais foi semelhante aquela descrita na literatura para seres humanos, ou seja, a
deplecao dos estoques de glicogénio muscular ndo alterou a carga de trabalho
equivalente ao Lan, mas reduziu a concentragdo sanguinea na qual o mesmo ocorreu.

palavras — chave: limiar anaerdébio, ratos, natagdo, glicogénio muscular, jejum
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ABSTRACT

Anaerobic threshold (AT) can be defined as the workload in which blood
lactate starts to accumulate exponentially during incremental exercises. In human
beings, the AT, determined by lactate minimum test (LMT), receives influence of
reduction of the muscle glycogen stores as it occurs at lower blood lactate
concentrations. On the other hand, the workload is not modified. The literature lacks
information on this subject in laboratory animals. The present study aimed to verify the
effects of reduction of the muscle glycogen stores, induced by 48 hours fast, on the AT
determined by LMT in rats. The response of the animals was similar that described in
the literature for human beings, i.e., the depletion of the muscle glycogen stores did not
modify the workload equivalent to the AT, but reduced the blood lactate concentration

in which it occurred.

Key words: anaerobic threshold, rats, swimming, muscle glycogen, fast

INTRODUCAO

Limiar anaerébio (Lan) pode ser definido como a carga de trabalho na
qual o lactato sanguineo comeg¢a a se acumular exponencialmente durante exercicios
progressivos e € considerado bom indicador do condicionamento aerébio e tem sido
utilizado na prescricdo de treinamento em diferentes modalidades de exercicio
(WASSERMAN; Mc. ILROY, 1964; KINDERMAN et al., 1979; TEGTBUR et al.,

2001).
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Tegtbur et al. (1993) desenvolveram um protocolo de teste para a
determina¢ao do Lan, denominado teste do lactato minimo (TLM). Esse teste envolve a
realizacdo de exercicio supramdximo, por um breve periodo de tempo, visando a
indu¢do da hiperlactacidemia antes do inicio do teste padrdo com cargas progressivas
em esteira rolante. Lactato sanguineo minimo (LSM) foi definido como a velocidade na
qual a curva em forma de “U”, obtida com os valores de lactato sanguineo durante o
teste progressivo, atinge o nadir. Esse valor minimo de lactato sanguineo supostamente

indica o Lan (JONES; DOUST, 1998; TEGTBUR et al., 1993; RIBEIRO et al., 2003).

Por razdes 6bvias, grande nimero de pesquisas envolvendo o exercicio
fisico tem sido conduzido em animais de laboratério, especialmente o rato e as
concentracdes de lactato, utilizadas para a determinagcdo da intensidade de esforco.
Como existem diferengas metabdlicas entre seres humanos e ratos, € razoavel especular
sobre potenciais diferencas entre espécies com respeito ao fluxo de lactato e outras
variantes durante o exercicio. A despeito da importancia do problema, ainda sdo raros

os estudos que tratam da cinética de lactato em ratos durante o exercicio.

Uma vez que a determinacao do lactato minimo requer apenas um teste
realizado em um unico dia, poderia ser adequado a obten¢do do Lan em ratos durante
exercicio de natagdo. Dessa forma, nosso grupo recentemente desenvolveu estudos
visando padronizar um protocolo para a determinacdo do Lan em ratos durante a
natacdo utilizando os principios do TLM estabelecidos por Tegtbur et al. (1993). Em
nosso estudo, o Lan médio calculado dos animais foi obtido na carga de 4,9510,10% do
peso corporal, enquanto que a concentracdo média de lactato sanguineo foi obtida, nessa

carga, a 7,171£0,16 mmol/L (VOLTARELLI et al., 2002).



14

Existem, ainda, outros pontos que permanecem obscuros e necessitam
de esclarecimento antes do emprego, com finalidades praticas, do TLM para estimar o
Lan em ratos. Conforme demonstrado em seres humanos, a deplecao dos estoques de
glicogénio muscular pode reduzir a concentragdo de lactato sanguineo a uma dada carga
de exercicio (TEGTBUR et al, 1993). Com base nessas informacdes, seriam
intensidade de exercicio e concentracdo sanguinea de lactato equivalentes ao Lan

determinado pelo TLM, em ratos, afetadas pela redu¢do do glicogénio muscular?

OBJETIVOS

O presente estudo teve como objetivo verificar a relacdo entre teor
reduzido de glicogénio muscular e Lan determinado pelo teste do lactato minimo em

ratos durante exercicio de natagao.

MATERIAL E METODOS

Animais: Foram utilizados ratos da linhagem Wistar, machos, adultos (90-100 dias de
idade) sedentdrios, cujas maes eram provenientes do Biotério Central da Universidade
Estadual Paulista (UNESP) — Botucatu/SP. Os animais permaneceram em gaiolas
coletivas (5 ratos por gaiola) e foram alimentados com ra¢do comercial (Purina®) para
roedores e dgua ad libitum bem como mantidos sob ciclo periddico claro e escuro de 12

horas a temperatura média de 25+2°C.

Adaptacao ao meio liquido: A adaptacdo consistiu em manter o animal em contato

com &gua rasa a temperatura de 32+2°C, durante 3 semanas, 5 dias por semana por 30
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minutos. Nas 2* e 3" semanas de adaptacdo, os mesmo suportaram sobrecargas de
chumbo inseridas em “mochilas” de pano fechadas com velcro® e atadas ao térax com
o auxilio de um elastico (VOLTARELLI et al., 2002). O propésito da adaptacdo foi
reduzir o estresse dos animais frente ao exercicio fisico realizado na d4gua (GOBATTO

et al., 2001).

TLM adaptado as condicoes do rato: Inicialmente, os animais foram colocados no
tanque cheio d dgua suportando sobrecarga equivalente a 50% do peso corporal e
exercitaram-se, anaerobiamente (saltos), durante 6 minutos (30 segundos de exercicio
interrompidos por 30 segundos de repouso), para a elevacdo da concentragio de lactato
sanguineo circulante. Apds 9 minutos de repouso, os animais iniciaram exercicio de
natacdo com intensidades progressivamente maiores (4,0; 4,5; 5,0; 5,5 € 6,0 % do peso
corporal), com duracdo de 5 minutos de exercicio em cada carga. Antes do inicio do
teste (repouso) e a cada troca de carga, foram coletadas amostras de sangue (25ul) para
a determinagdo do lactato no Analisador Eletroquimico YSL® modelo 1500 SPORT,
Yellow Spring, OH, USA. A curva lactato sanguineo vs carga de trabalho, para cada
rato, determinada no teste, foi obtida por ajuste polinomial de grau 2, com auxilio de um
programa de computador (MICROSOFT OFFICE - EXCEL®). Procedeu-se, entdo, a
determina¢cdo matematica, pela andlise da funcdo, do menor valor da concentracdo de
lactato sanguineo e respectiva carga de trabalho. Esse menor valor indicou o Lan

individual.

Jejum: Tegtbur et al. (1993) demonstraram, em sujeitos humanos, que embora os
valores de lactato sanguineo sejam mais baixos em condi¢des de deplecao do glicogénio
muscular, isso ndo afeta a intensidade equivalente ao Lan determinado pelo TLM. Essa

série de testes foi efetuada para verificar se estoques normais ou baixos de glicogénio
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muscular nos ratos antes do inicio da aplicacdo do teste, alterariam a intensidade de
exercicio equivalente ao Lan. Para isso, os animais foram submetidos a jejum de 48
horas, condicdo que sabidamente depleta os estoques de glicogénio muscular (LI et al.,
1993) e avaliados quanto ao Lan através do TLM. Imediatamente apds a realizacdo do
teste, os animais foram sacrificados e o musculo séleo da pata direita foi removido para
determina¢do das concentracdes de glicogénio. Animais no estado alimentado foram
simultaneamente submetidos ao TLM, sacrificados e analisados quanto ao teor de
glicogénio do musculo séleo. Para fins de comparacdo, foi também avaliado o teor de
glicogénio no musculo séleo de ratos no estado alimentado e/ou apds jejum de 48 horas,

sacrificados em repouso.

Grupos Experimentais: De acordo com o estado alimentar e a execug¢do ou ndo de
teste de esforco, formaram-se quatro (4) grupos experimentais: Jejum/Exercicio (J/E),

Alimentado/Exercicio (A/E), Jejum/Repouso (J/R) e Alimentado/Repouso (A/R).

Determinacao do teor de glicogénio do miisculo séleo de ratos: Imediatamente apés
a realizacdo do TLM (grupos J/E e A/E) e/ou em repouso (grupos J/R e A/R), os
animais foram decapitados e exanguinados. Aliquotas de tecido do musculo séleo foram
separadas para determinac¢do do glicogénio pelo método colorimétrico com fenol e

acido sulfurico (LO, S et al., 1970).

Analise Estatistica: Os dados foram expressos como Média + Desvio Padrdo. Foi
utilizada Andlise de Variancia (ANOVA), seguida de BONFERRONI, e Teste t-student.

O nivel de significancia foi de p < 0,05.
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RESULTADOS

As Figuras 1 e 2 mostram os valores do Lan calculados através da
equacgdo polinomial de grau 2 que definiu a curva lactato sanguineo (mmol/l) vs carga
de trabalho (% peso corporal), para um rato de cada grupo (J/E e A/E) durante o TLM
de natacdo. A titulo de exemplo, o Lan individual calculado do animal do grupo J/E foi
obtido na carga de 4,93% do peso corporal, na concentracdo de 4,65mmol/l de lactato
sanguineo (Figura 1). Em relacdo ao grupo A/E, o Lan individual calculado para o
animal ocorreu na carga de 4,89% do peso corporal a uma concentragao de 6,41 mmol/l

de lactato sanguineo (Figura 2).

A Tabela 1 contém os valores individuais e médios referentes a carga de
exercicio (% do peso corporal) e concentracdo de lactato sanguineo (mmol/L)
equivalentes ao Lan individual dos animais pertencentes aos grupos Alimentado e Jejum

de 48 horas estimados pelo TLM.
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Figura 1: Curva lactato sanguineo vs carga de trabalho durante teste do lactato minimo
de um rato do grupo Alimentado/Exercicio (A/E). A curva foi obtida por ajuste
polinomial de grau 2, com auxilio de programa de computador (EXCEL®). A equagio
y= 2,1286)(2 — 20,848x + 57,454, que define a curva, possibilitou o cdlculo do menor
valor da concentracdo de lactato sanguineo (6,41 mmol/L) e respectiva carga de trabalho

(4,89% do peso corporal). Esse menor valor de lactato sanguineo indica a carga de
trabalho equivalente ao Lan.
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Figura 2: Curva lactato sanguineo vs carga de trabalho durante teste do lactato minimo
de um rato do grupo Jejum de 48 horas/Exercicio (J/E). A curva foi obtida por ajuste
polinomial de grau 2, com auxilio de programa de computador (EXCEL®). A equagdo
y= 1,8314x* — 18,056x + 49,156, que define a curva, possibilitou o cdlculo do menor
valor da concentracdo de lactato sanguineo (4,65mmol/L) e respectiva carga de trabalho

(4,93% do peso corporal). Esse menor valor de lactato sanguineo indica a carga de
trabalho equivalente ao Lan.
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Tabela 1: Valores de lactato sanguineo (mmol/L) e carga de trabalho referentes ao
Limiar Anaerébio individual dos grupos Alimentado Exercicio (A/E) e Jejum de 48
horas Exercicio (J/E) durante o TLM.

A/E Carga Lactato Sanguineo
Rato 1 4,92 6,57
Rato 2 491 6,42
Rato 3 4,91 6,83
Rato 4 4,93 6,52
Rato 5 4,96 6,67
Rato 6 4,92 6,44
Rato 7 4,89 6,41
Média+ 4,92+ 6,55+
DP 0,022 0,154
J/E

Rato 1 4,84 4,94
Rato 2 4,85 4,83
Rato 3 4,85 4,78
Rato 4 4,83 4,67
Rato 5 4,87 5,12
Rato 6 4,93 4,89
Rato 7 4,93 4,65
Média+ 4,87+ 4,84+*
DP 0,042 0,163

DP= Desvio Padrao

*p < 0,05 em relagdo aos valores de lactato sanguineo do grupo A/E

A Tabela 2 mostra os valores médios de glicogénio tecidual (mg/100mg)
do miusculo séleo dos animais pertencentes aos grupos sacrificados em repouso (J/R e
A/R) e imediatamente apds a realizacio do TLM de natacdo (J/JE e A/E). As
concentracdes de glicogénio do musculo séleo do grupo J/R foram significantemente
menores em relacdo ao grupo A/R. As taxas de glicogénio do musculo séleo referentes

ao grupo A/E mostraram-se significantemente maiores em relacao ao grupo J/E.
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Tabela 2: Teores de glicogénio (mg/100mg) no musculo séleo dos animais nas
situagdes: estado Alimentado Exercicio (A/E), sacrificados apés o TLM; estado
Alimentado, sacrificados em repouso (A/R); Jejum de 48 horas Exercicio (J/E),
sacrificados apds o TLM e Jejum de 48 horas, sacrificados em repouso (J/R).

A/E A/R J/E J/R
Média 0,092 0,128 0,039%*:* 0,050*
Desvio
Padrio 0,003 0,011 0,002 0,002
n 7 5 7 5

TLM-= Teste do Lactato Minimo

*p < 0,05 em relacdo a situacdo A/R

** p < 0,05 em relagdo a situagdo A/E

DISCUSSAO

Apesar das inimeras tentativas, as bases fisioldgicas para o actimulo de
lactato sanguineo durante o exercicio ainda ndo foram totalmente elucidadas. Em
diferentes estudos, a hipétese de que a formacdo de lactato durante o exercicio
subméximo seja devida a hipoxia tecidual foi questionada. Na verdade, esses estudos
sugerem que os dados experimentais existentes possam ser interpretados de maneira
alternativa e que a formacao de lactato durante o exercicio submaximo € conseqiiéncia
da reducdo na disponibilidade de oxigénio na mitocondria (KHATZ; SAHLIN, 1990;
BROOKS, 2000). A despeito disso, a determinagdo de “limiares”, isto €, determinacao
da intensidade de exercicio na qual o lactato sanguineo comeca a se acumular

exponencialmente, denominado Limiar Anaerébio (Lan), tem-se mostrado ferramenta
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util na prescricdo de exercicios (SJODIN; JACOBS, 1981; JONES; CARTER, 2000;
BILLAT et al., 2003).

Para fins préticos, o Lan tem sido empregado submetendo-se o sujeito a
esforcos com cargas progressivamente mais elevadas e concomitante avaliacdo da
concentracdo do lactato sanguineo. A determinac¢do do Lan pode ser feita baseando-se
no desvio da linha de base da concentragdo circulante de lactato ou na intensidade de
trabalho correspondente a uma concentracdo fixa de lactato circulante. O primeiro
método fundamenta-se no fato de que o aumento ndo linear da concentragdo de lactato
sanguineo em relacdo a intensidade do exercicio indica a transicdo do metabolismo,
conforme definiram Wasserman e Mc. Ilroy (1964), Kinderman et al. (1979) e Simdes
et al. (2000). J4 o segundo procedimento assume o principio de que até uma
determinada concentracdo circulante de lactato, ocorre um equilibrio entre a produgdo
muscular e a remo¢ao desse substrato da circulagdo, conforme postulou Heck et al.
(1985).

A determinag¢do do Lan tem-se mostrado, também, valiosa em estudos
clinicos (WASSERMAN; Mc. ILROY, 1964; NEIVA et al.,, 1999). Uma vez que
existem limitacdes Obvias nas pesquisas com seres humanos, em especial nos estudos
clinicos, modelos animais tém fornecido importantes informa¢des quanto a realizagao
de exercicio fisico sob diversas condicdes experimentais, incluindo obesidade

(SCALFANI, 1988), diabetes (LUCIANO; MELLO, 1999), desnutricio (GALDINO et

al., 2000) e jejum (STEVANATO, 1999).

A proposta principal do presente estudo foi verificar a relagao entre teor
reduzido de glicogénio muscular (induzido pelo jejum de 48 horas) e Lan determinado

pelo teste do lactato minimo (TLM) em ratos durante exercicio de natacao.



22

No TLM originalmente descrito por Tegtbur et al. (1993) para humanos,
a acidose lactica inicial foi induzida em atletas por duas corridas exaustivas
consecutivas. A segunda corrida foi seguida por 8 minutos de recuperagdo (andar lento).

Em seguida, foi iniciado o teste progressivo de corrida.

Com base nessas informagdes, desenvolvemos, em nosso laboratdrio,
um teste para determinar o Lan durante exercicio de natacdo, utilizando os principios
basicos do TLM proposto por Tegtbur et al. (1993), adaptado as condicdes do rato
(VOLTARELLI et al., 2002). O Lan, nesse ultimo estudo (VOLTARELLI et al., 2002),
foi obtido na carga média calculada de 4,95+010% do peso corporal do animal na

concentracdo média de lactato sanguineo calculada de 7,17+0,16mmol/l.

Os valores calculados de intensidade de exercicio e lactato sanguineo,
correspondentes ao Lan, de apenas um rato do grupo A/E do presente estudo estdo
contidos na figura 1. Como se pode observar, a carga de exercicio e concentragdao de
lactato sanguineo, equivalentes ao Lan, determinados nesse animal, mostraram-se
semelhantes aos valores obtidos por Voltarelli et al. (2002). O mesmo foi observado nos
valores médios do grupo. Tais resultados sugerem potencial aplicacdo deste
procedimento em estudos que visem a prescri¢do de exercicio de natagdo para ratos.
Contudo, antes da ado¢do do teste com esta finalidade, € necessario conhecer melhor as
respostas metabdlicas decorrentes da aplicacdo dessa técnica, de maneira semelhante a
que ocorreu com o teste originalmente proposto para seres humanos (TEGTBUR et al.,

1993).

Uma das etapas do estudo desenvolvido por Tegtbur et al. (1993),

mostra que a deplecao dos estoques de glicogénio muscular pode reduzir a concentragao
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de lactato sanguineo a uma dada carga de exercicio durante a realizacdo do TLM por
humanos. Os sujeitos deste estudo (TEGTBUR et al., 1993) realizaram o teste com
estoques normais (dieta rica em carboidrato (CHO) + repouso um dia antes do teste,
para assegurar que os estoques de glicogénio muscular ndo fossem depletados) e
reduzidos (dieta pobre em CHO + exercicio de alta intensidade um dia antes do teste,
procedimento no qual a reducdo dos estoques de glicogénio muscular € esperada
BONEM et al., 1985; GREENHAFF et al., 1988) de glicogénio muscular. Com base
nessas informagdes, submetemos os animais ao jejum de 48 horas, condi¢do que
sabidamente depleta os estoques de glicogénio muscular (LI et al., 1993) e os avaliamos

quanto ao Lan através do TLM.

Como podemos observar na Tabela 2, o jejum de 48 horas foi eficaz em
reduzir, significativamente, os estoques de glicogénio muscular nos ratos do grupo J/R
quando comparados ao grupo A/R, mimetizando nos animais a condicao de reducdo de
estoque de glicogénio muscular proposta no estudo de Tegtbur et al. (1993) com seres

humanos.

No estudo de Tegtbur et al. (1993), a carga de trabalho (velocidade de
corrida) correspondente ao Lan dos sujeitos de ambos os grupos (dieta rica em CHO =
4, 7m/s e pobre em CHO = 4,7m/s) ndo foi alterada quando da realizagdao do TLM. Em
contrapartida, a concentracdo de lactato sanguineo, correspondente ao Lan dos sujeitos,
foi obtida em niveis consideravelmente menores no grupo que recebeu dieta pobre em
CHO (3,1£1,7mmol/l) quando comparada ao grupo que recebeu dieta rica em CHO

(3,7£2,2mmol/1), corroborando achados anteriores descritos por Massen e Busse (1989).
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No presente estudo com animais, podemos observar, nas Figuras 1 e 2,
que o comportamento dos resultados, tanto de carga de trabalho quanto de lactato
sanguineo, foram equivalentes aos encontrados por Tegtbur et al. (1993). A carga de
trabalho correspondente ao Lan do animal pertencente ao grupo J/E (Figura 2) foi
semelhante a determinada no animal do grupo A/E (Figura 1). No entanto, a
concentracdo de lactato sanguineo, correspondente ao Lan do animal do grupo J/E
apresentou-se significantemente menor em relacdo ao valor obtido no animal do grupo
A/E. A mesma diferenca foi observada nos valores médios calculados, referentes ao

Lan, do grupo J/E quando comparados com os resultados do grupo A/E (Tabela 1).

Resultados que demonstram a influéncia dos estoques de glicogénio
muscular na concentragdo de lactato sanguineo durante o exercicio estdo contidos na
Tabela 2. Podemos observar que os valores médios dos teores de glicogénio obtidos do
miusculo séleo do grupo J/E mostram-se em niveis significativamente menores quando
comparados aos valores médios da mesma varidvel do grupo A/E. A menor
concentracdo de lactato sanguineo, equivalente ao Lan, apresentada pelos animais do
grupo J/E pode, entdo, ser explicada pela diminui¢do de 32% no conteudo total de
glicogénio do musculo séleo de ratos submetidos ao jejum de 48 horas em relacdo aos
alimentados. Tal situacdo, sabidamente, reduz oxidacdo de carboidratos, a sintese de
glicogénio, e, principalmente, a menor produ¢ao muscular de lactato (LI et al., 1993).
Por outro lado, a intensidade (carga de exercicio) equivalente ao Lan ndo foi afetada
pela reducdo dos estoques musculares de glicogénio, indicando a fidedignidade da

técnica utilizada para estima-lo.
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CONCLUSAO

¢ O Lan de ratos submetidos a reducdo dos estoques de glicogénio muscular foi
obtido em carga de exercicio (% do peso corporal) semelhante a de ratos controle
alimentados. Em contrapartida, a concentra¢do de lactato sanguineo (mmol/l) na

carga de exercicio equivalente ao Lan foi menor.

e A resposta observada nos ratos foi semelhante aquela descrita na literatura para
seres humanos, ou seja, a deple¢do dos estoques de glicogénio muscular nao
alterou a carga de trabalho equivalente ao Lan, mas reduziu a concentracdo de

lactato sanguineo, na qual o mesmo apareceu.

¢ Em conjunto, estas informag¢des indicam a fidedignidade da técnica aqui descrita

para a estimativa do Lan em ratos.
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CAPITULO 2
VOLTARELLI, F.A; MELLO, M.A.R; GOBATTO, C.A. Limiar anaerébio
determinado pelo teste do lactato minimo em ratos: efeito dos estoques de glicogénio

muscular e do treinamento fisico. Revista Portuguesa de Ciéncias do Desporto (4) 3:

16-25, DEZ/2004.

RESUMO

O presente estudo visou verificar, em ratos: a) o efeito do teor de
glicogénio muscular sobre o limiar anaerébio (Lan) estimado pelo teste do lactato
minimo (TLM) em ratos e b) avaliar a sensibilidade do TLM as alteracdes do
condicionamento aerébio decorrentes do treinamento fisico. Foram utilizados ratos
Wistar, adultos (90 dias), adaptados ao meio liquido. Para avaliar os efeitos dos
estoques de glicogénio muscular, o TLM foi realizado nos animais no estado alimentado
(A) e ap6s jejum de 12 horas (J). No que diz respeito ao treinamento fisico, foram
avaliadas 3 situacOes: Condi¢do Sedentdria (C/S), Treinamento de 4 semanas (T4) e
Treinamento de 8 semanas (T/8). Os ratos treinados foram submetidos a exercicios de
natacdo, 5 dias por semana, 1 hora por dia, suportando sobrecarga (% peso corporal —
pc) equivalente ao Lan individual por 4 e 8 semanas. Os valores médios do Lan para os
grupos J (n=7) e A (n=7) foram de 4,90+0,08 e 4,88+0,06% do pc nas concentragdes de

5,51£0,37 e 6,65+£0,27mmol/l de lactato sanguineo (LS), respectivamente. Os valores
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médios de Lan na situacdao C/S (n=16; 4,93+0,07% do pc a 7,39+£0,39 mmol/L de LS)
foram melhorados com T/4 (n=16; 5,42+0,01% do pc a 6,38+0,12 mmol/L de LS) e T/8
(n=16; 5,98+0,02% do pc a 5,89+0,14 mmol/L de LS). De acordo com os resultados: a)
a deplecdao dos estoques de glicogénio muscular ndo alterou a carga de trabalho
equivalente ao Lan, mas reduziu a concentracdo sanguinea de lactato na qual o0 mesmo
apareceu ¢ b) o Lan determinado pelo TLM foi sensivel as modificacdes do

condicionamento fisico aerébio dos animais.

Palavras-chave: LIMIAR ANAEROBIO, ESTOQUE DE GLICOGENIO MUSCULAR,

TREINAMENTO FISICO, RATOS, NATACAO

ABSTRACT

The present study aimed to verify, in rats: a) the effect of the muscle
glycogen stores on the anaerobic threshold (AT) determined by lactate minimum test
(LMT) in rats and b) to evaluate the sensitivity of the LMT to the alterations of the
aerobic conditioning induced by physical training. Adult Wistar rats adapted in the
water during 3 weeks were used. For the evaluation of the influence of muscle glycogen
stores, the LMT was performed by the animals in the fed state (FE) and after a 12 hour
fast (FA). For evaluation of the effects of training, 3 situations were considered:
Sedentary condition (S/C), 4 week training (4w/T) and 8 week training (8w/T). Trained
rats were submitted to swimming exercise, 5 days per week, 1 hour per day, supporting
overload (% body weight — bw) equivalent to the individual AT for 4 e 8 weeks. The
average values of the AT for groups FA (n=7) and FE (n=7) were of 4,90+0,08 and
4.88+0.06% of bw at concentrations of 5,51+0,37 and 6,65+0,27mmol/l of blood lactate

(BL), respectively. The average values of AT in the situation S/C (n=16; 4,93+0,07% of
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bw at 7,39+0,39 mmol/L of BL) were improved by 4w/T (n=16; 5,42+0,01% of bw to
6,38+0,12mmol/L of BL) and 8w/T (n=16; 5,98+0,02% of bw to 5,89+0,14 mmol/L of
BL). In accordance with the results: a) the depletion of the muscle glycogen stores did
not modify the workload equivalent to the AT, but reduced the blood lactate
concentration in which it appeared and b) the Lan determined by the LMT was sensible

to modifications of the aerobic physical conditioning of the animals.

Key Words: ANAEROBIC THRESHOLD, MUSCLE GLYCOGEN STORES,

PHYSICAL TRAINING, RATS, SWIMMING

INTRODUCAO

Limiar anaerébio (Lan) pode ser definido como a carga de trabalho na
qual o lactato sanguineo comec¢a a se acumular exponencialmente durante exercicios
progressivos, é considerado bom indicador do condicionamento aerébio e tem sido
utilizado na prescrigdo de treinamento em diferentes modalidades de exercicio
(WASSERMAN; Mc ILROY, 1964; KINDERMAN et al., 1979; JONES; CARTER,

2000).

Tegtbut et al. (1993) desenvolveram um protocolo de teste para a
determina¢do do Lan, denominado teste do lactato minimo (TLM). Esse teste envolve a
realizacdo de exercicio supramaximo, por um breve periodo de tempo, visando a
indugdo da hiperlactacidemia antes do inicio do teste padrdo com cargas progressivas
em esteira rolante. Lactato sanguineo minimo (LSM) foi definido como a velocidade na

qual a curva em forma de “U”, obtida com os valores de lactato sanguineo durante o
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teste progressivo, atinge o nadir. Esse valor minimo de lactato sanguineo supostamente

indica o Lan (JONES; DOUST, 1998).

Recentemente, Ribeiro et al. (2003) realizaram um estudo aplicando o
TLM (estimulo anaerébio de 50 metros e etapa progressiva equivalente a 300 metros,
com coleta de sangue a cada 50 metros) em seres humanos treinados durante exercicio
de natagdo e que foram aleatoriamente submetidos a cinco avaliagdes por um periodo de
2 semanas visando a determinacdo do Lan desses sujeitos. O valor médio referente ao
Lan desses sujeitos (n=12) foi obtido na intensidade de 1,28+0,11 m/s ' na concentracao

de 5,5+2.2 mmol/L de LS.

Por razdes 6bvias, grande nimero de pesquisas envolvendo o exercicio
fisico tem sido conduzido em animais de laboratdrio, especialmente o rato e as
concentracdes de lactato, utilizadas para a determinagcdo da intensidade de esforco.
Como existem diferengcas metabdlicas entre seres humanos e ratos, € razodvel especular
sobre potenciais diferengas entre espécies com respeito ao fluxo de lactato e outras
variantes durante o exercicio. A despeito da importancia do problema, ainda sdo raros

os estudos que tratam da cinética de lactato em ratos durante o exercicio.

Uma vez que a determinacio do lactato minimo requer apenas um teste
realizado em um unico dia, poderia ser adequado a obten¢do do Lan em ratos durante
exercicio de natagdo. Dessa forma, nosso grupo recentemente desenvolveu estudos
visando padronizar um protocolo para a determinacdo do Lan em ratos durante a
natagcdo utilizando os principios do TLM estabelecidos por Tegtbur et al. (1993). Em

nosso estudo, o Lan médio calculado dos animais foi obtido na carga de 4,951+0,10% do
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peso corporal a concentracdo sanguinea de lactato de 7,17£0,16 mmol/L

(VOLTARELLI et al., 2002).

Existem, ainda, pontos que permanecem obscuros e necessitam de
esclarecimento antes do emprego, com finalidades préticas, do TLM para estimar o Lan
em ratos. Conforme demonstrado em seres humanos, a deplecdo dos estoques de
glicogénio muscular pode reduzir a concentragdo de lactato sanguineo a uma dada carga
de exercicio (TEGTBUR et al.,, 1993). Com base nessas informacdes, seriam
intensidade de exercicio e concentragdo sanguinea de lactato equivalentes ao Lan
determinado pelo TLM, em ratos, afetadas pela reducao do glicogénio muscular? Além
disso, seria o Lan assim determinado sensivel as modificacdes do condicionamento
fisico aerébio ocasionados pelo treinamento fisico nesses animais? Dessa forma, o
presente estudo foi delineado com a finalidade de: a) verificar se o Lan determinado
pelo teste do lactato minimo sofre influéncia da redug¢do dos estoques de glicogénio
muscular (induzido por jejum de 12 horas), visto que a deplec@o do glicogénio muscular
pode reduzir a concentracdo de lactato sanguineo em uma dada carga de exercicio e b)
avaliar a sensibilidade do teste do lactato minimo as alteracdes do condicionamento
aerébio decorrentes do treinamento em exercicio de natagdo na carga equivalente ao

Lan individual determinada em ratos.

MATERIAL E METODOS

Animais: foram utilizados ratos da linhagem Wistar, machos, adultos (90-100 dias de
idade), eutréficos e sedentdrios, cujas maes eram provenientes do Biotério Central da
Universidade Estadual Paulista (UNESP) — Botucatu/SP. Os animais permaneceram em

gaiolas coletivas (5 ratos por gaiola) e foram alimentados com racdo comercial
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(Purina®) para roedores e dgua ad libitum bem como mantidos sob ciclo periddico claro

e escuro de 12 horas a temperatura média de 25+2°C.

Adaptacao ao Meio Liquido: a adaptacdo consistiu em manter o animal em contato
com &gua rasa a temperatura de 32+2°C, durante 3 semanas, 5 dias por semana por 30
minutos. Nas 2* e 3* semanas de adaptacdo, os mesmo suportaram sobrecarga
equivalente a 5% do peso corporal (VOLTARELLI et al., 2002). O propésito da

adaptacdo foi reduzir o estresse dos animais frente ao exercicio fisico realizado na dgua.

Teste do Lactato Minimo (TLM): a determinacdo do Lan pelo TLM, conforme
proposto para humanos (TEGTBUR et al., 1993; JONES; DOUST, 1998), consiste em:
a) um periodo breve de exercicio de alta intensidade para provocar um aumento de
lactato sanguineo circulante; b) um periodo breve de recuperacdo para assegurar a
hiperlactacidemia e c) um protocolo de teste de exercicio com cargas progressivas, com
coleta de sangue para andlise de lactato a cada carga. Uma vez que a por¢ao progressiva
do TLM comega quando o sujeito apresenta niveis altos de lactato sanguineo, a mesma
produz um perfil de lactato sanguineo caracteristico, em forma de “U”. O LSM foi
definido como a intensidade de exercicio na qual a “curva em forma de U”, derivada
dos valores de lactato sanguineo obtidos durante o TLM, atinja o nadir. Partindo dos
principios desse protocolo, o teste foi adaptado em nosso laboratério para as condigdes
do rato (VOLTARELLI et al., 2002) e empregado no presente estudo, com pequenas

modificacOes, para a determinacdo do Lan dos animais.

TLM Adaptado as Condicoes do Rato: inicialmente, os animais foram colocados no
tanque cheio d dgua suportando sobrecarga equivalente a 50% do peso corporal e

exercitaram-se, anaerobiamente (saltos), durante 6 minutos (30 segundos de exercicio
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interrompidos por 30 segundos de repouso), para a elevac¢do da concentragio de lactato
sanguineo circulante. Apds 9 minutos de repouso, os animais iniciaram exercicio de
natacdo com intensidades progressivamente maiores (4,0; 4,5; 5,0, 5,5 € 6,0 % do peso
corporal), com duracdo de 5 minutos de exercicio em cada carga. Antes do inicio do
teste (repouso) e a cada troca de carga, foram coletadas amostras de sangue (25ul) para
a determinagdo do lactato no Analisador Eletroquimico YSL® modelo 1500 SPORT,
Yellow Spring, OH, USA. A curva lactato sanguineo vs carga de trabalho, para cada
rato, determinada no teste, foi obtida por ajuste polinomial de grau 2, com auxilio de um
programa de computador (MICROSOFT OFFICE - EXCEL®). Procedeu-se, entdo, a
determina¢cdo matemdtica, pela andlise da func¢do, o menor valor da concentracdo de
lactato sanguineo e respectiva carga de trabalho. Esse menor valor indicou o Lan

individual.

Jejum: Tegtbur et al. (1993) demonstraram em sujeitos humanos, que embora os
valores de lactato sanguineo sejam mais baixos em condi¢des de deplec¢ao do glicogénio
muscular, isso ndo afeta a intensidade equivalente ao Lan determinado pelo TLM. Essa
série de testes foi efetuada para verificar se estoques normais ou baixos de glicogénio
muscular nos ratos antes do inicio da aplicacdo do teste, alterariam a intensidade de
exercicio equivalente ao Lan. Para isso, os animais foram submetidos a jejum de 12
horas, condicdo que sabidamente depleta os estoques de glicogénio muscular e
avaliados quanto ao Lan através do TLM. Imediatamente apds a realizacao do teste, os
animais foram sacrificados e o musculo séleo da pata direita foi removido para
determinagdo das concentragdes de glicogénio (LO S et al., 1970). Animais no estado
alimentado foram simultaneamente submetidos ao TLM, sacrificados e analisados

quanto ao teor de glicogénio do musculo séleo. Para fins de comparagdo, foi também
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avaliado o teor de glicogénio no musculo séleo de ratos no estado alimentado e/ou apds

jejum de 12 horas, sacrificados em repouso.

Treinamento fisico: esse procedimento foi realizado utilizando-se outro lote de animais
e teve como proposito verificar a sensibilidade do teste do lactato minimo as mudangas
do condicionamento aerdbio decorrentes do treinamento. Para isso, os ratos foram
submetidos por 8 semanas a exercicios de natacio em tanques coletivos
(100cmx80cmx80cm), contendo dgua a 30-32°C, 5 dias por semana, suportando
sobrecarga equivalente ao Lan individual. Ao final do periodo de 4 semanas de
treinamento os animais foram novamente submetidos ao TLM. Esse procedimento foi
realizado afim de se ajustar a carga de treinamento equivalente ao Lan individual dos
ratos (necessdrio para dar continuidade ao processo de treinamento) e verificar possiveis
modificacdes na cinética do lactato sanguineo decorrentes do treinamento fisico.
Finalizadas as 8 semanas de treinamento, os animais foram mais uma vez avaliados pelo
TLM para identificagdo das mudancas no condicionamento aerdbio (carga de
exercicio/% do peso corporal e concentracao de lactato sanguineo/mmol/L).

Dessa forma, para avaliar os efeitos do treinamento fisico, os animais foram
avaliados em 3 situagdes: Sedentdria, Treinamento por 4 semanas e Treinamento por 8

semanas. Os mesmos animais foram submetidos a todas as situacdes.

Teste de Natacao com Carga Fixa Equivalente ao Lan: foi realizado um teste de
natacdo onde os animais suportaram carga fixa equivalente ao Lan durante 30 minutos
(GOBATTO et al., 2001), visando verificar se o lactato sanguineo estabilizar-se-ia nessa
intensidade de exercicio pois, teoricamente, o Lan coincide com a maxima fase estdvel

de lactato (BILLAT et al., 2001). Foram coletadas amostras sanguineas durante o teste
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para a determinagdo do lactato a cada 5 minutos de exercicio. Esse procedimento
experimental foi efetuado 48 horas apds os animais realizarem o primeiro (condi¢cao
sedentdria), o segundo (4 semanas de treinamento) e o terceiro (final da etapa de

treinamento de 8 semanas) TLM.

Analise Estatistica: os dados foram expressos como Média + Desvio Padrdo. Os
procedimentos estatisticos incluiram Andlise de Variancia (ANOVA), seguida de

BONFERRONI, onde apropriado. O nivel de significancia foi de p < 0,05.

RESULTADOS

Jejum

A Figura 1 mostra os valores do Lan calculados através da equacgado
polinomial de grau 2 que definiu a curva lactato sanguineo (LS) (mmol/L) vs carga de
trabalho (% peso corporal-pc), para um rato em cada situacdo (Jejum e estado
Alimentado) durante o TLM de natacdo. O Lan individual calculado do animal no
estado Alimentado foi obtido na carga de 4,97% % do pc, na concentracdo de
6,6 lmmol/L de LS. Em relag@o ao animal em Jejum, o Lan individual calculado ocorreu
na carga de 4,99% do pc a concentragdo de 5,94mmol/l de LS. Os valores médios do
Lan calculados para as situacdes Jejum (n=7) e estado Alimentado (n=7) foram de
4,90+0,08 e 4,88+0,06 % de carga em relacdo ao peso corporal, nas concentragdes de

5,51+£0,37 e 6,65+0,27 mmol/L de lactato sanguineo, respectivamente.

A Tabela 1 mostra as concentragdes de glicogénio no musculo séleo dos

animais nas seguintes situagdes: estado Alimentado, sacrificados apés o TLM; estado
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Alimentado, sacrificados em repouso; Jejum de 12 horas, sacrificados apés o TLM e
Jejum de 12 horas, sacrificados em repouso. As concentracdes médias de glicogénio

foram sempre significativamente inferiores nos animais jejuados.

Treinamento Fisico

A Figura 2 mostra os efeitos do treinamento fisico de nata¢do sobre o
condicionamento aerébio de apenas um rato suportando carga equivalente ao Lan
individual, a titulo de exemplo. O Lan foi calculado através da equac@o polinomial de
grau 2 que definiu a curva LS (mmol/L) vs carga de trabalho (% do pc). O Lan
individual desse animal, quando em Situacdo Sedentdria, foi obtido na carga de 5,05%
do pc a 6,47 mmol/L de LS. Apds 4 semanas de treinamento fisico houve melhora nas
magnitudes referentes ao Lan individual desse rato, ou seja, o valor da carga de
exercicio aumentou e a concentracdo de LS apresentou declinio (5,41% do pc a 6,32
mmol/L. de LS). O mesmo comportamento foi observado ao final das 8 semanas de
treinamento fisico de natacdo onde o Lan individual foi obtido na carga de 5,97% do pc
na concentragdo de 5,80 mmol/LL de LS. Os valores médios do Lan calculados para
todos os ratos na Situacdo Sedentdria (n=16), Treinamento 4 Semanas (n=16) e
Treinamento 8 Semanas (n=16) foram de 4,93+0,07, 5,42+0,01 e 5,98+0,02% de carga
em relacdo ao peso corporal, nas concentragdes de 7,39+0,39, 6,38+0,12 e 5,89+0,14

mmol/L de lactato sanguineo, respectivamente.

Visando verificar a estabilizacdo do lactato sanguineo durante o
exercicio, efetuou-se um teste de natacdo (30 minutos) com carga fixa equivalente ao
Lan individual nas situacdes Sedentdria e apds treinamento por 4 e 8 semanas. Os

resultados obtidos para o mesmo animal da Figura 2 sdo apresentados na Figura 3. Na
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situacdo Sedentdria, a concentracao de LS estabilizou-se em 6,25+0,03mmol/L na carga
de 5,05% do pc. Apés 4 semanas de treinamento, a concentracao de LS estabilizou-se
em valor inferior (6,05+0,03 mmol/L) quando comparada com a situagdo Sedentdria,
enquanto que a carga de exercicio se elevou (5,41% do pc). Apdés 8 semanas de
treinamento, a concentragdo de LS estabilizou-se em 5,49+0,04 mmol/L na carga de
5,97% do pc. Fato semelhante foi verificado em relacdo aos valores médios calculados
para o conjunto de animais (n=16 em cada situacao), tanto para a carga de trabalho (%
do pc) (situagdo Sedentdria= 4,93+0,09, Treinamento 4 Semanas= 5,42+0,01 e
Treinamento 8 Semanas= 5,98+0,02) quanto para as concentracdes médias de lactato
sanguineo (mmol/L) (situagdo Sedentdria= 6,66+0,37, Treinamento 4 Semanas=

6,10+0,05 e Treinamento 8 Semanas= 5,51+0,15 mmol/L).

Estado Alimentado Jejum
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Figura 1: Curva lactato sanguineo vs carga de trabalho durante teste do lactato minimo
de um rato no estado Alimentado e de um rato em Jejum. As curvas foram obtidas por
ajuste polinomial de grau 2, com auxilio de programa de computador (EXCEL®). As
equagdes a seguir, que definiram as curvas, possibilitaram os cdlculos dos menores
valores das concentracdes de lactato sanguineo (LS) e respectivas cargas de trabalho
(peso corporal — pc). Para estado Alimentado, y= 1,3886)(2 — 13,794x + 40,866
(6,61lmmol/L de LS a 4,97% do pc); para Jejum, y= 1,27434x2 — 12,711x + 36,642
(5,94mmol/L de LS a 4,99% do pc). Esses menores valores de lactato sanguineo
indicaram as cargas de trabalho equivalentes ao Lan.
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Tabela 1: Teores de glicogénio (mg/100mg) no musculo séleo dos animais nas
situagdes: estado Alimentado, sacrificados apés o TLM (A/TLM); estado Alimentado,
sacrificados em repouso (A/R); Jejum de 12 horas, sacrificados apés o TLM (J/TLM) e
Jejum de 12 horas, sacrificados em repouso (J/R).

A/TLM A/R J/TLM J/R
Média 0,087 0,135 0,048** 0,065%*
Desvio
Padrio 0,005 0,035 0,003 0,003
n 7 5 7 5

TLM-= Teste do Lactato Minimo
*p < 0,05 em relacdo a situacdo A/R

** p < 0,05 em relagdo a situagao A/TLM
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Situacao Sedentaria Treinamento 4 Semanas
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Figura 2: Curvas de lactato sanguineo vs carga de trabalho de um rato durante testes do
lactato minimo realizados antes (Situacdo Sedentdria) e apds 4 ou 8 semanas de
treinamento fisico de nata¢do suportando carga equivalente ao Limiar Anaerébio (Lan)
individual. As curvas foram obtidas por ajuste polinomial de grau 2, com auxilio de
programa de computador (EXCEL®). As equagdes a seguir, que definiram as curvas,
possibilitaram o cédlculo dos menores valores das concentracdes de lactato sanguineo
(LS) e respectivas cargas de trabalho (peso corporal — pc). Para Situagdo Sedentdria, y=
2,0143)(2 —20,339x + 57,81 (5,05% do pc a 6,47 mmol/L de LS); para Treinamento 4
Semanas y= 2,4343X2 — 26,405 + 77,958 (5,41% do pc a 6,32 mmol/L de LS) e para
Treinamento 8 Semanas, y= 2,0229)(2 - 22,119 + 66,266 (5,97% do pc a 5,80 mmol/L
de LS). Esses menores valores de lactato sanguineo indicam as cargas de trabalho
equivalentes ao Lan em cada situacao.
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Situacao Sedentaria Treinamento 4 Semanas
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Figura 3: Curva lactato sanguineo (LS) vs tempo de exercicio durante teste de carga fixa
de apenas um rato (0 mesmo da Figura 3) suportando sobrecarga, em relacdo ao peso
corporal (pc), equivalente ao Limiar Anaerébio (Lan) individual determinado pelo teste
do lactato minimo, nas situagdes Sedentdria (Lan= 5,05% do pc), Treinamento de 4
Semanas (Lan= 5,41% do pc) e Treinamento de 8 Semanas (Lan= 5,97% do pc). As
concentracdoes de LS do animal estabilizaram-se em 6,25+0,03 mmol/L. quando em
Situacdo Sedentdria; 6,05+0,03 mmol/L apds 4 semanas de treinamento e em 5,49+0,04
mmol/L apds 8 semanas de treinamento.

DISCUSSAO

Apesar das indmeras tentativas, as bases fisiol6gicas para o acimulo de
lactato sanguineo durante o exercicio ainda nio foram totalmente elucidadas. A despeito
disso, a determinacdo de “limiares” de lactato, isto €, determinacdo da intensidade de

exercicio na qual o lactato sanguineo comega a se acumular exponencialmente, tem-se
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mostrado ferramenta util na prescricdo de exercicios (SJODIN; JACOBS, 1981;
JONES; CARTER, 2000; BILLAT, et al., 2003).

Para fins préticos, o limiar anaerébio (Lan) tem sido empregado
submetendo-se o sujeito a esfor¢os com cargas progressivamente mais elevadas e
concomitante avaliacdo da concentracdo do lactato sanguineo. A determinacdo do Lan
pode ser feita baseando-se no desvio da linha de base da concentracdo circulante de
lactato ou na intensidade de trabalho correspondente a uma concentragdo fixa de lactato
circulante. O primeiro método fundamenta-se no fato de que o aumento ndo linear da
concentracdo de lactato sanguineo em relagdo a intensidade do exercicio indica a
transicdo do metabolismo, conforme definiram Wasserman e Mc. Ilroy (1964) e
KINDERMAN et al. (1979). O segundo procedimento assume o principio de que até
uma determinada concentracdo circulante de lactato, ocorre um equilibrio entre a
producdo muscular e a remog¢ao desse substrato da circulagdo, conforme postulou Heck
et al. (1985).

A determinag¢do do Lan tem-se mostrado, também, valiosa em estudos
clinicos (WASSERMAN; Mc ILROY, 1964; NEIVA et al.,, 1999). Uma vez que
existem limitacdes Obvias nas pesquisas com seres humanos, em especial nos estudos
clinicos, modelos animais tém fornecido importantes informa¢des quanto a realizagao
de exercicio fisico sob diversas condicdes experimentais, incluindo obesidade
(VOLTARELLI et al., 2003), diabetes (LUCIANO; MELLO, 1999), desnutri¢cdo
(GALDINO et al., 2000) e jejum (STEVANATO et al., 1998).

O presente estudo foi delineado a partir de duas propostas distintas: a)
verificar se o Lan determinado pelo teste do lactato minimo sofre influéncia da reducao

dos estoques de glicogénio muscular (induzido por jejum de 12 horas), visto que a
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deplecdo do glicogénio muscular pode reduzir a concentracdo de lactato sanguineo em
uma dada carga de exercicio e b) avaliar a sensibilidade do teste do lactato minimo as
alteracdes do condicionamento aerébio decorrentes do treinamento em exercicio de

natacdo na carga equivalente ao Lan individual determinada em ratos.

No TLM originalmente descrito para seres humanos (TEGTBUR et al.,
1993), a acidose lactica inicial foi induzida em atletas por duas corridas exaustivas
consecutivas. A segunda corrida foi seguida por 8 minutos de recuperacdo (andar lento).

Em seguida, foi iniciado o teste progressivo de corrida.

Baseando-se nessas informagdes, desenvolvemos, em nosso laboratério,
um teste para determinar o Lan durante exercicio de natacdo, utilizando os principios
basicos do TLM proposto para seres humanos (TEGTBUR et al., 1993), adaptado as
condicdes do rato (VOLTARELLI et al., 2002). O Lan de ratos, nesse dltimo estudo, foi
obtido na carga média calculada de 4,95+010% do peso corporal (pc) dos animais na

concentracdo média de lactato sanguineo (LS) calculada de 7,17+0,16mmol/L.

A Figura 1 mostra os valores calculados de intensidade de exercicio
(4,97% do pc) e lactato sanguineo (6,61mmol/L), correspondentes ao Lan, de apenas
um rato no estado Alimentado do presente estudo. Como se pode notar, a carga de
exercicio e concentragdo de lactato sanguineo, equivalentes ao Lan, obtidos nesse
animal, mostraram-se semelhantes aos valores obtidos no estudo anteriormente efetuado

com ratos.

Tegtbur et al. (1993) mostram que a deplecao dos estoques de glicogénio
muscular pode reduzir a concentracdo de lactato sanguineo a uma dada carga de

exercicio durante a realizacio do TLM por humanos. Os sujeitos deste estudo
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(TEGTBUR et al., 1993) realizaram o teste com estoques normais (dieta rica em
carboidrato + repouso um dia antes do teste, para assegurar que os estoques de
glicogénio muscular ndo fossem depletados) e reduzidos (dieta pobre em carboidrato +
exercicio de alta intensidade um dia antes do teste, procedimento no qual a redu¢do dos
estoques de glicogénio muscular é esperada — BONEM et al., 1985; GREENHAFF et
al.,, 1988) de glicogénio muscular. Com base nessas informacdes, submetemos os
animais ao jejum de 12 horas, condicdo que sabidamente depleta os estoques de

glicogénio muscular (LI et al., 1993) e os avaliamos quanto ao Lan através do TLM.

Observa-se na Tabela 1, que o jejum de 12 horas mostrou-se eficaz em
reduzir, significativamente, os estoques musculares de glicogénio (0,065+0,003
mg/100mg) quando comparados ao estado Alimentado (0,135+0,035 mg/100mg).
Portanto, tal procedimento foi eficiente em mimetizar nos animais a condicdo de
reducdo de estoque de glicogénio muscular proposta no estudo com seres humanos

(TEGTBUR et al., 1993).

No estudo realizado por Tegtbur et al. (1993), a carga de trabalho
(velocidade de corrida) correspondente ao Lan dos sujeitos de ambos os grupos (dieta
rica em carboidrato = 4,7m/s e pobre em CHO = 4,7m/s) nao foi modificada quando da
realizacdo do TLM. No entanto, a concentracao de lactato sanguineo equivalente ao Lan
dos sujeitos, foi obtida em niveis consideravelmente inferiores no grupo que recebeu
dieta pobre em carboidrato (3,1+1,7mmol/L) quando comparada ao grupo que recebeu
dieta rica nesse substrato (3,7+2,2mmol/L), corroborando achados anteriores da

literatura (MAASEN; BUSSE, 1989).
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No presente estudo com animais, podemos observar (Figura 1) que o
comportamento dos resultados, tanto de carga de trabalho quanto de lactato sanguineo,
foi semelhante ao constatado em seres humanos. A carga de trabalho correspondente ao
Lan do animal em Jejum (4,99% do pc) foi semelhante a determinada no animal no
estado Alimentado (4,97% do pc). No entanto, a concentragdo de lactato sanguineo,
correspondente  ao Lan do animal jejuado (5,94mmol/L) apresentou-se
significantemente menor em relacdo ao valor obtido no animal no estado Alimentado

(6,6 1mmol/l).

O jejum, sabidamente, reduz oxidacdo de carboidratos, a sintese de
glicogénio, e, principalmente, a produgdo de lactato pelo musculo esquelético (LI et al.,
1993). A Tabela 1 contém resultados que suportam a influéncia dos estoques de
glicogénio muscular na concentracio de lactato sanguineo durante o exercicio. Podemos
observar que os valores médios dos teores de glicogénio obtidos do musculo séleo dos
animais jejuados submetidos ao TLM (n=7; 0,048+0,003 mg/100mg) apresentaram-se
significativamente menores quando comparados aos valores médios da mesma varidvel
do grupo Alimentado submetido ao TLM (n=7; 0,087+£0,005 mg/100mg). A menor
concentracdo de lactato sanguineo durante o teste, apresentada pelos animais jejuados,
pode ser conseqiiéncia da diminui¢c@o no contetdo total de glicogénio do musculo séleo
em relacdo aos ratos alimentados. Por outro lado, a intensidade (carga de exercicio)

equivalente ao Lan ndo foi afetada pela reducao dos estoques musculares de glicogénio.

Em outra etapa do presente estudo, o TLM proposto para ratos, foi
avaliado quanto a sensibilidade ao treinamento fisico aerébio de natagdo. Inicialmente,
os animais foram submetidos ao TLM para identificacdo da carga de trabalho (% do pc)

e concentracdo de LS (mmol/L) equivalentes ao Lan dos mesmos. Para ajuste da
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intensidade de exercicio e verificacdo dos efeitos do treinamento fisico, o TLM foi

novamente efetuado ap6s 4 e 8 semanas de treinamento fisico de natagdo.

Como podemos observar na Figura 2, os valores de LS (6,47 mmol/L) e
carga de exercicio (5,05% do pc), referentes ao Lan individual do animal na situagcdo
Sedentdria, apés o TLM, mostraram-se semelhantes aos obtidos na etapa anterior deste
estudo (Figura 1) bem como aqueles obtidos por Voltarelli et al. (2002), evidenciando a

reprodutibilidade do teste.

Apés 4 semanas de treinamento fisico (Figura 2), observou-se melhora
nos valores referentes ao Lan individual do animal (5,41% do pc a 6,32 mmol/L de LS)
quando comparados com os valores na situagdo Sedentdria e com os valores
encontrados em ratos sedentdrios por Voltarelli et al. (2002). Isso € evidéncia de

evolucdo no condicionamento aerébio em fungdo do treinamento fisico.

A Figura 2 confirma, também, a sensibilidade do TLM, adaptado as
condi¢des do rato, ao treinamento fisico de natacdo. Ao final de 8 semanas de
treinamento fisico, os valores referentes ao Lan individual do rato (5,97% do pc a 5,80
mmol/L. de LS) apresentaram melhora significativa quando comparados com aqueles
observados na situa¢do Sedentdria, apds 4 semanas de treinamento e ainda com os

valores obtidos por Voltarelli et al. (2002).

Portanto, podemos afirmar que, no decorrer das etapas de treinamento
fisico de natagcdo as quais o animal foi submetido, a carga de exercicio equivalente ao
Lan elevou-se e a concentracdo de LS diminuiu. Isto € indicativo de melhoria no

condicionamento aerdbio. Essa mesma tendéncia foi obtida nos valores médios

calculados para os animais nas situacdes Sedentdria (n=16; 4,93+0,07 % do pc a
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7,394£0,39 mmol/L de LS), Treinamento por 4 Semanas (n=16; 5,42+0,01 % do pc a
6,384+0,12 mmol/L de LS) e Treinamento por 8 Semanas (n=16; 5,98% do pc a

5,89+0,14 mmol/L de LS).

A Figura 3 contém os valores das concentragdes de LS de um rato
(mesmo da Figura 2) durante a realizacdo de testes de nata¢do (30 minutos) suportando
carga fixa equivalente ao Lan individual do mesmo nas situacdes Sedentdria e apds 4 e
8 semanas de treinamento. Estes testes foram efetuados com o intuito checar a
estabilizacdo do lactato sanguineo durante exercicio realizado na intensidade do Lan,
baseando-se no principio de equilibrio entre producdo e remogao do lactato sanguineo

nessa intensidade de esforco (GOBATTO et al., 2001).

Voltarelli et al. (2002) realizaram o mesmo teste de carga fixa, em ratos
eutréficos e sedentdrios, os quais suportaram sobrecarga equivalente ao Lan
determinado pelo TLM e obtiveram estabilizacdo da concentracdo de LS em 6,41+0,30
mmol/L. Valores semelhantes de carga de exercicio e estabilizacdo da concentracdo de
LS (5,05% do pc a 6,25 mmol/L) foram observados no animal na situacao Sedentaria do
presente estudo (Figura 3). Isso sugere que as taxas de producdo e remog¢do do lactato
sanguineo equivaleram-se durante o esforco realizado na intensidade equivalente ao Lan

determinado pelo TLM.

Os valores nos quais a concentragdo de LS estabilizou-se no animal
analisado na Figura 3 apdés 4 e 8 semanas de treinamento (6,05+0,03 mmol/L e
5,4940,04 mmol/L, respectivamente) foram inferiores a situacdo Sedentdria, atestando

melhoria no condicionamento aerobio com o treinamento.
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CONCLUSAO

¢ O Lan de ratos submetidos a reducdo dos estoques de glicogénio muscular foi
obtido em carga de exercicio (% do peso corporal) semelhante a de ratos controle
alimentados. Em contrapartida, a concentracdo de lactato sanguineo (mmol/l) na

carga de exercicio equivalente ao Lan foi menor;

e O padrio de resposta observada nos ratos foi semelhante aquele descrito na
literatura para seres humanos, ou seja, a deplecdo dos estoques de glicogénio
muscular ndo alterou a carga de trabalho equivalente ao Lan, mas reduziu a

concentragdo de lactato sanguineo, na qual o mesmo apareceu;

¢ O Lan determinado pelo teste do lactato minimo foi sensivel as modifica¢des do

condicionamento fisico aerébio dos animais induzidas pelo treinamento;

¢ Tomados em conjunto, os resultados do presente estudo indicam a viabilidade da
utilizagdo do teste do lactato minimo na determinagdo do limiar anaerébio de

ratos.
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CAPITULO 3

VOLTARELLI, F.A; NUNES, W.M.S; SILVA, A.S.R; ROMERO, C.E.M; GARCIA,
D.R; PAULL J.R; SANTHIAGO, V; GOBATTO, C.A; MELLO, M.A.R. Determinagdo
do limiar anaerébio em ratas obesas tratadas com glutamato monossédico (MSG).

Revista Logos. 11: 84-92, 2003.

RESUMO

Limiar Anaerdbio (Lan) € considerado um bom indicador do
condicionamento aerdbio. Faltam na literatura informagdes quanto ao Lan de ratos
obesos. Esse estudo visou determinar o Lan de ratas Wistar obesas por tratamento com
MSG através do teste do lactato minimo (TLM) em exercicio de natac¢do, adaptado ao
rato. A curva lactato sanguineo vs carga de trabalho obtido no teste foi ajustada (ajuste
polinomial de grau 2) com auxilio de programa de computador (EXCELL®), sendo a
carga de trabalho equivalente ao Lan e respectiva lactacidemia, calculadas. O grupo
MSG mostrou maior porcentagem de gordura na carcaga (39,3 + 3,3) do que o controle
(17,3 £ 1,8), provando a eficiacia da droga na produgdo da obesidade.O Lan médio
calculado para o grupo MSG foi obtido na carga de 4,90% =+ 0,24 do peso corporal (pc)
a 5,01 £ 0,27 mmol/LL de lactato sangiiineo. O Lan médio calculado para o grupo

Controle foi obtido na carga de 5,10% + 0,51 do pc a 7,06 £ 0,42 mmol/L de lactato
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sangiiineo. Em outra série de experimentos, onde os animais nadaram suportando carga
fixa equivalente ao Lan, constatou-se que apdés 10 minutos de exercicio, o lactato
sanguineo estabilizou-se em ambos os grupos. Foram observados valores médios
menores (mmol/L) no grupo MSG (5,22 = 0,02) que no Controle (6,58 + 0,03),
sugerindo menor intensidade de esforco para os primeiros. Isso pode ser devido a menor
densidade corporal (g/mL) mostrado pelo grupo MSG (0,90 + 0,23) em relagdo ao
Controle (0,93 + 0,24), o que facilitaria a flutuagdo. Esses resultados indicam a
importancia da adequada identificacdo da intensidade de esforco representada pela carga
que o animal suporta durante o exercicio, para que se possa desenvolver protocolos de
treinamento adequados a ratos obesos.

Palavras-chaves: limiar anaerdbio, glutamato monossddico, obesidade, ratos, natacdo.

ABSTRACT

Anaerobic Threshold (AT) is considered to be a good indicator of
aerobic fitness. The literature lacks information on AT in obese rats. This study aimed
the determination the AT of MSG obese Wistar rats through the minimum lactate test
(MLT) adapted to the rat during swimming exercise. Blood lactate vs workload curve
obtained during the test was fitted with aid of a computer program (EXCELL®) and the
workload corresponding to the AT was calculated by grade 2 polynomial equation. The
MSG-group showed higher carcass fat percentage (39.3 + 3.3) when compared to the
control group (17.3 + 1.8). The mean calculated AT for the MSG-group was 4.90 + 0.24
% of body weight (bw), at a 5.01 = 0.27 mmol/L blood lactate. The mean calculated AT

for the control group was 5.10% + 0.51 bw at a 7.06 = 0.42 mmol/L blood lactate. In
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another set of experiments, in which the animals swam 20 min supporting a load
equivalent to the AT, blood lactate concentration stabilized after 10 min of exercise for
both groups. However, the mean values (mmol/L) observed were lower in the MSG
(5.22 £ 0.02) than in the control (6.58 + 0.03) group, suggesting an effort effect
intensity for the first group. This may be due to the lower body density (g/ml) observed
in MSG (0.90 £ 0.23) than in control (0.93 + 0.24) rats. Taken together these results
indicate the importance of the proper identification of the effort intensity represented by
the load supported by the animals for the development of exercise training protocols
adapted to obese rats.

Key Words: anaerobic threshold, monosodium glutamate, obesity, rats, swimming.

INTRODUCAO

Limiar anaerébio (Lan) pode ser definido como a carga de trabalho na
qual o lactato sanguineo comeg¢a a se acumular exponencialmente durante exercicios
progressivos (MADER; HECK, 1986) e tem sido considerado bom indicador do
condicionamento aerébio em atletas.

Por razdes 6bvias, grande nimero de pesquisas envolvendo exercicio
fisico tem sido realizadas em animais de laboratério, especialmente o rato, e as
concentracdes sanguineas de lactato, utilizadas para a determinagdo da intensidade do
esforco. Uma vez que existem diferencas metabdlicas entre seres humanos e ratos, é
razoavel supor que haja, também, diferencas entre espécies com respeito ao fluxo ou
cinética de lactato. Os protocolos de exercicio fisico para ratos mais empregados
utilizam, como ergdmetro, a corrida em esteira rolante e a natagdo. Em protocolos de

natacdo para ratos, exercicio progressivo pode ser obtido pela adicdo de sobrecargas
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progressivamente mais pesadas em relagdo ao peso corporal, atadas ao térax do animal
(GOBATTO et al., 1991).

Tegtbur et al. (1993), desenvolveram protocolos para determinagdo do
Lan em humanos baseados no principio de que, durante testes de exercicios com cargas
progressivas realizadas imediatamente apds uma sessdo de exercicio maximo, o lactato
sanguineo inicialmente declina para um valor minimo para, em seguida, aumentar
novamente. Esses autores definiram como lactato minimo a intensidade de exercicio no
qual a curva em forma de “U” derivada dos valores de lactato sanguineo obtidos durante
o teste progressivo atinge o nadir. Esse valor minimo indica o Lan.

Com base nessas informacgdes, Voltarelli et al. (2002) desenvolveram
um teste para determinar o Lan durante exercicio de natagdo, utilizando os principios
basicos do teste de lactato minimo proposto por Tegtbur et al. (1993), adaptado as
condic¢des do rato. O Lan, no estudo de Voltarelli et al. (2002), foi obtido na carga de
4,95 = 0,10% do peso corporal do animal na concentracdo de lactato sanguineo
interpolada equivalente a 7,17 + 0,16 mmol/L.

A determinacdo do Lan tem-se mostrado, util em estudos clinicos
envolvendo a obesidade (NEIVA et al., 1999). Uma vez que existem limitacGes nas
pesquisas com seres humanos, especialmente nos estudos clinicos, modelos animais tém
fornecido informacdes sobre doenca que ndao poderiam ser obtidas de outra forma
(SCALFANI et al., 1988). Assim os estudos dos efeitos do exercicio em modelos
animais de obesidade podem contribuir para o desenvolvimento de terapias mais
eficazes.

Por outro lado, a incidéncia de obesidade vem aumentando

consideravelmente nas ultimas décadas, tornando-se um dos grandes problemas atuais
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de satide publica mundial, e vem sendo considerada como a “doenca do século”. A
obesidade € conseqiiéncia de um desequilibrio no balanco entre a energia ingerida e a
gasta para manuten¢do de processos vitais, levando ao acimulo de gordura corporal. A
mesma pode ser desencadeada quando hd excesso na ingestdo, sem um aumento
correspondente no gasto de energia, ou quando, mesmo com ingestdo adequada,
ocorrem erros no metabolismo e na utilizacdo de substratos (REIMER, 1992). Pode-se
considerar que a obesidade seja uma condi¢do onde hd excesso de gordura corporal,
localizada ou generalizada e que, geralmente, resulta em outros danos a saide, como
problemas cardiovasculares, enddcrinos, reducdo da expectativa de vida, certos tipos de
cancer entre outros (BJORNTORP, 1990; REYBROUK et al., 1987). O exercicio fisico,
por sua vez, tem sido empregado isoladamente ou em associa¢do com dieta de restri¢ao
caldrica, para desencadear perda de peso (IVY et al., 1999).

Virios modelos de obesidade animal tém sido analisados e ja foram
classificados pela sua etiologia. Entre os modelos neurais, a obesidade hipotalamica € a
mais conhecida (SCALFANI, 1984). H4 varias maneiras de inducdo da obesidade
hipotalamica, incluindo as inje¢des sist€émicas de glutamato monossédico (MSG)
(MARMO et al., 1994; MELLO et al., 2001). O MSG €é um aminoacido neuro-
excitatorio lesivo ao sistema nervoso central quando em quantidades excessivas, pois
danifica nuicleos pertencentes ao hipotdlamo, ou seja, provoca alteragdes no eixo
hipotdlamo-hipofisario (ROHNER, 1995). Em funcao disso, a taxa metabdlica basal dos
animais tratados com MSG decresce, favorecendo a instalacdo da obesidade
(TOKUYAMA; HIMMS-HAGEN, 1986; ANDRADE, 1995). Embora existam relatos
na literatura acerca de adaptagdes metabdlicas ao exercicio de ratos obesos pelo

tratamento com MSG (MELLO et al., 2001), o Lan desses animais ainda ndo foi
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determinado. Portanto, o presente estudo visou determinar o Lan de ratas obesas pelo
tratamento com MSG durante a realizagdo de exercicio de natacdo com cargas

progressivas, baseadas no teste do lactato minimo.

MATERIAL E METODOS
Animais

Foram utilizadas ratas da linhagem Wistar recém nascidas, cujas maes
eram provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual Paulista (UNESP) —
Botucatu/SP. Ap6s o desmame os animais permaneceram em gaiolas coletivas (5 ratas
por gaiola), foram alimentados com racdo comercial (Purina®) para roedores e dgua ad
libitum bem como mantidos sob ciclo periddico claro e escuro de 12 horas a temperatura

média de 25 + 2°C.

Grupos Experimentais

Ao nascimento, parte das ratas (n=8) recebeu injecdo subcutinea de
Glutamato monossdédico (MSG) na dose de 4 mg/g de peso corporal, em dias alternados,
até completarem 14 dias de vida. Como controle foram usadas ratas que receberam, ao

nascimento, solucdo salina (NaCl 0,9%) (n=8).

Adaptacao ao Meio Liquido

Apds completarem 4 meses de vida e antes da realizacdo do teste de
lactato minimo, todas as ratas foram submetidas a adaptacdo ao meio liquido. A
adaptagdo consistiu em manter o animal em contato com dgua rasa a temperatura de 32

+ 2°C (VOLTARELLI et al., 2002), durante 3 semanas, 5 dias por semana por 30
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minutos. Nas 2* e 3* semanas de adaptagdo, os mesmos suportaram sobrecarga
equivalente a 5% do peso corporal. O propésito da adaptacao foi reduzir o estresse dos

animais frente ao exercicio fisico realizado na dgua.

Teste do lactato minimo (TLM) para determinacio do limiar anaer6bio (Lan)

Foi utilizado o TLM descrito por Tegtbur et al. (1993), adaptado as
condi¢des do rato por Voltarelli et al. (2002). As ratas, de ambos os grupos, foram
submetidas a natag¢do suportando carga de 30% do peso corporal durante 6 minutos (30s
de exercicio, interrompidos por 30s de repouso). Apds intervalo de 9 minutos, os
animais realizaram exercicio de natacdo em tanques (100x80x80cm) com cargas
progressivamente maiores em relagdo ao peso corporal (4,0%, 4,5%, 5,0%, 5,5% e 6%)
com duragdo de 5 minutos em cada carga. Antes do inicio do teste (repouso) e a cada
troca de carga, foram coletadas amostras de sangue (25 plL) para a determinacdo do
lactato. A curva lactato sanguineo vs carga de trabalho, para cada rata obtido no teste,
foi obtida por ajuste polinomial de grau 2, com auxilio de um programa de computador
(MICROSOFT EXCEL®). Procedeu-se, entdo, a determinacdo matemdtica, pela andlise
da fungdo, do menor valor da concentra¢do de lactato sanguineo e respectiva carga de

trabalho. Esse menor valor indicou o Lan individual.

Exercicio agudo com carga fixa equivalente ao Lan
Em outra serie de testes ocorrida 48 horas apds o TLM, 4 ratas de cada
grupo foram submetidas ao exercicio de natagdo, suportando carga fixa equivalente ao

Lan individual durante 20 minutos. Foram coletadas amostras em situa¢do de repouso e
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a cada 5 minutos de exercicio, para a determinacdo do lactato (Analisador

Eletroquimico YSL modelo 1500 SPORT, Yellow Spring, OH, USA).

Avaliacoes realizadas na condicao de repouso antes do sacrificio
Densidade Corporal

Para a determinacdo da densidade corporal, todos os animais foram
submersos em proveta de vidro (1000ml) contendo 400 ml de dgua destilada, visando o
registro do deslocamento da coluna de dgua. As quatros patas foram imobilizadas com
fita adesiva, e uma carga correspondente a 25% do peso corporal foi atada a cauda antes

da imersao.

Indice de Lee

Foi calculado para todos os animais dividindo-se a raiz cibica do peso
corporal em grama pelo comprimento focinho-anus em centimetros e multiplicando-se
por 10 (BERNARDIS; PETTERSON, 1968). Este indice, proposto para animais

experimentais, equivale ao indice de massa corporal (IMC) para seres humanos.

Avaliacoes realizadas na condicao de repouso apés o sacrificio
Lipidios Totais da Carcaca

Quatro animais de cada grupo foram sacrificados, em repouso, 72 horas
apos o exercicio agudo com carga equivalente ao Lan. Ap6s o sacrificio, os animais
foram desviscerados, a carcaca foi pesada, desidratada em estufa a temperatura de
100°C e novamente pesada para determinar o peso seco. Posteriormente, a carcaga seca

foi homogeneizada com auxilio de um liquidificador, e lavada com éter de petréleo por
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3 vezes, para a extracdo da gordura. Foi novamente colocada em estufa a 100°C para
secagem. O conteudo de gordura foi calculado pela diferenca entre o peso seco antes e

depois do tratamento com éter de petréleo (MELLO et al., 2001).

DNA do Tecido Adiposo Perirrenal

O teor de DNA do tecido adiposo perirrenal foi determinado pelo método
de dosagem descrito por Giles e Meyer (1965). O nimero e o tamanho da célula nesse
tecido foram inferidos, através dos teores de DNA e da razdo peso total do tecido /DNA

respectivamente (WINICK; NOBLE, 1965).

Avaliacao realizada imediatamente apos a sessdo de exercicio na carga equivalente

ao Lan individual e sacrificio

Glicogénio Tecidual

Imediatamente apds a realizagc@o do exercicio com carga fixa equivalente
ao Lan, os animais foram decapitados e exanguinados. Aliquotas de tecido hepético,
musculo séleo e gastrocnémio foram separadas para determinacdo do glicogénio pelo

método colorimétrico com fenol e 4cido sulfiirico (LO S et al., 1970).

Analise Estatistica
Os dados foram expressos como MEDIA + Erro Padrio. Foi utilizada
Andlise de Variancia (ANOVA) seguida de BONFERRONI. O nivel de significincia

foi de p < 0,05.



64

RESULTADOS

As figuras 1 e 2 mostram os valores do Lan calculados, através da
equacgao polinomial de grau 2 que definiu a curva lactato sanguineo (mmol/L) vs carga
de trabalho (% peso corporal), para uma rata de cada grupo durante o TLM de natagdo.
O Lan calculado do animal do grupo MSG foi obtido na carga de 4,96% do peso
corporal, na concentracao de 5,05 mmol/L de lactato sanguineo. Em relacdo ao grupo
Controle, o Lan calculado para o animal ocorreu na carga de 5,26% do peso corporal a
uma concentragdo de 7,20 mmol/L de lactato sanguineo.

Os valores médios do Lan calculados para os grupos MSG (n=8) e
Controle (n=8) foram de 4,90 + 0,24 e 5,01 £ 0,27% de carga em relacdo ao peso
corporal, nas concentragdes de 5,10 + 0,51 e 7,06 = 0,42 mmol/L de lactato sanguineo,
respectivamente.

A figura 3 refere-se aos valores médios de lactato sanguineo (mmol/L)
durante teste de exercicio agudo de natacdo na carga equivalente ao Lan individual
determinado no TLM para os animais pertencentes aos grupos MSG (n=8) e Controle
(n=8). Apds 10 minutos de exercicio, as concentracdes do substrato (mmol/L)
estabilizaram-se tanto no grupo controle (6,58 + 0,03) quanto no MSG (5,22 + 0,02).
Contudo, os valores do ultimo grupo foram significativamente inferiores aos do
primeiro.

A Tabela 1 mostra os valores de glicogénio tecidual obtidos nos grupos
Controle (n=4) e MSG (n=4), imediatamente apds sessdo de exercicio na intensidade
equivalente ao Lan. As concentragdes de glicogénio do musculo séleo do grupo MSG
foram significantemente maiores em relacdo ao grupo Controle. A Tabela 2 mostra os

valores dos parametros gerais avaliados na condi¢do de repouso. No que se refere a
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porcentagem de gordura na carcaga e ao peso do tecido adiposo perirrenal, o grupo
MSG (n=4) apresentou valores significantemente maiores comparado com o grupo
Controle (n=4). O indice de Lee do grupo MSG (n=8) mostrou-se significativamente
superior ao do grupo Controle (n=8). Quanto aos valores da densidade corporal, o grupo

MSG (n=8) apresentou menores valores em relacdo ao grupo Controle (n=8).

10

Lactato sanguineo (mmol/L)

0 T T 1
4 5 6 7
Carga (% Peso Corporal)

Figura 1: Curva Lactato sanguineo vs carga de trabalho durante teste de lactato minimo
de um rato do grupo obeso (MSG). A curva foi ajustada por ajuste polinomial de grau 2,
com auxilio de programa de computador (EXCELL®). A equacdo Y= 1,417x* — 14,06x
+ 39,932, que define a curva, possibilitou o calculo do menor valor da concentragao de
lactato sanguineo (5,05 mmol/L) e respectiva carga de trabalho (4,96%). Esse menor
valor de lactato sanguineo indica a carga de trabalho equivalente ao Lan.
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Figura 2: Curva lactato sanguineo vs carga de trabalho durante teste de lactato minimo
de um rato do grupo controle. A curva foi ajustada por ajuste polinomial de grau 2, com
auxilio de programa de computador (EXCELL®). A equagdo y = 2,7171x* — 28,583x +
82,368, que define a curva, possibilitou o cdlculo do menor valor da concentragdo de
lactato sanguineo (7,20 mmol/L) e respectiva carga de trabalho (5,26%). Esse menor
valor de lactato sanguineo indica a carga de trabalho equivalente ao Lan.
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Figura 3: Cinética de lactato sanguineo (mmol/L) em ratas dos grupos MSG (n=8) e
Controle (n=8) durante teste de natacdo suportando carga fixa equivalente ao limiar
anaerdbio, determinado no teste de lactato minimo. Os valores estio expressos em
Média + Erro Padrdo de cada grupo. *Diferenca Significativa (p < 0,05, ANOVA) em
relac@o ao grupo Controle.

Tabela 1: Glicogénio tecidual (mg/100mg) medido nos animais imediatamente apds
sessdo unica de exercicio na carga equivalente ao Lan individual.

Controle Obeso (MSG)
Glicogénio Hepatico 2,79 £ 0,86 4,35+ 1,19
Glicogénio no Musculo Séleo 0,66 + 0,02 0,86 +0,03*
Glicogénio no Musculo Gastrocnémio 0,12 £0,01 0,12 £0,09

Os dados sdo expressos em Média * Erro Padrio; n=4/grupo
(*) diferenca em relagao ao Controle (p < 0,05).
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Tabela 2: Parametros gerais medidos nos grupos Controle ¢ Obeso (MSG) na condi¢ao
de repouso.

Controle Obeso (MSG)
Peso do Tecido Adiposo Perirrenal (g) (n=4) 3,54 + 1,01 13,15+ 3,21*
DNA do Tecido Adiposo (mg/100mg) (n=4) 0,037 £0,01 0,039 + 0,004
Razao Peso/DNA no Tecido Adiposo (n=4) 115,4 48,05 360,25 £ 123,37
Lipidios Totais na Carcaca (%) (n=4) 17,3 £ 1,80 39,3 £ 3,33*
Indice de Lee (n=8) 310,29 £ 4,07 351,14 £ 8,44*
Densidade (g/ml) (n=8) 0,93 £2,39 0,90£2,29*

Os dados sdo expressos em Média * Erro Padrao
(*) diferenca em relagao ao Controle (p < 0,05).

DISCUSSAO

Atualmente, vem aumentando consideravelmente a incidéncia mundial
da obesidade. Esta condi¢do preocupante tornou-se um grande problema de satde
publica a ser resolvido. Os americanos possuem 0 maior consumo per capita de gordura
do mundo (KATCH; MCARDLE, 1993). Dados do National Center for Health Statistics
de 1981, referido por Lardy e Sahago (1990), descrevem que um quarto da populagcdo
adulta dos Estados Unidos da América possuia peso corporal em torno de 20% acima do
peso normal. A quantidade de criancas obesas, desde entdo, tem aumentado
rapidamente. Dados do plano Nacional de Saude e Nutricdo de 1989 verificou que em
7% dos meninos € 9% das meninas brasileiras havia incidéncia de obesidade. O
aumento da quantidade de criancas obesas em todo o mundo estd associado a fatores de
risco cardiaco e também, com o passar do tempo, levardo estes individuos a manifestar

doengas cronicas como hiperlipidemia, hiperinsulinemia, hipertensdo e aterosclerose



69

(BERENSON et al., 1993; BERENSON et al., 1998). Dessa forma, estudos envolvendo
a obesidade, quer clinicos, quer em modelos experimentais, tornam-se de grande valia.

No presente estudo optou-se pela andlise no modelo experimental de
obesidade provocada pelo tratamento com glutamato monossédico (MSG) em ratos. O
MSG é um aminodcido neuro-excitatério lesivo ao sistema nervoso central porque
danifica nicleos pertencentes ao hipotdlamo (ROHNER, 1995). O processo lesivo do
MSG ocorre a partir do aumento prolongado nas condutancias idnicas da membrana,
alterando o potencial de repouso normal. Na tentativa de restaurar os gradientes idnicos
e osmoticos, a célula esgota os estoques energéticos, levando-a a morte celular (COYLE
et al., 1981).

O hormodnio do crescimento (GH) é, provavelmente, o hormodnio
hipofisario mais afetado pelo tratamento com MSG. Como o GH é um hormonio
calorigénico, que normalmente produz lipélise e anabolismo, sua deficiéncia acarretaria
falha na mobilizacdo das gorduras e intolerancia ao frio, contribuindo para o aumento
do tecido gorduroso destes animais (REMKER et al., 1988).

Um fator que estd relacionado a génese da obesidade no modelo MSG ¢é
a diminui¢do da taxa do metabolismo basal (TOKUYAMA; HIMMS-HAGEN, 1986).
Marmo et al. (1994) verificaram que a massa do tecido adiposo de ratos tratados com
MSG aumentava a partir do 28° dia de tratamento, apesar de caracteristicas
normofégicas ou hipofagicas apresentadas nos ratos.

Pode-se observar na tabela 1 que ratas obesas tratadas com MSG
obtiveram um aumento significativo no peso da gordura perirrenal em relacdo ao grupo
controle. Outro parametro analisado foi o percentual de gordura da carcaca dos dois

grupos experimentais, onde os resultados mostram que as ratas MSG mostraram valores
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significativamente maiores do que as controle. Estes dados confirmam a eficiéncia da
droga em produzir quadro de obesidade em roedores, conforme descrito anteriormente
por Coscina et al. (1985). No presente estudo foi calculado o “Indice de Lee”. J4 foi
relatada anteriormente excelente correlacdo da gordura corporal com o “Indice de Lee”,
tanto na fase adulta, como na fase de desmame em animais, induzidos a obesidade,
devido a lesdo hipotalamica (BERNARDIS et al., 1968) e também uma correlagdo
satisfatéria com o tecido gorduroso perirrenal (COSCINA et al., 1985). Os resultados
referentes ao “Indice de Lee” do presente estudo reforcam a eficiéncia da droga e a
adequacdo desse indice para a identificagdo da obesidade induzida pelo MSG em ratos.

Como se sabe, a obesidade € uma patologia que pode ser diagnosticada,
evitada e tratada através de varias maneiras, incluindo: reeducacao alimentar, cirurgias
para reducdo do estdmago e a pratica de atividade fisica.

As diferengas entre varios modelos de obesidade animal indicam que
nenhum deles, isoladamente, serve como modelo geral da condi¢do humana e que
poucos representam aproximadamente os tipos de obesidade humana existente
(SCALFANI, 1984). Por isso, no que diz respeito a protocolos de exercicio para esses
animais, torna-se importante o conhecimento da intensidade de exercicio a ser
empregada para que o treinamento seja apropriado.

No presente estudo, foi adotado o teste do lactato minimo (TLM)
(TEGTBUR et al., 1993), adaptado as condi¢des do rato (VOLTARELLI et al., 2002),
para a determinacdo do limiar anaerébio (Lan) dos animais pertencentes aos grupos
Controle e Obeso. Esse teste baseia-se no principio de que durante testes de exercicios

com cargas progressivas, realizadas imediatamente apds uma sessdo de exercicio
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maximo, o lactato sanguineo inicialmente declina para um valor minimo para, em
seguida, aumentar novamente. Esse valor minimo indica o Lan.

Voltarelli et al. (2002) determinaram o Lan de ratos sedentarios
eutréficos através do TLM durante exercicio de natagdo. Os valores médios calculados
referentes ao Lan desses animais foram equivalentes a 4,95 + 0,10% do peso corporal a
uma concentracdo de 7,17 £ 0,16 mmol/L de lactato sanguineo. Esses resultados
sugerem a aplicagdo desse teste na determinacdio do Lan em estudos animais,
relacionados durante o exercicio. A intensidade de exercicio e a concentracdo do lactato
correspondentes ao Lan de animais sedentdrios obesos tratados com MSG ainda nao
foram determinados e, por essa razao, foi o foco principal de nosso estudo.

Os valores calculados de lactato sanguineo e carga equivalente ao Lan
de uma rata do grupo Controle foram determinados pelo TLM. Os valores (5,26% do
peso corporal a 7,20mmol/LL de lactato sanguineo) mostraram-se semelhantes aos
obtidos por Voltarelli et al. (2002). O mesmo ocorreu com os valores médios calculados
para o grupo todo (5,01 £ 0,27% do peso corporal a 7,06 £ 0,42mmol/L de lactato
sanguineo) desse mesmo grupo (n=S8).

Como se pode observar na Figura 1, a carga equivalente ao Lan,
determinada em uma rata obesa (4,96% do peso corporal), mostrou-se semelhante a
obtida por Voltarelli et al. (2002). No entanto, o valor de lactato sanguineo (5,05
mmol/L) apresentou-se reduzido quando comparado com esse mesmo estudo. O mesmo
foi observado nos valores médios interpolados (4,90 £ 0,24% do peso corporal a uma
concentracao de 5,10 £ 0,51 mmol/L de lactato sangiiineo) desse mesmo grupo (n=8).

Em outra série de testes, tanto as ratas do grupo Controle (n=8) quanto

as do grupo MSG (n=8) realizaram exercicio agudo suportando sobrecarga fixa
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equivalente ao Lan determinado no TLM durante exercicio de natacdo. Apés 10 min de
exercicio, as concentracdes de lactato sanguineo estabilizaram—se em ambos 0s grupos
(Figura 3). Os valores do grupo Controle (6,58 + 0,03 mmol/L) foram superiores ao do
grupo MSG (5,22 + 0,02 mmol/L). Em estudo recente, Voltarelli et al. (2002)
realizaram esse mesmo protocolo em ratos sedentdrios normais e o valor obtido (6,41 +
0,30 mmol/L) foi semelhante ao encontrado no grupo Controle do presente estudo.
Além disso, pode-se observar que as taxas de glicogénio do miusculo séleo
imediatamente apds o mesmo exercicio (Tabela 1), mostraram-se significativamente
maiores no grupo MSG (0,86 £ 0,03 mg/100m) do que no grupo Controle (0,66 + 0,02
mg/100mg). A andlise conjunta dos valores de lactato sanguineo e glicogénio muscular
sugere menor intensidade de esfor¢o para o grupo MSG do que para o Controle na
mesma carga de trabalho. H4 uma explicacdo para tal fendmeno, que pode ser
evidenciada pela medida da densidade corporal dos animais. O grupo MSG apresentou
densidade significantemente menor do que o grupo Controle. Isso pode facilitar a

flutuagdo na natagdo, implicando em reducdo na intensidade de esforgo.

CONCLUSAO
e O teste de lactato minimo em exercicio de natacdo empregado permitiu a
determina¢do do Lan em ratas obesas pelo tratamento com MSG.
e As ratas obesas apresentaram menores taxas de deplecdo dos estoques de
glicogénio muscular apds o exercicio que as controle.
e Os resultados sugerem menor intensidade de esforco para uma mesma carga de

trabalho para os animais obesos que para os controles.
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e Tais resultados evidenciam a importancia da identificacdo apropriada da
intensidade de esforco que representa a carga que o animal suporta durante o
exercicio, para que se possa desenvolver protocolos de treinamento adequados a
ratos obesos. Isso pode ser facilmente obtido a partir da andlise da lactacidemia

durante exercicios com cargas progressivas, tais como o teste de lactato minimo.
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CAPITULO 4
VOLTARELLI, F.A; GOBATTO, C.A; MELLO, M.A R. Lactato minimo e proteina
muscular de ratos durante exercicio de natacdo (Minimum lactate and muscle protein of

rats during swimming exercise. Biology of Sport. (submitted), 2005.

RESUMO

Poucos estudos tratando da intensidade do esfor¢co durante exercicio de
natacdo em ratos tém sido relatados na literatura. Recentemente, utilizando o teste do
lactato minimo (TLM), nosso grupo estimou o lactato sanguineo minimo (LSM) de
ratos durante exercicio de natacdo em carga equivalente a 4,9510,10% do peso corporal
(pc) a concentracdo de 7,17+0,16 mmol/L de lactato sanguineo. Esta informacgao
permitiu avaliar a intensidade exata de esfor¢o desenvolvida pelo rato durante a natacao.
O presente estudo foi designado para avaliar os efeitos do exercicio de natacdo em
intensidades inferior, equivalente e superior ao LSM sobre o metabolismo protéico de
ratos. Ratos adultos (90 dias), Wistar e sedentdrios foram utilizados no presente estudo.
Os valores médios de LSM para todos os animais, no presente estudo, foram obtidos na
concentracdo sanguinea de 6,72+0,36 mmol/L na carga de 5% do pc. Os animais foram
sacrificados em repouso (R) ou imediatamente apds sessdo Unica de natagdo (30min)

suportando sobrecargas inferior (3,5% do pc), equivalente (5% do pc) e superior (6,5%
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do pc) ao LSM. Amostras de sangue foram coletadas a cada 5 min de exercicio para
determina¢do do lactato sanguineo. Foram avaliadas as taxas de sintese (incorporagao
de 'C fenilalanina em proteina) e degradacdo (liberacio de tirosina) protéicas do
musculo séleo. A concentracdo de lactato sanguineo(mmol/l) estabilizou-se nas cargas
inferior (5,44+0,012) e equivalente (6,40+0,006) ao LS, mas elevou-se
progressivamente na carga superior. Nao houve diferenca significativa na sintese
protéica (pmol/mg.h) entre valores de repouso (65,21+3,40) e apds exercicio suportando
as cargas inferior (61,55%£1,30) e equivalente (60,73+1,74) ao LSM, mas houve
decréscimo com a carga superior (36,62+1,96). A taxa de degradacdo protéica
(nmol/g.h) elevou-se apds exercicio suportando as cargas inferior (227,01+6,13),
equivalente (227,86+5,97) e superior (363,59+7,11) ao LSM em relacdo ao repouso
(214,32+6,02). Os resultados indicam a viabilidade da aplicacdo do TLM em estudos
com ratos, uma vez que este se mostrou sensivel a alteracdes metabodlicas impostas pelo

exercicio.

Palavras-chave: lactato sanguineo minimo, teste do lactato minimo, sintese protéica,

degradacao protéica.

ABASTRACT

Few studies on the effort intensity during swimming exercise in rats have
been reported in literature. Recently, with the use of the lactate minimum test (LMT),
our group estimated the minimum blood lactate (MBL) of rats during swimming

exercises at load equivalent to 4.9510.10% of the body weight (bw) and concentration
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of 7.17£0.16 mmol/L of blood lactate. This information allowed evaluating the exact
effort intensity developed by the rat during swimming exercise. The present study was
designed to evaluate the effects of the swimming exercise at intensities below,
equivalent and above MBL, on the protein metabolism of rats. Inactive adult male
Wistar rats (90 days of age) were used. The MBL mean values for all animals were
obtained in the blood concentration of 6.72+0.36 mmol/L at load of 5.16+0.17% of the
body weight. The animals were sacrificed in rest (R) or shortly after a single swimming
session (30 min) with loads below (3.5% of the bw), equivalent to (5% of the bw) and
above (6.5% of the bw) the MBL. Blood samples were collected each 5 minutes of
exercise for blood lactate determination. The protein synthesis (incorporation of e
phenylalanine into protein) and degradation (tyrosine release) rates in the soleus muscle
were evaluated. The blood lactate concentration (mmol/l) stabilized at loads below
(5.44+0.012) and equivalent (6.40+0.006) to the MBL, but it progressively elevated in
the highest load. No significant differences were found for the protein synthesis
(pmol/mg.h) between values in rest (65.21+3.40) and after exercise with loads below
(61.55£1.30) and equivalent to the MBL (60.73+1.74); however, a decrease was
verified with the highest load (36.62+1.96). The protein degradation rate (nmol/g.h)
elevated after exercise with loads below (227.01+6.13), equivalent (227.86+5,97) and
above (363.59+7.11) the MBL in relation to values in rest (214.32+6.02). The results
indicate the feasibility of the LMT test application in studies with rats, once it seems to

be sensitive to metabolic alterations imposed by exercise.

Keywords: minimum blood lactate, lactate minimum test, protein synthesis, protein

degradation.
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INTRODUCAO

O fornecimento de energia para a contragcdo muscular no exercicio pode
ser derivado dos metabolismos aerdbio e anaerdbio. Durante o exercicio, existe uma
zona de transi¢do na qual ocorre mudanga da predominancia de metabolismo aerébio
para o anaerébio. Essa zona de transi¢do mostrou-se importante na avaliacdo do
condicionamento fisico e na prescricdo de treinamento (TEGTBUR et al., 2001). Por
esse motivo, diversos protocolos fisioldgicos de avaliagdao foram desenvolvidos para
detectar essa zona de transicdo metabdlica, muitos deles empregando o lactato
sanguineo como marcador. Dentre os procedimentos mais utilizados na pratica
encontram-se: o limiar ventilatério observado por WASSERMAN & Mc. ILROY
(1965), o limiar anaerébio (Lan) identificado pelo aumento da concentracdo sanguinea
de lactato, proposto por KINDERMAN et al. (1979), o procedimento que considera a
concentracao sanguinea de lactato de 4,0 mmol/L como o marco do “inicio” do actimulo

de lactato sanguineo (OBLA), sugerido por SJODIN & JACOBS (1981), entre outros.

Tegtbur et al. (1993) desenvolveram um protocolo de teste, para a
identificacdo da transi¢do metabdlica, denominado teste do lactato minimo (TLM). Esse
teste envolve a realizacdo de exercicio supramdximo, por um breve periodo de tempo,
visando a inducdo da hiperlactacidemia antes do inicio do teste padrdo com cargas
progressivas em esteira rolante. Lactato sanguineo minimo (LSM) foi definido como a
velocidade na qual a curva em forma de “U”, obtida com os valores de lactato
sanguineo durante o teste progressivo, atinge o nadir. Esse valor minimo de lactato
sanguineo supostamente indica a transicdo metabdlica (JONES; DOUST, 1998;

TEGTBUR et al., 1993; RIBEIRO et al., 2003; VOLTARELLI et al., 2004).
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Por razdes 6bvias, grande nimero de pesquisas envolvendo o exercicio
fisico tem sido conduzido em animais de laboratdrio, especialmente o rato e as
concentracdes de lactato, utilizadas para a determinagdo da intensidade de esforco.
Como existem diferengas metabdlicas entre seres humanos e ratos, € razoavel especular
sobre potenciais diferencas entre espécies com respeito ao fluxo de lactato e outras
variantes durante o exercicio. A despeito da importancia do problema, ainda sdo raros

os estudos que tratam da cinética de lactato em ratos durante o exercicio.

Uma vez que a determinacdo do lactato minimo requer apenas um teste
realizado em um unico dia, poderia ser adequado a ratos durante exercicio de natagao.
Dessa forma, nosso grupo recentemente desenvolveu estudos visando padronizar um
protocolo para a identificagdo da transi¢io metabdlica em ratos durante a natacio
utilizando os principios do TLM estabelecidos por Tegtbur et al. (1993). Em nosso
estudo, o LSM médio calculado dos animais foi obtido na carga de 4,951£0,10% do peso
corporal, enquanto que a concentracdo média de lactato sanguineo foi obtida, nessa
carga, a 7,1710,16 mmol/L (VOLTARELLI et al., 2002). Existem, ainda, outros pontos
que permanecem obscuros e necessitam de esclarecimento antes do emprego, com

finalidades praticas, do TLM em ratos.
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OBJETIVO

O presente estudo foi designado para avaliar os efeitos do exercicio de
natacdo em intensidades inferior, equivalente e superior ao LSM sobre o metabolismo
protéico de ratos sedentdrios, visando inferir sobre a viabilidade da aplicacio do TLM

em estudos com ratos.

MATERIAL E METODOS

Animais: Todos os experimentos, envolvendo animais, do presente estudo, seguiram as
resolucdes especificas referentes a Bioética de Experimentos com Animais (Lei n°
6.638, de 08 de maio de 1979; e Decreto n° 24.645 de 10 de julho de 1934). Foram
utilizados ratos da linhagem Wistar, adultos (90 dias de idade) sedentdrios, cujas maes
eram provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual Paulista (UNESP) —
Botucatu/SP. Os animais permaneceram em gaiolas coletivas (5 ratos por gaiola) e
foram alimentados com ra¢do comercial (Purina®) para roedores e dgua ad libitum bem
como mantidos sob ciclo periédico claro e escuro de 12 horas a temperatura média de

25+2°C.

Adaptacao ao meio liquido: A adaptacdo consistiu em manter o animal em contato
com &gua rasa a temperatura de 324+2°C, durante 3 semanas, 5 dias por semana por 30
minutos. Nas 2% e 3" semanas de adaptacdo, os mesmo suportaram sobrecargas de
chumbo inseridas em “mochilas” de pano fechadas com velcro® e atadas ao térax com

o auxilio de um elastico (VOLTARELLI et al. 2002). O propésito da adaptacdo foi
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reduzir o estresse dos animais frente ao exercicio fisico realizado na 4gua (GOBATTO

et al. 2001).

TLM adaptado as condicoes do rato: Inicialmente, os animais foram colocados no
tanque cheio d dgua suportando sobrecarga equivalente a 50% do peso corporal e
exercitaram-se, anaerobiamente (saltos), durante 6 minutos (30 segundos de exercicio
interrompidos por 30 segundos de repouso), para a eleva¢do da concentragio de lactato
sanguineo circulante. Apés 9 minutos de repouso, os animais iniciaram exercicio de
natacdo com intensidades progressivamente maiores (4,5; 4,5; 5,0; 5,5 € 6,5 % do peso
corporal), com duracdo de 5 minutos de exercicio em cada carga. Antes do inicio do
teste (repouso) e a cada troca de carga, foram coletadas amostras de sangue (25ul) para
a determinacdo do lactato no Analisador Eletroquimico YSL® modelo 1500 SPORT,

Yellow Spring, OH, USA (VOLTARELLI et al., 2002).

Teste de Natacio com Carga Fixa: Apds a realizacdo do TLM no presente estudo, o
LSM médio, para todo o grupo (n=24), foi determinado na carga de 5% do peso
corporal (pc) na concentragdo de 6,72+0,36 mmol/L. de lactato sanguineo. Baseado
nessas informacoes, 48 horas depois, parte dos animais foram submetidos a testes de
natacao (sessdo unica) suportando carga fixa inferior (I= 3,5% do pc; n=8), equivalente
(E= 5% do pc; n=8) e superior (S= 6,5% do pc; n=8) ao LSM durante 30 minutos
(GOBATTO et al., 2001), para verificar a estabilizacio do lactato sanguineo pois,
teoricamente, o LSM coincide com a maxima fase estavel de lactato (VOLTARELLI et
al., 2004). Foram coletadas amostras sanguineas durante o teste para a determinacdo do
lactato a cada 5 minutos de exercicio. Os animais foram sacrificados, por decapitacdo

com utilizacdo de guilhotina, em repouso (R; n=8) ou imediatamente apds os testes,
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para avaliacdo das taxas de sintese e degradacdo protéicas do musculo séleo, como

descrito a seguir:

Sintese Protéica: Fatias longitudinais (70mg) musculares foram pré-incubadas por 30
minutos em meio RPMI-1640 (com glutamina e sem fenol vermelho e bicarbonato de
s6dio), suplementado com albumina sérica bovina desengordurada (BSA) [0,1%] e
insulina [100u/ml], saturado com mistura gasosa (95% de O, e 5% de CO;). Em
seguida, as fatias foram transferidas para novo meio RPMI com a mesma
suplementacdo, contendo '*C fenilalanina [0,05 uCi/ml] e incubadas por 2 horas. Ao
final da incubacdo, as fatias musculares foram homogeneizadas em dcido tricloro
acético (TCA) 5% e centrifugadas a 2000rpm por 15 minutos a 4°C. O material TCA-
insoluvel foi lavado 3 vezes com TCA 5%. O precipitado resultante foi dissolvido em
(SDS) 10% a temperatura ambiente por 30 minutos, para a determinacdo do contetido
protéico e da radioatividade incorporada as proteinas musculares. O conteido de
proteina muscular foi determinado pelo método folin fenol (LOWRY et al., 1958) e a
radioatividade incorporada a proteina muscular foi medida com o auxilio de um
cintilador. A sintese protéica foi calculada dividindo-se a radioatividade incorporada
pela radioatividade especifica da fenilalanina no meio de incubagdo e expressa como

nanomoles de fenilalanina por miligrama de proteina por 2 horas.

Degradaciao Protéica: A liberacdo de tirosina pelo musculo isolado na presenca de
ciclohexamida foi utilizada como indice da degradacdo protéica, conforme descrito
previamente por FULKS et al. (1973). Este método vale-se do fato de que o aminoacido
tirosina ndo € sintetizado nem degradado pelo musculo esquelético. Fatias longitudinais
musculares (70mg) foram pré-incubadas em tampao Krebs-Ringer [NaCl 1,2 mmol/L;

KCl 4,8 mmol/L; NaHCO3; 25 mmol/L; CaCl, 2,5 mmol/L; KH,PO4 1,2 mmol/L e
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MgSO4 1,2 mmol/L — pH 7,4] suplementado com glicose [5,5 mmol/L], BSA [1,34%],
insulina [5u/ml] e ciclohexamida [5,0 mmol/L], saturado com mistura gasosa (95% de
0, e 5% de CO,). Em seguida, as fatias foram transferidas para novo meio de mesma
composi¢do e incubada por 2 horas. Ao final da incubacdo, amostras do meio de
incubacgdo foram utilizadas para determinagdo do teor de tirosina pelo procedimento de

WAALKES & UDENFRIEND (1957).

Analise Estatistica: Os dados foram expressos como Média + Desvio Padrdo. Os
procedimentos estatisticos incluiram Andlise de Variancia (ANOVA), seguida de

BONFERRONI, onde apropriado. O nivel de significancia foi de p < 0,05.

RESULTADOS

A Figura 1 mostra os valores médios de LSM (lactato sanguineo minimo
versus carga de trabalho) durante realizacdo do TLM, para todos os animais (n=24). O
LSM médio ocorreu na carga de 5,2+0,2% do peso corporal a concentragdo de 6,7+0,4

mmol/L de lactato sanguineo.
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Figura 1: Curva lactato sanguineo vs carga de trabalho durante teste do lactato minimo.
O lactato sanguineo minimo médio, para todos os animais (n=24), foi obtido na carga de
5,240,2% do peso corporal a 6,7+0,4 mmol/L de lactato sanguineo.

Ap6s a determinacdo do LSM, os animais foram submetidos a testes de
natacdo com carga fixa em intensidades inferior, equivalente e superior ao LSM. Os
resultados sdo apresentados na Figura 2. Nota-se que as concentragdes de lactato
sanguineo estabilizaram-se, a partir do 15° minuto durante o exercicio com cargas

inferior e equivalente ao LSM. Por outro lado, na carga superior, a concentragdo de

lactato sanguineo elevou-se progressivamente.
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Figura 2: Valores médios de lactato sanguineo vs tempo de exercicio durante teste de
carga fixa realizado pelos animais suportando sobrecargas inferior (n=8), equivalente
(n=8) e superior (n=8) ao lactato sanguineo minimo. As concentra¢des médias de lactato
sanguineo estabilizaram-se em 5,4+0,01 e 6,4+0,006 mmol/L de lactato sanguineo nas
cargas inferior e equivalente ao LSM, respectivamente. Na carga superior, a mesma

elevou-se progressivamente.
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A Figura 3 contém os valores médios referentes as taxas de sintese e
degradacdo protéicas no musculo séleo de ratos sacrificados em repouso e apds
realizacdo do teste de natagdo suportando carga fixa inferior, equivalente e superior ao
LSM. As taxas médias de sintese protéica (pmol/mg.h) apresentadas apds exercicio
suportando cargas inferior e equivalente ndo mostraram diferenca significativa quando
comparadas ao repouso. Por outro lado, a sintese protéica sofreu reducdo significativa
apos exercicio suportando carga superior ao LSM. Apds o exercicio, em todas as cargas,
houve aumento significativo das taxas médias de degradagdo protéica (pmol/mg.h), que

foi mais acentuada apds o exercicio com a carga superior ao LSM.

Figura 3: Taxas de sintese e degradacdo protéicas (pmol/mg.h) no musculo séleo de
ratos sacrificados em repouso (R) e apds realizacdo do teste de natagdo suportando
carga fixa inferior ( I = 3,5% do peso corporal), equivalente (E = 5% do peso corporal),
superior (S = 6,5% do peso corporal) ao lactato sanguineo minimo.

S *
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E *

[C] Sintese

*
I
R
1 I I I I

0 50 100 150 200 250 300 350 400
Taxas de sintese e degradacao protéicas (pmol/mg.h)

*p < 0,05 em relacdo a situagdo de repouso;
**p < 0,05 em relagdo as demais situagdes.
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DISCUSSAO

Apesar das inimeras tentativas, as bases fisiolégicas para o actimulo de
lactato sanguineo durante o exercicio ainda ndo foram totalmente elucidadas. Em
diferentes estudos, a hipétese de que a formacdo de lactato durante o exercicio
subméximo seja devida a hipdxia tecidual foi questionada. Estudos demonstraram que
mesmo frente a cargas moderadas de exercicio (50-75% do VO, max) €, portanto, com
concentracdes intracelulares adequadas de oxigénio, ja ocorre acimulo de lactato tanto
no musculo quanto no sangue (BROOKS, 1985; CAMPBELL et al., 1989). Pesquisas
com caes mostraram, também, que ha acimulo de lactato nos musculos em cargas tao
baixas quanto 10% do VO, n.x (CONETT et al., 1981). Tais evidéncias contestam a
relacdo causa/efeito entre produgdo de lactato e hipdxia tecidual, sugerindo algum outro
fator que nao a limitagdo na oferta de oxigénio como responsdvel pelo aumento da
producdo muscular de lactato no exercicio. A despeito disso, a determinagdo de
“limiares”, isto €, determinacdo da intensidade de exercicio, na qual ocorre a transicao
do metabolismo aerébio para anaerdbio, tem-se mostrado ferramenta til na prescri¢ao
de exercicios (SJODIN et al. 1981; JONES e CARTER, 2000; SIMOES et al. 2000;
BILLAT et al. 2003).

Para fins praticos, a identificacdo da transicio metabdlica tem sido feita
submetendo-se o sujeito a esforcos com cargas progressivamente mais elevadas e
utilizando-se o lactato sanguineo como marcador. A determinac¢do do limiar pode ser
feita baseando-se no desvio da linha de base da concentracao circulante de lactato (Lan)
ou na intensidade de trabalho correspondente a uma concentragdo fixa de lactato
circulante (OBLA). O primeiro método fundamenta-se no fato de que o aumento nao

linear da concentragado de lactato sanguineo em relacao a intensidade do exercicio indica
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a transi¢cdo do metabolismo, conforme definiram KINDERMAN et al. (1979). Ja o
segundo procedimento assume o principio de que até uma determinada concentragao
circulante de lactato, ocorre um equilibrio entre a produ¢do muscular e a remocao desse
substrato da circulacdo, conforme postularam SJODIN & JACOBS (1981) e HECK et
al. (1985).

A determinacdo de limiares tem-se mostrado, também, valiosa em
estudos clinicos (WASSERMAN e Mc. ILROY, 1964; NEIVA et al. 1999). Uma vez
que existem limitacdes Obvias nas pesquisas com seres humanos, em especial nos
estudos clinicos, modelos animais t€ém fornecido importantes informacdes quanto a
realizagcdo de exercicio fisico sob diversas condi¢des experimentais, incluindo obesidade
(SCALFANI, 1988; VOLTARELLI et al. 2003), diabetes (LUCIANO e MELLO,
1999), desnutricdio (GALDINO et al. 2000; PRADA et al. 2004) e jejum

(VOLTARELLI et al. 2004).

No TLM originalmente descrito por TEGTBUR et al. (1993) para
humanos, a acidose lactica inicial foi induzida em atletas por duas corridas exaustivas
consecutivas. A segunda corrida foi seguida por 8 minutos de recuperacdo (andar lento).

Em seguida, foi iniciado o teste progressivo de corrida.

Com base nessas informagdes, desenvolvemos, em nosso laboratério, um
teste para determinar o lactato sanguineo minimo durante exercicio de natagdo,
utilizando os principios béasicos do TLM proposto por TEGTBUR et al. (1993),
adaptado as condicdes do rato (VOLTARELLI et al. 2002; VOLTARELLI et al. 2004).
O LSM de ratos sedentarios no primeiro estudo (VOLTARELLI et al. 2002), foi obtido
na carga média calculada de 4,9+01% do peso corporal do animal na concentragio

média de lactato sanguineo calculada de 7,2+0,2mmol/L. O treinamento fisico
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aumentou a carga (5,9% do peso corporal) e reduziu a concentragdo sanguinea de

lactato (5,9£0,1 mmol/L) na qual o LSM foi obtido (VOLTARELLI et al. 2004).

Os valores médios calculados de intensidade de exercicio e lactato
sanguineo, correspondentes ao LSM de todos os animais do presente estudo, estdo
contidos na Figura 1. Como se pode verificar, a carga de exercicio e concentracido de
lactato sanguineo, equivalentes ao LSM, mostraram-se semelhantes aos valores obtidos
por VOLTARELLI et al. (2002). Tais resultados sugerem potencial aplicacdo deste
procedimento em estudos que visem avaliacdo do condicionamento fisico e a prescri¢ao
de exercicio de natacdo para ratos. Contudo, antes da adocdo do teste com estas
finalidades, € necessario conhecer melhor as respostas metabdlicas decorrentes da

aplicagdo dessa técnica.

A proposta principal do presente estudo foi avaliar os efeitos do exercicio
de natacdo em intensidades inferior, equivalente e superior ao LSM sobre o

metabolismo protéico de ratos durante sessdo Unica de exercicio de natagao.

A Figura 2 contém os valores das concentracdes de lactato sanguineo de
ratos durante a realizacdo de teste de natacdo (30 minutos) suportando carga fixa
inferior, equivalente e superior ao LSM. Estes testes foram efetuados com o intuito de
checar a estabilizacdo do lactato sanguineo durante exercicio realizado nessas

intensidades, de acordo com o protocolo proposto por GOBATTO et al. (2001).

Voltarelli et al (2002) realizaram procedimento semelhante ao do
presente estudo (sessdo unica de exercicio de natacdo, onde animais sedentdrios e
eutréficos suportaram carga fixa equivalente ao LSM) e observaram estabiliza¢do da

concentracao de lactato sanguineo em 6,4+0,3 mmol/L na intensidade de 5,0% do peso
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corporal. Valores médios semelhantes de carga de exercicio e estabilizagdo da
concentracdo de lactato sanguineo (5,0% do pc a 6,4+0,006 mmol/L) foram observados
nos animais que realizaram exercicio na intensidade do LSM. Quando os animais
nadaram suportando carga inferior ao LSM, o lactato sanguineo estabilizou-se em
concentracdes inferiores (5,4+0,01). Por outro lado, ndo foi observada estabiliza¢do do
lactato sanguineo quando o exercicio foi realizado em intensidade superior ao LSM.
Vale ressaltar, também, que nenhum dos animais que efetuaram exercicio na ultima
situac@o conseguiram finalizar o teste, em fun¢do de fadiga aos 25 minutos.

Isso sugere que as taxas de producdo e remocdo do lactato sanguineo
equivaleram-se durante o esforco realizado nas intensidades inferior e equivalente ao
LSM e mostraram desequilibrio quando a carga aplicada foi superior ao mesmo. Tais
achados permitiram, com mais segurancga, caracterizar as intensidades aplicadas no
presente estudo como inferior (3,5% do peso corporal), equivalente (5,0% do peso
corporal) e superior (6,5% do peso corporal) a transi¢ao metabdlica.

Visando determinar as taxas de sintese (incorporacdo de '*C fenilalanina
em proteina) e degradacdo (liberagdo de tirosina) protéicas no musculo séleo, os ratos
foram sacrificados em repouso ou apds a realizacdo de sessdo tUnica de exercicio de
natacdo  suportando carga fixa inferior, equivalente e superior ao LSM. Tal
procedimento foi importante para avaliar se o LSM estimado pelo protocolo aqui
descrito € sensivel a outras alteragdes metabdlicas impostas pelo exercicio.

Como mostrado na Figura 3, as taxas médias de sintese protéica
(pmol/mg.h) obtidas apds exercicio nas cargas inferior (n=8; 61,5 = 1,3) e equivalente
(n=8; 60,7 = 1,7) ao LSM ndo mostraram diferenca significativa quando comparadas

com os valores de repouso (n=8; 65,2 + 3,4). No entanto, esse indice reduziu-se de
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forma significativa quando o exercicio foi realizado com a carga superior ao LSM (n=8;
36,6 £ 2,0). Isso sugere que o LSM seja um indicador sensivel de alteracdes do
metabolismo protéico impostas pelo exercicio.

As taxas médias de degradacdo protéica no misculo séleo (pmol/mg.h)
(Figura 3) de ratos sacrificados em repouso e apds efetuacdo de sessdo unica de
exercicio de natacao suportando intensidade fixa inferior (n=8; 227,0 + 6,1), equivalente
(n=8; 227,9 £+ 6,0) e superior (n=8; 363,6 + 7,1) ao LSM foram superiores as observadas
em repouso (n=8; 214, 3 £+ 6,0). Os maiores valores apareceram quando os animais se
exercitaram na carga superior ao LSM. Esses resultados reforcam a hip6tese de que o
LSM seja um indicador sensivel de alteracdes no metabolismo protéico muscular
decorrentes do exercicio.

Cabe destacar que o procedimento de andlise do metabolismo protéico,
aqui empregado, foi realizado in vitro e na presencga de insulina, hormoénio que estimula
sintese protéica muscular (GARLICK & GRANT, 1988). As taxas médias indicadoras
do metabolismo protéico, obtidas no musculo séleo de ratos submetidos a sessdo tnica
de exercicio de natacdo mostram que a sintese foi reduzida e a degradagcdo foi
aumentada nos animais que se exercitaram na carga superior ao LSM. Tal fato pode
conseqiiéncia do exercicio ter sido realizado em intensidade superior a transicio do
metabolismo aerébio para o anaerdbio e gerado inibicdo na cascata de sinalizacio
ativada pela insulina, reduzindo a sintese e permitindo a degradacdo protéica muscular
(DARDEVET et al.,, 2000). Estudos futuros s3o necessdrios para elucidar os
mecanismos envolvidos nos efeitos do exercicio fisico realizado em intensidades
inferior, equivalente e superior ao LSM sobre o metabolismo protéico muscular de

ratos.
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CONCLUSOES

¢ O conjunto dos resultados do presente estudo mostra a adequacdo do protocolo

do TLM aplicado a ratos durante exercicio de natacao;

e O padrio de respostas referentes aos indices do metabolismo protéico no
musculo esquelético de ratos, evidenciou que o exercicio fisico de natagcdo
realizado pelos animais suportando carga fixa superior ao LSM promove

reducgdo da sintese e aumento da degradacao protéica muscular;
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4- DISCUSSAO E CONCLUSOES FINAIS

O presente estudo teve como propdsito avaliar a validade do teste do
lactato minimo (TLM) na determinacdo do Limiar Anaerébio (Lan) de ratos durante
exercicio de natacdo. Para tanto, foi testada a sensibilidade do teste as modificacdes
impostas por: treinamento fisico (8 semanas), reducdo dos estoques musculares de
glicogénio causado por jejum de 12 e 48 horas e obesidade induzida pelo tratamento
com glutamato monossddico. Foram avaliadas, também, as alteragdes do metabolismo
protéico muscular durante o exercicio de natacdo realizado em intensidades inferior,
equivalente e superior ao Lan.

O primeiro estudo buscou verificar a relacdo entre teor reduzido de
glicogénio muscular (Jejum de 48 horas) e Lan determinado pelo TLM em ratos durante
exercicio de natacdo. Os resultados desse estudo mostraram que a resposta dos animais
foi semelhante aquela descrita na literatura para seres humanos (TEGTBUR et al.,
1993), ou seja, a deplecdo dos estoques de glicogénio muscular nao alterou a carga de
trabalho equivalente ao Lan, mas reduziu a concentracdo sanguinea na qual o mesmo
ocorreu. A menor concentracido de lactato sanguineo, equivalente ao Lan, apresentada
pelos animais submetidos ao jejum pode ser explicada pela diminui¢do no conteudo
total de glicogénio do musculo séleo dos mesmos em relagdo aos animais alimentados.

Tal situacdo, sabidamente, reduz oxidacido de carboidratos, a sintese de glicogénio, e,
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principalmente, a menor producdo muscular de lactato (LI et al., 1993). Por outro lado,
a intensidade (carga de exercicio) equivalente ao Lan nao foi afetada pela reducao dos
estoques musculares de glicogénio, indicando a fidedignidade da técnica utilizada para
estimé-lo.

Para avaliar a reprodutibilidade do TLM, realizamos um segundo
estudo. Numa primeira série de experimentos, buscamos verificar as influéncias de
modificagdes moderadas nos estoques musculares de glicogénio (jejum de 12 horas)
sobre os valores obtidos no teste. Como resultado dessa etapa de experimentos,
novamente a deplecdo dos estoques de glicogénio muscular pelo jejum nao alterou a
intensidade de exercicio equivalente ao Lan, mas reduziu a concentracdo sanguinea na

qual o mesmo ocorreu, confirmando a reprodutibilidade e fidedignidade do teste.

Em outra etapa desse mesmo estudo, o TLM foi avaliado quanto a
sensibilidade ao treinamento fisico de 8 semanas, realizado na intensidade equivalente
ao Lan individual, determinado previamente por esse teste. Apos 4 semanas de
treinamento, efetuou-se um TLM visando ajustar a carga de trabalho dos animais
(necessdrio para dar continuidade ao processo de treinamento de 8 semanas) e
determinar o Lan nessa intensidade de exercicio. Observou-se melhora nos valores
referentes ao Lan individual dos animais quando comparados com os valores na
situac@o sedentdria e com os valores encontrados em ratos sedentarios por Voltarelli et
al. (2002). Ao final de 8 semanas de treinamento fisico, os valores referentes ao Lan dos
animais novamente apresentaram melhora significativa quando comparados com
aqueles observados na situagc@o sedentdria, apos 4 semanas de treinamento e ainda com

os valores obtidos por Voltarelli et al. (2002). Tais achados evidenciam a sensibilidade



104

do TLM as alteragdes impostas pelo treinamento e a evolucdo no condicionamento

aerébio dos ratos em funcao do protocolo de treinamento.

No terceiro estudo, visamos determinar o Lan de ratas obesas tratadas
com MSG durante através do TLM de natacdo. Nesse trabalho, a anélise dos valores
obtidos de lactato sanguineo e glicogénio muscular sugeriram menor intensidade de
esfor¢o para animais obesos do que para ratos controle na mesma carga de trabalho. Tal
achado pode ser decorréncia do fato de as ratas obesas apresentarem densidade corporal
significantemente menor do que as ratas controle. Isso pode facilitar a flutua¢do na
natacdo, implicando em reduc¢do na intensidade de esforco. Para a avaliacao de animais
com densidade corporal alterada, talvez devam ser realizados protocolos de exercicios

progressivos tomando por base a densidade e ndo o peso corporal.

Visando avaliar os efeitos do exercicio de natacdo em intensidades
inferior, equivalente e superior ao LSM sobre o metabolismo protéico de ratos durante
sessdo Unica de exercicio de natacgdo realizamos o quarto e uUltimo estudo da presente
Dissertacdo de Mestrado. Nesta etapa do trabalho a denominacdo Limiar Anaerdbio
(Lan) foi substituida por Lactato Sanguineo Minimo (LSM), para indicar a transi¢ao
metabodlica (do aerdébio para o anaerdbio) durante a realizagdo do Teste do Lactato
Minimo (TLM). Tal alteracdo decorreu da controvérsia entre diferentes autores com
respeito ao fato de o LSM equivaler ou ndo ao Lan obtido em testes incrementais
(BILLAT et al., 2003). Nesse estudo, as taxas médias indicadoras do metabolismo
protéico, obtidas no musculo séleo de ratos submetidos a sessdo tnica de exercicio de
natacdo, mostram que a sintese foi reduzida e a degradacio foi aumentada nos animais

que se exercitaram na carga superior ao LSM. Tal fato pode ser conseqiiéncia do
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exercicio ter sido realizado em intensidade superior a transicio do metabolismo aerébio

para o anaerdbio.

A partir do conjunto de resultados dos 4 estudos aqui apresentados e
discutidos, podemos concluir pela viabilidade do emprego do TLM na determinagdo da

transicao metabdlica em ratos durante exercicio de natacao.
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6- ABSTRACT

The break point of the curve blood lactate vs exercise load has
been called Anaerobic Threshold (AT) and is considered a good indicator of exercise
capacity in human subjects. There are few studies of AT determination in rats. The
present study aimed the determination of the AT in adult rats by the lactate minimum
test (LMT) and to verify: a) the effects of muscle glycogen stores on AT determined by
LMT; b) the sensibility of the LMT to the alterations of the aerobic conditioning
imposed by physical training; c) the applicability of the LMT to rats with altered
metabolic condition and d) the effects of the swimming exercise performed at intensities
below, equivalent and above AT, on the protein metabolism of rats. The LMT is based
on the premise that during an incremental exercise test performed after a bout of
maximal exercise, blood lactate decreases to a minimum value and then increases again.
Thus, the minimum value indicates the intensity of the AT. The initial state of lactic
acidosis was obtained by making the animals jump into the water while carrying a load
equivalent of 50% of body weight (bw) for 6 min (30-s exercise interrupted by a 30-s
rest). After a 9-min rest, blood was collected and the incremental test was started. The
incremental test consisted of swimming while supporting increasing (0,5% of bw) loads
from 4,0% of bw until exhaustion. Each exercise load lasted 5 min and was followed by

a short time rest, during which blood samples were collected. LMT was applied to rats
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in different conditions: sedentarism, exercise-training, muscle glycogen depletion (12 or
48h fast) and metabolic disturbance (monosodium glutamate induced obesity). The
effects of swimming exercise performed at intensities below, equivalent and above to
AT on protein metabolism was also evaluated. According to the results: a) physical
training increased the work load corresponding to the AT and decrease the blood lactate
concentration in which appeared, indicating the sensibility of the test to the alterations
of the aerobic conditioning caused by training; b) the depletion of the muscle glycogen
stores imposed by fasting did not modify the work load at AT, but reduced the blood
lactate concentration; c) the reduced body density associated to obesity did not change
the workload equivalent to AT but reduced the blood lactate concentration at this load,
showing the viability of LMT to animals submitted to metabolic disturbance; d) the
LMT seems to be sensitive to metabolic alterations (protein metabolism) imposed by
exercise and e ) taken together these findings indicate the feasibility of the LMT test

application in studies with rats.
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