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RESUMO

Sao raros os estudos que associam variaveis metabodlicas a intensidade de
esforco em ratos. O presente estudo visou analisar os efeitos do treinamento fisico em
diferentes intensidades sobre biomarcadores de condicionamento aerdbio e de estresse
oxidativo em ratos. Foram utilizados ratos da linhagem Wistar (90 dias), que tiveram a
transicdo metabdlica aerdbia / anaerdbia determinada pelo teste de Maxima Fase Estavel
de Lactato (MFEL). O teste para determinacdo da MFEL foi composto de series de 25
minutos de exercicio de corrida em esteira, com diferentes velocidades, fixas em cada
série, com intervalos de 48 horas entre elas e coleta de sangue a cada 5 minutos para
dosagem de lactato. Em seguida, os ratos foram treinados 40 minutos por dia, 5 dias por
semana, na velocidade equivalente & MFEL (TT) ou 25% superior essa (TS), por 8
semanas. Como controles, foram usados ratos mantidos sedentérios (S). Ao final, todos
os animais foram sacrificados para analise de biomarcadores de ataque oxidativo:
produtos que reagem ao acido tiobarbitdrico — TBARs, do sistema de defesa
antioxidante: atividade da enzima catalase e de atividade celular: atividade da enzima
fosfatase alcalina em diferentes érgdos: musculo séleo, figado, cérebro e sangue assim
como aspectos do metabolismo da glicose (captacdo e oxidacdo da glicose, sintese de
glicogénio e producdo de lactato) pelo musculo séleo. Os principais resultados foram:
No inicio do experimento, considerando todo o lote de animais avaliados, a maior parte
dos animais (82%) obtiveram a MFEL na velocidade de 25m/min a concentragdo de
4,38+0,22mmol/L sangiinea de lactato. Ao final do experimento, a maior parte dos
ratos treinados na TT (63,63%) apresentou MFEL na velocidade de 25m/min, a
concentracdo sanguinea de lactato 3,10+0,27 mmol/L. A maioria (54,54%) dos
treinados TS teve MFEL na velocidade de 25m/min a concentracdo sanguinea de
lactado de 3,36+0,62 mmol/L. Os sedentarios (72,72%) mostraram a MFEL na
velocidade de 20m/min a concentracdo sanguinea de lactato de 4,83+0,67mmol/L. Os
valores de TBARs (umol/L) foram no Soro: S 6,95+0,38, TT 6,91+0,22, TS 6,77+0,33;
no Cérebro: S 16,11+2,69, TT 13,60+4,08, TS 15,20+3,25; no Figado: S 19,57+3,39,
TT 17,03+2,93, TS 17,77+2,88 e Gastrocnémio: S 8,34+2,72, TT 7,74+1,42, TS
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7,48+1,7. Os valores da atividade da CAT (umol/mg.Hb) foram, no Soro : S
82,93+23,35, TT 74,34+29,56, TS 79,59+23,46; no Cérebro: S 0,40+0,27, TT
0,27+0,08, TS 0,19+0,07; no Figado: S 0,36+0,05, TT 0,40+0,04, TS 0,63+0,29 e
Gastrocnemio: S 0,48+0,25, TT 0,44+0,20, TS 0,28+0,07. Os valores da atividade da
enzima Fosfatase Alcalina (uumol/mg. proteina) foram, no Cérebro: S 59,47+9,66, TT
68,82+13,18, TS 85,76+9,92; no Figado: S 10,96+1,93, TT 10,03+3,16, TS 10,11+2,07
e no Gastrocnemio: S 6,79+4,45, TT 5,28+2,05, TS 4,35+1,95. Quanto aos aspectos do
metabolismo da glicose pelo musculo séleo dos animais, ao final do experimento, 0s
valores observados foram: Captacdo de glicose (umol/g.h): S 14,87+3,83, TT
13,24+4,22, TS 19,96+2,6; oxidacdo de glicose (umol/g.h): S 21,73+11,68, TT
24,68+11,09, TS 46,76+7,55; sintese de glicose (umol/g.h): S 0,51+0,58, TT 0,43+0,17,
TS 0,66+0,25; concentracdo de glicogénio (umol/g.h): S 0,43+0,10, TT 0,51+0,12, TS
0,55+0,13 e producéo de lactato (umol/g.h): S 4,31+0,58, TT 4,71+0,39, TS 3,83+0,62.
O treinamento fisico nas intensidades equivalentes a transicdo metabolica e 25%
superior a esta (TS), melhorou o condicionamento aerobio dos animais, pois durante o
teste de esforco no final do experimento, as concentraces de sanguineas de lactato
foram menores nos grupos treinados de que nos sedentarios. Além disso, houve
aumento da oxidacédo de glicose e reducdo da producéo de lactato pelo musculo séleo no
treinamento efetuado acima da MFEL. O treinamento fisico em intensidade superior a
MFEL, ainda desencadeou, respostas compensatérias antioxidantes no figado. Assim
sendo os mecanismos de defesa antioxidantes adaptaram ao treinamento de maneiras

distintas, nos diferentes 6rgaos e tecidos aqui estudados.

Palavras Chaves: estresse oxidativo, enzimas, esteira rolante
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ABSTRACT

There are few the studies that associate metabolic variables to the intensity of the effort
in rats. The present study aim to analyze the effects of physical training in different
intensities on biomarkers of aerobic conditioning and of oxidative stress in rats. Wistar
rats (80 days) that had the aerobic / anaerobic metabolic transition determined by
Maximal Lactate Steady State test (MLSS) were used. The test for determination of
MLSS was composed of 25 minutes treadmill running, with different speeds, fixed in
each series, with intervals of 48 hours between them and collection of blood every 5
minutes for lactate dosage. Soon afterwards, the rats were trained 40 minutes a day, 5
days a week, in the speed equivalent to MLSS (MT) or 25% above it (AT), for 8 weeks.
As controls, rats maintained sedentary (S) were used. At the end, all rats were sacrificed
for analysis of biomarkers of oxidative attack: amount of substances that react with
thiobarbituric acid - TBARs, of the antioxidant defense system: activity of the enzyme
catalase and of cellular activity: activity of the enzyme alkaline phosphatase in different
organs: muscle soleus, liver, brain and blood. Aspects of glucose metabolism (glucose
uptake and oxidation, glycogen synthesis and lactate production) by the soleus muscle
were also evaluated. The main results were: in beginnig of the experiment, considering
the whole lot of animals, in most of them (82%) the MLSS was obtained in the speed of
25m/min, to the concentration of 4.38+0.22mmol/L of blood lactate. At the end of the
experiment, most of the rats training at the MLSS intensity (63,63%) presented MLSS
in the speed of 25m/min, to the concentration of 3.10+0.27 mmol/L of blood lactate.
Most (54,54%) of those animals trained above-MLSS they had MLSS in the speed of
25m/min, to the concentration of 3.36+0.62 mmol/L of blood lactate. The sedentary
ones (72,72%) showed MLSS in the speed of 20m/min to the concentration of blood
lactate of 4.83+0.67mmol/L. The TBARs concentration (umol/L) were as follows in the
Blood: S 6.95+0.38, MT 6.91+0.22, AT 6.77+0.33; in the Brain: S 16.11+2.69, MT
13.60+4.08, AT 15.20+3.25; in the Liver: S 19.57+3.39, MT 17.03+2.93, AT
17.77+2.88 and in the Gastrocnemius: S 8.34+2.72, MT 7.74+1.42, AT 7.48+1.7. The
CAT activity values (umol/mg.Hb) was as follows in the Blood: S 82.93+23.35, MT
74.34+29.56, AT 79.59+23.46; Brain: S 0.40+0.27, MT 0.27+0.08, AT 0.19+0.07; in
the Liver: S 0.36+0.05, - MT 0.40+0.04, AT 0.63+0.29 and in the Gastrocnemius: S



0.48+0.25, - MT 0.44+0.20, AT 0.28+0.07. The values of Alkaline Phosphatase activity
(wumol/mg. protein) were as follows in the Brain: S 59.47+9.66, MT 68.82+13.18, AT
85.76+9.92; in the Liver: S 10.96+1.93, MT 10.03+3.16, AT 10.11+2.07 and in the
Gastrocnemius: S 6.79+4.45, MT 5.28+2.05, AT 4.35+1.95. In the soleus muscle of the
animals to the end of the experiment the following values for glucose metabolism were
observed: Glucose uptake (umol/g.h): S 14.87+3.83, MT 13.24+4.22, AT 19.96+2.6;
Glucose oxidation (umol/g.h): S 21.73+11.68, MT 24.68+11.09, AT 46.76+7.55;
Glucose synthesis (umol/g.h): S 0.51+0.58, MT 0.43+0.17, AT 0.66+0.25; Glucose
concentration (umol/g.h): S 0.43+0.10, TT 0.51+0.12, AT 0,55+0,13 e Lactate
production (umol/g.h): S 4.31+0.58, MT 4.71+0.39, AT 3.83+0.62. Physical training at
the intensities equivalent to the metabolic transition and 25% above to the this,
improved the aerobic conditioning of the animals, since during the effort test at the end
of the experiment, the concentrations of blood lactate were lower in the trained groups
than in the sedentary one. Also, there was an increase in glucose oxidation and a
decrease in lactate production by the soleus muscle in response to the training above the
MLSS. The physical training at intensity above the MLSS, unchained antioxidant
compensatory responses in the liver. Therefore, antioxidant defense mechanisms
adapted to exercise training in the different ways, in the different organs and tissue here

evaluated .

Key Words: oxidative stress, enzymes, treadmill running
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| - INTRODUCAO

Espécies reativas de oxigénio (EROS) sdo formadas durante o metabolismo
normal, por processos enzimaticos, e ndo enzimaticos, e, continuamente, causam danos
a lipidios, proteinas e acidos nucléicos celulares (HALLIWEL, GUTTERIDGE, 1989).

Peroxidacdo de acidos graxos insaturados dos fosfolipidios das membranas
celulares pode resultar em perda significativa da integridade da membrana, o que
consiste em um dos mais marcantes efeitos dos danos oxidativos (TAPPEL, 1973),
levando a geracdo de aldeidos e danos potencialmente nocivos. O teste ndo especifico
das substancias reativas ao acido tiobarbitdrico [TBARs] € frequentemente aplicado
para inferir sobre os danos oxidativos aos lipidios (SILVEIRA, 2003). O papel
fisiolégico tecidual da enzima fosfatase alcalina pode estar associada a sistemas de
transporte e atividade celular (CALHAU et al. 1999), de forma que a medida da
atividade dessa enzima pode oferecer informag6es importantes para avaliacdo dos danos

oxidativos ao funcionamento das células.

Para se protegerem contra a oxidagdo, 0s organismos contam com mecanismos
quimicos e enzimaticos (YU, 1994). O principal sistema de defesa antioxidante é
constituido por enzimas antioxidantes como superoxido dismutase [SOD] (CuZn- SOD-
Citosolica e extracelular e Mn-SOD-mitocondrial), catalase [CAT] (CAT-heme-enzima)
e glutationa peroxidase [GR/GPX] (dependente e ndo dependente do selénio), para

decomporem o anion o°, H, O; e hidréxidos (YU, 1994).



O exercicio fisico € uma condicdo que exerce influéncia sobre o balanco entre
ataque oxidativo e mecanismo de defesa antioxidante. Durante o exercicio fisico
ocorrem varias reagdes quimicas que implicam na formacdo dos EROS. Para proteger
os tecidos contra possiveis danos causados pelos EROS, as enzimas antioxidantes como
SOD, catalase e GPX/GR, parecem responder de maneira adaptativa, elevando suas
atividades nos tecidos e 6rgédos de individuos treinados (AVULA, FERNANDES, 1999;
JENKINS, GOLD 1993; PEREIRA et al. 1996), embora haja contradi¢cdes (PRADA et
al. 2004).

Por razdes Obvias, muitos estudos envolvendo estresse oxidativo e exercicios
tém sido conduzidos em modelos animais, especialmente o rato. Contudo, esses estudos
sd0 passiveis erros, pois poucos associam as variaveis metabolicas com a intensidade do
esforco nesses animais (PRADA et al. 2004).



Il - OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O presente estudo foi delineado para avaliar os efeitos do treinamento fisico em
diferentes intensidades: equivalente a transicdo metabdlica aerdbia / anaerdbia e 25%
superior a esta, sobre biomarcadores de condicionamento aerdbio e de estresse oxidativo

em ratos.

2.2. Objetivos especicicos

1. Determinar a transi¢cdo metabolica aerdbia / anaerobia individual dos animais;

2. Submeter os animais ao treinamento em intensidades equivalentes a transicdo
metabdlica e 25% superior a ela;

3. Avaliar o condicionamento aerdbio, pela medida das concentracBes de Lactato
sanguineo durante sessdes de exercicio;

4. Analisar biomarcadores de danos oxidativos aos lipidios, de membrana (produtos
que reagem ao acido tiobarbiturico — TBARS), protecdo antioxidante (atividade da
enzima catalase) e de atividade celular (atividade da enzima fosfatase alcalina) em
diferentes tecidos: muasculo esquelético, figado, cérebro e sangue;

5. Analisar indicadores do metabolismo oxidativo (oxidacdo de glicose) no musculo

esquelético.



Il - REVISAO DE LITERATURA

3.1. Conceito de estresse oxidativo

Radical livre é definido como qualquer atomo, molécula ou fragmento de
molécula contendo um ou mais elétrons desemparelhados na Gltima camada de valéncia
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989; SEN et al. 2001, SILVEIRA, 2003).
Exemplos de radicais livres sdo o proprio oxigénio molecular (O;), o radical hidroxila
(OH), o radical anion superéxido (O;), o radical perdxido nitrico (ONOO), o radical
alcoxi (RO") e o oxido nitrico (NO) (PEREIRA, 1994; ARUOMA, 1994; YU, 1994;
SJODIN; JACOBS et al. 1990; SEN et al. 2001, SILVEIRA, 2003). Destes radicais
livres, 0 OH™ e 0 O, possuem grande importancia bioldgica, porque sdao formados em
varias situacOes durante o processo normal ou exacerbados de reducdo do O, no interior
das mitocondrias (BENZI, 1993); durante a metabolizacdo de bases purinicas no ciclo
de Lowenstein (LOWENSTEIN, 1990); ou devido a reducgdo do peroxido de hidrogénio
(H,0,) pelo O, catalizado por redutores como o Fe?* e Cu* ou ascorbato (YU, 1994).

Existem, também, compostos igualmente reativos quanto os radicais livres, que
ndo possuem elétrons ndo-pareados na ultima camada e, portanto, ndo podem ser
chamados de radicais livres. Essas substancias sdo classificadas de maneira mais ampla
como espécies reativas de oxigénio (EROS) ou espécies reativas de nitrogénio (ERNS)

e incluem o peroxido de hidrogénio (H,0,), o cation nitrosonium (NO™), anion nitroxila



(NO) e o peréxido nitrito (ONOO") (PEREIRA, 1994; PEREIRA, 1996; HALLIWELL
& GUTTERIDGE, 1989; DROGE, 2002; COOPER et al. 2002).

A maior reatividade exibida pelos radicais livres, comparativamente a outros
elementos, é conseqliéncia do menor tempo de vida média que possuem. Os radicais
OH™ e O, possuem vida média de 1x10™° e 1x10°® segundos respectivamente, enquanto
0 H,0,, superior 107 segundos e o O,, superior a 10? segundos (YU, 1994). Esta meia
vida extremamente curta deve-se a instabilidade eletronica que apresentam. Isto resulta
na possibilidade de extrairem elétrons de outras moléculas com quais venham a colidir,
promovendo formacdo de outras espécies radicalares, como por exemplo, os radicais
ONOO" e RO, formados durante a lipoperoxidacdo das membranas celulares
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989).

A peroxidacdo dos lipidios das membranas celulares € apenas um exemplo de
lesdo bioldgica que pode ser promovida pelos radicais livres, uma vez que praticamente
todas as biomoléculas sdo suscetiveis a oxidagdo (HALLIWELL & GUTTERIDGE,
1989, SILVEIRA, 2003). Para se protegerem contra oxidagdo os organismos dispdem
de mecanismos quimicos e enzimaticos. No primeiro caso, varias moléculas com
propriedades antioxidantes consumidas na dieta como o tocoferol (vitamina E), beta-
caroteno, selénio, cobre, zinco, acido ascorbico entre outros diminuem a acdo toxica das
ERQOS produzida intra e extracelularmente (YU, 1994; SEN et al. 2001).

O principal sistema de defesa antioxidante é constituido por enzimas
antioxidantes como as superoxido dismutases [SOD] (CuzZn-SOD - citosolica e
extracelular, Mn-SOD — mitocondrial), a catalase [CAT] (heme-enzima) e a glutationa
peroxidase [GR/GPX] (dependente e ndo dependente de selénio) para decomporem
respectivamente o anion Oy, H,O; e lipoperdxidos (YU, 1994). A Glutationa redutase
[GR] é uma enzima importante nesse processo uma que ela ndo age diretamente na
remocao de radicais, mas é responsavel pela regeneracao da glutationa oxidada [GSSG]

em sua forma reduzida [GSH], utilizando como substrato da enzima GPX.

A pesar das defesas antioxidantes reduzirem os riscos de lesdes oxidativas por
ERQOS, os organismos podem vivenciar situacbes onde a protecdo € insuficiente.

Quando acontece um desbalanco entre a producdo de EROS e defesa antioxidante se



estabelece uma situacdo que se denomina estresse oxidativo (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1989).

3.2. Exercicio fisico e estresses oxidativo

O exercicio fisico é uma condi¢do que exerce influéncia sobre o balanco entre
ataque oxidativo e os mecanismos de defesa antioxidante. Durante os exercicios fisicos,
ocorrem varias rea¢des quimicas que levam a formacao de radicais livres tais como O,
OH’, O;, ROO, RO e NO (PEREIRA, 1994; BALAKRISSHNAN, 1998; SEN et al.,
2001; VAN REMEN et al. 2003).

Durante o exercicio, 0 Oy pode ser formado no muasculo de varias maneiras
(HESS; MANSON, 1984; SIODIN, 1990; ARUOMA, 1994; SEN et al. 2001; DIMEO
& VENDIT, 2001; COOPER et al. 2002): na cadeia de transporte de elétrons
mitocondrial, principalmente quando esta se encontra numa situagéo de &noxia muscular
e ¢ “reperfundida” pelo oxigénio durante, por exemplo, pausa apds um esforco de alta
intensidade; por enzimas como xantina oxidase e pelas enzimas NADPH oxidase e
citocromo P450 oxidase. O musculo esquelético também produz éxido nitrico (NO)
pela reacdo da enzima 6xido nitrico sintase (REID, 1996). O oOxido nitrico pode reagir
com O, para formar peroxido nitrico, um intermediario instavel que pode se decompor
em um poderoso oxidante, com reatividade similar ao radical hidroxila (BECKMAN et
al. 1990, SEN et al. 2001; DROGE, 2002). Além disso, a presenca de ferro, na forma
livre ou ligada a heme, pode converter o radical &nion superdxido e o peroxido de
hidrogénio, pela reacdo de Fenton, em radical hidroxila, uma das espécies mais reativas
que se conhece (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989).

Aumento na peroxidacgdo lipidica tem sido relatado ap6s o exercicio (ALESSIO
& GOLDFARB, 1980; MIYAZAKI et al. 2001), embora nem sempre seja constatado
(SELMAN et al. 2002; VIINIKKA, et al. 1984). O aumento na peroxidacdo lipidica
parece ser tecido especifico. AVULA e FERNANDES (1999) constataram reducdo da
peroxidacdo lipidica nos rins e nas glandulas salivares e aumento da mesma no figado
de camundongos treinados por corrida em esteira analisados em repouso, em
comparacao aos sedentarios. Nenhuma diferenca foi constatada no musculo esquelético
e cardiaco entre dois grupos. RADAK et al. (1999) também ndo verificaram qualquer



diferenca nos niveis de peroxidacdo lipidica no masculo esquelético de ratos treinados
por natacdo e sedentarios, analisados em repouso. Os niveis de pentano e etano
apareceram duas a trés vezes mais elevadas em compara¢do aos valores de repouso em
homogeizados de figado e musculo esquelético de ratos depois da corrida até exaustdo
(GEE et al. 1981). ALESSIO e GOLDFARB (1980) constataram pequeno aumento na
peroxidacdo tanto no figado quanto no musculo esquelético de ratos apds exercicio

submaximo decorrida em esteira.

QUINDRY et al. (2003) observaram que duas horas ap0s sessdo Unica de
exercicio méaximo, em individuos jovens do sexo masculino, ocorreu aumento de anions
superdxido (O;) e decréscimo do teor de &cido ascorbico, indicando ocorréncia de
estresse oxidativo sangiiineo. RADAK et al. (2003), relataram que o exercicio aerébio
exaustivo (corrida de super maratona) causa estresse oxidativo e aumento da nitracdo e
a carbonilacdo das proteinas séricas. OWEN et al. (2003) verificaram em um modelo

com ratos, que o exercicio agudo elevou os niveis cardiacos de peroxidacao lipidica.

Em contrapartida, o treinamento fisico de intensidade moderada é um
procedimento que favorece a homeostase oxidativa das células e tecidos, por diminuir
0s niveis basais de danos oxidativos e aumentar a resisténcia ao estresse oxidativo
(NEISS et al. 1999; DI MEO & VENDITTI, 2001; COOPER et al. 2003). O exercicio
regular resulta em adaptaces na capacidade antioxidante, as quais protegem as células
contra os efeitos deletérios das EROS, prevenindo danos celulares resultantes (AGUILO
et al. 2003).

Para proteger os tecidos contra danos causados pelos radicais livres produzidos
durante o exercicio fisico as enzimas antioxidantes como SOD, CAT e GPX/GR
parecem responder de maneira adaptativa, elevando suas atividades nos tecidos e 6rgaos
de animais e seres humanos treinados (PEREIRA et al. 1994; JENKINS, 1987;
CLARKSON & THOMPSON, 2000; OSORIO et al. 2003). Isso ocorre principalmente
em treinamento do tipo de endurance (SEN et al. 2001; MIYAZAKI et al. 2001;
AVULA, FERNANDES et al. 1999). Por outro lado existem também relatos de
aumento da peroxidacéo lipidica associada a ndo compensacdo completa ou reducédo de

componentes do sistema antioxidante (glutationa, acido ascérbico e atividade glutationa



peroxidase) (BENZI et al. 1993; BALAKRISSHNAN & ANURADHA, 1998; SEN et
al. 2001; OOKAWARA et al. 2003).

RUSH e SANDIFORD (2003) relataram que populagdes jovens, saudaveis, mas
sedentérias, femininas apresentam concentracdes plasmaticas da enzima antioxidante
GPX, ligeiramente maior que a populagdo masculina, mas o significado funcional disso
ndo foi estabelecido. GROUSSARD et al. (2003), constataram que apds sessdo de
exercicio supra-maximo (teste de Wingate 30-s), sujeitos ativos ndo atletas mostraram
aumento significativo da peroxidacéo lipidica (radicais lipidicos séricos detectados por
ressonancia eletro-spin), bem como reducdo das atividades das enzimas antioxidantes
GPX e SOD nas hemacias. Concluiram, que o exercicio supra — maxima fase estavel de

lactato induz ao estresse oxidativo.

O treinamento também aumenta a expressao das “heat shock proteins” (HSPs),
proteinas com funcédo de reparo de danos teciduais (HAMILTON et al. 2003; SIU et al.
2004), no musculo esquelético e cardiaco, sendo capaz de reduzir a ocorréncia de
apoptose (morte celular programada) em ratos submetidos ao treinamento aerdbio
moderado, por diminuir os niveis de genes pro-apoptéticos e aumentar os niveis de

genes anti-apoptéticos (SIU et al. 2004).

3.3. Transicdo metabdlica

O fornecimento de adenosina trifosfato (ATP) para a manutencdo do exercicio
pode ser proveniente dos metabolismos aerdbio e anaerdbio. Durante 0 exercicio
moderado, as respostas fisiologicas estabilizam-se rapidamente e o oxigénio supre de
maneira satisfatéria a demanda energética. Em intensidades mais elevadas, a via
metabdlica predominante é a anaerdbia, o que resulta na redugdo abrupta do pH
muscular em conseqiiéncia da producdo de lactato. Isso dificulta a manutencdo do
exercicio por tempo prolongado, ja que ocorre a inibicdo da atividade enzimatica e
reducio da atividade do Ca™" a troponina (MCARDLE et al. 2003).

Existe uma zona de transicdo a partir da qual ocorre a mudanca da
predominancia aerobia para a anaerdbia, sendo essa zona de exercicio extremamente

importante para o condicionamento fisico, treinamento e rendimento desportivo. Por



essa razdo, diversas investigacOes acerca dessa zona de transicdo vém sendo realizadas
nas Ultimas décadas, resultando em diferentes protocolos de avaliacdo. Dentre 0s mais
utilizados, destacam-se o limiar ventilatério observado WASSERMAN e McILROY
(1964), a concentracdo de lactato sanguiineo para identificar o limiar anaerébio (LAN),
proposto por KINDERMAN et al. (1979), o limiar anaerdbio obtido pela concentracéo
fixa de 4,0 mm (OBLA), inicialmente sugerido por SJODIN & JACOBS (1981), o
modelo de poténcia critica ndo invasiva e exaustiva proposto por MONOD e SCHERER
(1965), entre outros.

Grande parte desses protocolos de avaliacdo utiliza a resposta do lactato
sanguineo, devido a fidedignidade dessa variavel sangiinea na mensuracdo da
intensidade de transicdo metabolica bem como excelente resposta ao treinamento fisico,
permitindo além da caracterizacdo do esforco, acompanhamento da eficiéncia do

treinamento.

O limiar anaerdbio (LAN) foi definido como a carga de trabalho na qual o
lactato sangliineo comeca a se acumular desproporcionalmente durante o exercicio, com
cargas progressivas (WASSERMAN & MCcILROY, 1964) e, teoricamente, indica a
méaxima fase estavel de lactato (MFEL) (MADER & HECK, 1986). A MFEL equivale a
mais alta concentracdo sanguinea de lactato onde sua entrada na circulacdo é
compensada pela remogdo durante o exercicio com carga constante (HECK et al. 1985).
O pressuposto de que o LAN coincide com MFEL mostrou-se verdadeiro em diferentes
tipos de exercicio, como corrida em esteira rolante e cicloergometria (STEGGMAN &
KINDERMAN, 1982; HECK et al. 1985), entretanto a carga de exercicio MFEL parece
deferir do LAN na ergometria de bragco (KRUGER et al. 1990) e no remo (BENEKE,
1995).

A MFEL também ja foi utilizada para determinacéo da transicdo metabolica em
ratos. GOBATTO et al. (2001) desenvolveram um estudo para a determinacdo do
MFEL de ratos durante o exercicio de natacdo. Nesse estudo, a MFEL foi obtida na
carga de 6% do peso corporal & concentracdo sangliinea de lactato foi de 5.5 mmol/l de
sangue. Mais recentemente, nosso grupo descreveu, também, um protocolo para

determinacdo da MFEL de ratos durante exercicio de corrida em esteira rolante. Neste
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caso, a MFEL foi obtida na velocidade de 20m/min, a concentracdo de lactato
sanguineo 3,9 mmol/L. (MANCHADO et al., 2005).



11

IV - MATERIAIS E METODOS

4.1. Animais

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar com 90 dias de idade no inicio do
experimento, que tiveram livre acesso & agua e o alimento (racdo comercial para
roedores). Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas de polietileno, medindo 37,0
x 31,0 x 16,0cm, (5 animais por gaiola) sob condigdes de temperatura (25°C) e ciclo
claro/escuro (12h / 12h) controladas. Todos os experimentos envolvendo animais foram
analisados e aprovados pelo Comité de Etica para Experimental Animal da
Universidade de Taubaté — UNITAU (registro CEEA/UNITAU n° 018/08). O projeto
foi analisado por instituicdo distinta daquela onde foi conduzido, pelo fato de o Instituto
de Biociéncias da Unesp de Rio Claro, onde o estudo foi realizado, ainda ndo contar

com Comité de Etica para Experimentos com animais.

4.2. Grupos experimentais

* Sedentarios (S) — mantidos inativos (n. 12);

 Treinados Transicdo Metabolica (TT) — submetidos ao treinamento de corrida em
esteira rolante, na velocidade equivalente a transicdo metabolica aerobia / anaerdbia, 40

min por dia, 5 dias por semana, durante 8 semanas (n. 12);
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e Treinados acima da Transicdo Metabdlica (TS) — submetidos ao treinamento em
velocidade 25% superior a transicdo metabolica aerdbia / anaerdbia, 40 min por dia, 5

dias por semana, durante 8 semanas (n. 12).

4.3. Adaptacdo ao ergdbmetro

Previamente ao experimento, foi feita uma selegdo dos ratos naturalmente
“corredores”, e demais foram incluidos no grupo sedentdrio. Nas 3 semanas que
antecederam o periodo de treinamento, os animais foram adaptados a corrida em esteira,

conforme protocolo descrito no quadro 1.

Quadro 1. Protocolo de adaptacéo a esteira rolante.

Semanas Velocidade (m/min) Tempo (min)
1 10 5al0
2 15a 20 5a10
3 25 10a 20

4.4. Determinacdo da transi¢do metabolica aerdbia / anaerdbia

Foi efetuada através da deteccdo da méaxima fase estavel de lactato (MFEL).
Para determinagdo da MFEL foram realizadas séries de exercicios de 25 minutos de
corrida em esteira rolante, a diferentes velocidades fixas a cada série, com intervalos de
48 horas entre elas e coleta de sangue (25 pL) a cada 5 minutos, para dosagem de
lactato. As coletas de sangue foram realizadas a partir de pequeno corte na extremidade
da cauda do animal. Uma s0 incis&o, efetuada antes do inicio do exercicio, foi suficiente
para a coleta de todas as amostras. A concentracdo sangiinea de lactato representativa
da MFEL foi considerada na maior velocidade onde ndo ocorreu variagdo do lactato
sanguineo superior a 1,0mmol/L entre 10 a 25 min de exercicio. A concentragdo de

lactato sanguinea foi determinada por método enziméatico (ENGELS et al.1978).
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4.5. Avaliacdo do condicionamento aerdbio

Ao final do periodo experimental, os animais foram submetidos a uma sessao de
corrida em esteira na velocidade equivalente a8 MFEL por 25 minutos. Foram coletadas
amostras de sangue, através de corte na extremidade distal da cauda, a cada 5 minutos
de exercicio para determinagdo das concentragdes de lactato.

4.6. Obtencao de material biologico

Quarenta e oito horas apds a realizacdo da Ultima sessdo de exercicio (no caso
dos grupos treinados), os animais foram anestesiados com tiopental sodico (40mg/kg de
peso corporal, intraperitonial) e, logo ap6s, o sangue (8ml) foi coletado da veia hepética.
Foram, também, coletadas amostras do musculo séleo esquerdo, do figado e do cérebro
para avaliacdo dos seguintes biomarcadores: atividade da enzima catalase (CAT),
produtos que reagem ao acido tiobarbitarico (TBARS) e atividade da enzima fosfatase
alcalina. O musculo séleo direito foi isolado para avaliacdo da taxa de oxidacdo de

glicose.

4.7. Preparacao dos tecidos

4.7.1. Hemécias e plasma

O sangue foi coletado na veia hepatica do mesmo animal, foi centrifugado 3
vezes a 2.500 rpm por 5 minutos em Tampéo fosfato 0,05N (composicdo, em g/L:
KH,POy, 1,34 e NaHPO,4.2H20, 7,1) com NaCl 0,9% pH 7,4. Apds o isolamento da
heméceas, esta foram lisadas adicionando-se H,0 (1:1 v/v) e centrifugado a 5.000 rpm
por 10 minutos por duas vezes, a fim de retirar as membranas remanescentes. O
sedimento foi desprezado e o sobrenadante foi congelado —70°C para posterior analise.
A dosagem de hemoglobina do hemolisado foi feita pelo método de DRABKIN
(BEUTLER, 1975).
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4.7.2. Cérebro, Figado e Musculo

As amostras de tecidos (100 — 150mg) foram retiradas e tratadas adequadamente
para cada determinacdo efetuada, como se segue. Para a determinacdo de TBARs, as
amostras foram colocadas em tubo plastico (tipo RIA) contendol, 5 mL de tamp&o
fosfato 0,05N (composigdo, em g/L: KH,PO,4, 1,34 e NaHPO4.2H20, 7,1) frio e
homogeneizado no Polytron e centrifugadas por 5 minutos a 10.000 rpm. Em seguida

foi separado o sobrenadante que foi armazenado a — 20 °C para posterior analise.

Para a determinacéo da atividade da Catalase, as amostras foram colocados em
tubos tipo eppendorf contendo 1 mL de tampédo fosfato 0,05N (composicdo, em g/L:
KH,POy, 1,34 e NaHPO,4.2H20, 7,1) gelado, submetidas a sonicacdo e centrifugadas
10.000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi separado e armazenado a — 20 °C para

posterior analise.

Para determinacdo da atividade da Fosfatase Alcalina, as amostras foram
sonicadas em 500 uL de &gua destilada gelada e centrifugadas a 2000 rpm por 5 minutos

a 10°C, sendo o sobrenadante separado e armazenado a — 20 °C para posterior dosagem.

4.8. Biomarcadores de ataque oxidativo:

4.8.1. Concentracdo dos produtos que reagem ao acido tiobarbitirico (TBARS)

Um dos métodos para se quantificar os produtos da peroxidacdo lipidica é o
método de analise da formacdo de substancias que reagem ao &cido tiobarbitdrico
(TBARS). Este método consiste na andlise dos produtos finais da peroxidacao lipidica
(peroxidos lipidicos, malondialdeido, e outros aldeidos de baixo peso molecular) que,
ao reagirem com o acido 2-tiobarbiturico (TBA), formam bases de Schiff. Esses
complexos sdo coloridos e sua concentracdo pode ser determinada
espectrofotometricamente a 5nm, ou por fluorescéncia a 515nm de excitacdo e 555nm
de emissdo (OKAWA et al., 1979).
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4.9. Biomarcadores do sistema de defesa antioxidante:

4.9.1. Catalase (CAT)

Os ensaios para dosagem da atividade da catalase foram conduzidos
adicionando-se as amostras dos tecidos a tampdo fosfato 50 mM e peroxido de
hidrogénio (H,0,) 10mM, (AEBI, 1984). A queda nos valores de absorbancia do H,0, é
seguida espectrofotometricamente a 240nm, segundo a reacao:

CAT
H,O, H&O + 0O,

O célculo da atividade da catalase foi feito pela seguinte equagéo: (2,3/At). (a/b).
(log Ai/A>), onde a é o volume de amostra na cubeta e b é o volume total da cubeta, A;
o valor da absorbancia em t=0 e A, sdo os valores da absorbancia no tempo final, que
em nosso caso se da aos 15 segundos apds o inicio da reacdo (AEBI, 1984).

4.10. Biomarcadores de atividade celular:

4.10.1. Fosfatase Alcalina

Foi determinada pelo metodo colorimétrico, por meio do kit labtest.

4.11. Indicadores do metabolismo muscular

4.11.1. Captacdo e oxidacao de glicose, sintese de glicogénio e producdo de lactato

O musculo soleo direito foi isolado com o minimo de lesdo possivel e fatias

longitudinais, pesando entre 25 e 35 mg, foram colocadas em frascos de cintilagdo com
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capacidade de 20ml siliconizados, contendo 1,5 ml de tampdo Krebs-Ringer
bicarbonato. Os frascos foram fechados com tampas de borracha, selados com anel
plastico e submetidos a 30 minutos de pré-incubacdo sob agitacdo em banho tipo
Dubnoff a 60 rpm e continuo gaseamento com O,/CO, (95%/15%). Ap0s esse periodo,
as fatias do musculo foram transferidas para novos frascos de cintilacao (frasco externo)
em cujo interior foram instalados pequenos tubos em forma de concha (frasco interno)
(Fig.1) com uma haste reta de aproximadamente trés cm de comprimento que se insere
nas tampas de borracha do frasco externo.

Cada frasco externo continha 1,5 ml de tampédo Krebs-ringer e cada frasco
interno, 700ul de hiaminalOx. Apds 60 minutos de incubacdo nesse sistema, com
gaseamento durante os 15 primeiros minutos, foram adicionados 100ul de &cido
tricloroacético (TCA) 25% ao frasco externo, visando a liberacdo de CO,. A preparacao
foi mantida por mais 3 horas no sistema. Porém com a fatia do musculo fora do alcance
da solucdo com TCA. Decorrido esse tempo, 200ul do liquido contido no frasco interno
foram retirados para a determinacdo do CO, produzido. O meio de incubacdo
acidificado contido no frasco externo foi armazenado para a determinacédo do lactato e a
fatia de muasculo imediatamente digerida em 0,5 ml de KOH para extracdo
(SJORGREEN et al., 1938) e dosagem (DUBOIS, et al., 1956) do glicogénio muscular.
A temperatura na pré-incubagio e incubagdo sera de 37° C.

O tampao Krebs-Ringer, base dos meios de pré-incubacdo e incubacdo, é
constituido de: NaCl 06%, NaHCO3; 019%, HEPES 6,64mM, KCI 0,032%, CaCl,
1,14nM, KH,PO4 0,015%, MgSO, 0,03%. A solucdo assim preparada foi gaseada
durante 20 a 30 minutos em O,/CO, (95%/15%) e o pH ajustado a 7,4. A esta solucao

foram adicionados 20 volumes de albumina sérica bovina livre de gordura. Ao meio de
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pré-incubacéo foi adicionado piruvato de sodio para concentragdo de 5 mM. Ao meio de
incubacéo, foi adicionada glicose (5,5mM) contendo [U-**C] glicose ( 0,25 pCi/ml),
[3H] 2-deoxiglicose (2DG=0,5uCi/ml) e insulina (100uUl/ml). Feitas as adi¢fes, o pH
foi ajustado a 7,4 e os meios transferidos para os frascos que foram selados e
equilibrados no banho a 37° C sob gaseamento em O,/CO, (95%/15%) durante pelo
menos 15 minutos. Fatias do mesmo musculo com peso semelhante aquelas incubadas
foram utilizadas para determinacdo da concentracao controle de glicogénio.

Foram avaliadas captacdo de glicose, utilizando-se a 2 DG como marcador, e
incorporagdo do *C a glicogénio (sintese), medindo-se a radioatividade do 3H da 2 DG
YC da glicose, respectivamente, através de contador de particula beta. O lactato
radioativo liberado no meio de incubacéo foi determinado por separacdo de metabdlicos
em coluna de troca idnica (Dowex-2, Sigma). Para a estimativa da glicose oxidada
(producdo de CO,), foi determinada a radioatividade do *C presente no liquido

(hiamina) coletado do frasco interno do sistema de incubag&o.
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A) B)

C)

Figura 1. Sistema de incubacdo para medida do metabolismo de glicose no musculo séleo. A) Frasco de
incubacdo e aparato para a colocagéo de liquido de absor¢do de CO,; B) Frasco de incuba¢do montado e
C) Banho.
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V — ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi feita por ANOVA one way e aplicacdo do teste post-hoc

de Newman-Keuls, onde adequado, com nivel de significancia pré-fixado em 5%.
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VI - RESULTADOS

6.1. Indicadores somaticos

A tabela 1 e a figura 2 (A) mostram os valores do peso corporal dos animais de
todos os grupos avaliados. Fica evidente que ambos os protocolos de treinamento (TT e
TS) reduziram significativamente o peso corporal dos animais ao longo do experimento.
Isso se refletiu em reducdo do ganho de peso nos animais treinados.

A tabela 2 e a figura 3 mostram os valores de ingestdo alimentar dos animais
durante todo experimento. A ingestdo alimentar de todos os animais manteve-se estavel

ao longo do estudo, ndo havendo diferencas significativas entre 0s grupos.

6.2. Indicador de condicionamento aerébio

Os valores de lactato sanguineo durante teste de esforco para determinacdo da
Méxima Fase Estavel de Lactato (MFEL) encontrados no inicio do experimento,
referentes a um rato, a titulo de exemplo acham-se na figura 4. Para esse animal, a
MFEL ocorreu na velocidade de 25m/min a concentracdo de 4,11+0,53 mmol/L
sanguinea de lactado. Considerando todo o lote de animais avaliados, 82% dos animais
obtiveram a MFEL na velocidade de 25m/min a concentracdo de 4,38+0,22mmol/L
sanguinea de lactato e 17% obtiveram na velocidade de 30m/min & concentracdo de

4,42+0,45mmol/L sanglinea de lactato.
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Os valores de lactato sangiiineo durante o teste de esfor¢co para determinar a
MFEL no final do experimento, referentes a um rato de cada grupo, a titulo de exemplo
acham-se na figura 5. Considerando todo lote de animais sedentarios avaliados ao final
do experimento, a maior parte dos animais (72,72%) obteve a MFEL na velocidade de
20m/min a concentracdo de 4,83 + 0,67 mmol/L sanguinea de lactato. Em relacdo aos
treinados na intensidade de transicdo metabdlica (TT), a maior parte dos animais
(63,63%) obteve a MFEL na velocidade de 25m/min a concentracdo de 3,10 + 0,27
mmol/L sanguinea de lactato. Quanto aos treinados na intensidade superior a (TS), a
maior parte dos animais (54,54%) obteve a MFEL na velocidade de 25m/min a
concentracdo de 3,36 + 0,62 mmol/L sanguinea de lactato.

Na tabela 3 encontram-se os valores referentes a diferenca de concentracdo de
lactato sangiiineo de méaxima estabilizacdo entre o inicio e o final do experimento. No
inicio do experimento os animais mantidos sedentarios apresentaram a media de
concentracdo de 4,86 + 1,30 mmol/L sanglineos lactato,sendo que ao final do
experimento 0s animais deste grupo apresentaram a concentracdo de 4,83 + 0,67
mmol/L obtendo assim uma diminuicdo de 0,03 mmol/L na concentra¢do sanguinea de
lactato. Em relacdo aos animais do grupo TT, estes apresentaram a concentragédo de 3,93
+ 0,49 mmol/L sanguinea de lactado no inicio do experimento e concentracdo de 3,10 +
0,27mmol/L ao final do experimento, havendo também uma diminuicdo na
concentracdo de 0,83 mmol/L sanguinea de lactato. Quanto aos animais do grupo TS, 0s
mesmos apresentaram a concentracdo de 3,61 + 0,62 mmol/L no inicio do experimento
e de 3,36 + 0,62 mmol/L ao final do experimento, ndo havendo diferenca significativa

entre os valores.
6.3. Biomarcadores do Sistema de Defesa Antioxidante e Ataque Oxidativo

Na tabela 4 e figura 6 sdo apresentados os valores da concentracdo da
substancias que reagem ao acido tiobarbiturico (TBARS) no sangue, no cérebro, figado
e musculo gastrocnémio dos animais no final do experimento. Os valores néo
apresentaram diferencas significativas entre os grupos avaliados.

A tabela 5 e figura 7 mostram os valores referentes a atividade da enzima

catalase no sangue, cérebro, figado e musculo gastrocnémio dos animais ao final do
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experimento. Houve aumento significativo da atividade da catalase no figado dos
animais do grupoTS.

Na tabela 6 e figura 8 acham-se os valores da atividade da enzima fosfatase
alcalina no cérebro, figado e gastrocnémio dos animais ao final do experimento. Notou-
se aumento da atividade desta enzima no cérebro dos animais TS em rela¢do aos grupos
TT e Sedentario.

6.4. Indicadores do metabolismo muscular

Na tabela 7 e figura 9 sdo apresentados os valores da captacdo e oxidacdo de
glicose, sintese de glicogénio, concentracdo de glicogénio e producdo de lactato no
musculo séleo dos animais ao final do experimento. Houve um aumento na oxidacao de
glicose dos animais TS em relagdo aos grupos TT e Sedentério. J& a sintese de
glicogénio apresentou aumento entre os animais dos grupos Treinados (TS) em relacdo
ao grupo TT. A captacdo de glicose apresentou diminui¢do no grupo de animais TS em
relacdo aos animais do grupo Sedentério. A producdo de lactado apresentou também
diminuicdo no grupo de animais TS em relacdo aos animais TT. A concentracdo de

glicogénio ndo apresentou diferenca significativa entre os grupos avaliados.



Tabela 1. Peso Corporal (g) e ganho de peso (g) dos animais durante o experimento.

Semanas S (12) TT (12) TS (12)

1° 400,54+33,04 412,64+41,37 423,41+47,09
20 412,95+31,74 426,43+42,80 430,74+45,12
3° 432,25+31,36 427,77+45,03 434,73+47,08
40 432,25+31,36 418,84+47,71 430,82+50,18
50 456,42+33,06 441,25+48,79 455,52+56,80
6° 471,64+31,07 454,28+54,59 446,21+60,69
7° 474,91+34,49 441,23+51,68 446,23+56,85
8° 474,89+39,22 439,25+52,80 440,22+58,21

Ganho de Peso 74,15 + 23,00 27,33+17,36° 27,83 +20,13°2

Resultados expressos com média + desvio padrdo, com o nimero de animais entre parénteses.

Diferencas significativas (ANOVA p.< 0,05/teste de Newman-Keuls) a- Sx TS, b-Sx TT
A)
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Figura 2. A) Peso Corporal (g) e B) Ganho de Peso (g) dos animais durante o experimento. Resultados
expressos com média + desvio padréo de 12 animais por grupo. Diferencas significativas (ANOVA p.<
0,05/teste de Newman-Keuls) a- SX TS, b—-SxTT



Tabela 2. Ingestdo alimentar diaria (g/100de peso corporal) dos animais durante o

experimento.
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Semanas S (12) TT (12) TS (12)
1° 5,45+0,51 5,57+0,21 5,48+0,48
2° 6,10+0,54 5,58+0,26 5,32+0,29
3° 5,79+0,19 5,44+0,44 5,07+0,51
40 6,19+0,1 5,23+0,07 5,15+0,24
50 5,66+0,04 5,4240,48 5,64+0,57
6° 6,11+0,57 5,39+0,58 4,93+0,55
7° 5,57+0,39 5,56+0,37 5,32+1,26
8° 5,39+0,01 5,19+0,39 5,96+1,26

Resultados expressos com média + desvio padrdo, com o nimero de animais entre parénteses.

Ingestdo Alimentar (g de
ragdo/100 g de peso corporal)

OFRP NWMOOLo N ©

Ingestdo Alimentar diaria

lO

20 30

40

50 6°

semanas

80

—a—TT

—— TS

Figura 3. Ingestdo alimentar dos animais durante o experimento. Resultados expressos com média +

desvio padrdo de 12 animais por grupo.
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Teste de esforgo inicial no inicio do experimento
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Figura 4. Lactato Sanguineo de um animal, a titulo de exemplo durante teste de esforco para
determinagdo da Mé&xima Fase Estivel de Lactato no inicio do experimento. Para esse animal,
a MFEL ocorreu na velocidade de 25m/min a concentragéo sanguinea de lactato de 4,11 + 0,53 mmol/L.
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Figura 5. Lactato Sanguineo de um animal, a titulo de exemplo durante teste de esforco para
determinacdo da Maxima Fase Estavel de Lactato no final do experimento. A) Grupo S; B) Grupo TT e
C) Grupo TS. Para o rato do grupo S a MFEL ocorreu na velocidade de 20m/min a concentragédo
sanguinea de lactato de 4,90 + 1,02 mmol/L, o animal ndo suportou a realizacdo do exercicio na
velocidade de 35m/min. Para o rato do grupo TT ocorreu na velocidade de 25m/min a concentracdo de
3,37 + 0,67 mmol/L. Para o animal do grupo TS ocorreu na velocidade de 25m/min a concentracdo de
4,16 + 0,74 mmol/L.
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Tabela 3. Concentracdo sanguinea de lactato em méaxima estabilizacdo no inicio e no
final do experimento.

S (10) TT (6) TS (7)
Concentracéo lactato 4,86 + 1,30 3,93+ 0,49 3,61+ 0,52
sanguineo no inicio do b a
experimento
Concentracéo de lactato 4,83 + 0,67 3,10 + 0,27 3,36 + 0,62
sanguineo no final do b a
experimento
Diferenca entre inicio e 0 0,03 mmol/L 0,83 0,25
final mmol/L° mmol/L2¢
Resultados expressos com média + desvio padrdo, com o ndmero de animais entre parénteses. Diferencas

significativas (ANOVA p.< 0,05/teste de Newman-Keuls) a- SX TS, b-SXxTT,c-TSXTT
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Tabela 4. Concentragdo de substancias que reagem ao &cido tiobarbiturico (TBARs,
umol/L) em soro, cérebro, figado e musculo gastrocnémio (nmol MDA/mg Proteina)

dos animais ao final do experimento

S (10) TT (6) TS (7)
Soro 6,95 + 0,38 6,91 + 0,22 6,77 + 0,33
Cérebro 16,11+ 2,69 13,60+ 4,08 15,50+ 3,25
Figado 19,57+ 3,39 17,03+ 2,93 17,77+ 2,88
Gastrocnémio 8,34 +2,72 7,74 + 1,42 7,48 +1,7

Resultado expresso com média + desvio padrdo, com o nimero de animais entre parénteses.
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Figura 6. Concentracdo de substancias que reagem ao Acido Tiobarbiturico (TBARs) em Soro, Cérebro,
Figado e Musculo Gastrocnémio dos animais ao final do experimento. Resultados expressos com média +
desvio padréo de 6 a 10 animais por grupo.
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Tabela 5. Atividade da enzima Catalase (umol/mg. Hb) em soro, cérebro, figado e
musculo gastrocnémio (umol/min. mg proteina) dos animais ao final do experimento.

S (10) TT (6) TS (7)
Soro 82,93 + 23,35 74,34 + 29,56 79,59 + 23,46
Cérebro 0,40 + 0,27 0,27 + 0,08 0,19 + 0,07
Figado 0,36 + 0,05 0,40 + 0,04 0,63 +0,292¢P
Gastrocnémio 0,48 + 0,25 0,44 + 0,20 0,28 + 0,07

Resultado expresso com média + desvio padrdo, com o nimero de animais entre parénteses.

Diferencas significativas (ANOVA p.< 0,05/teste de Newman-Keuls)
a—-TSXTT,b-SxTS
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Figura 7. Atividade a enzima Catalase (CAT) em Soro, Cérebro, Figado e Musculo Gastrocnémio dos
animais ao final do experimento. Resultados expressos com média + desvio padrdo de 6 a 10 animais por
grupo. Diferencas significativas (ANOVA p.< 0,05/teste de Newman-Keuls)

a—TSXTT,b-SxTS
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Tabela 6. Atividade da enzima Fosfatase Alcalina (umol/min. mg proteina) cérebro,
figado e musculo gastrocnémio dos animais ao final do experimento.

S (10) TT (6) TS (7)
Cérebro 59,47 + 9,66 68,82 + 13,18 85,76 +9,92°% P
Figado 10,96 + 1,93 10,03 + 3,16 10,11 + 2,07
Gastrocnémio 6,79 + 4,45 5,28 + 2,05 435+1,95

Resultado expresso com média + desvio padrdo, com o nimero de animais entre parénteses.
(ANOVA p.< 0,05/teste de Newman-Keuls),a— TTXTSb-Sx TS
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Figura 8. Atividade a enzima Fosfatase Alcalina (FAT) em Cérebro, Figado e Musculo Gastrocnémio
dos animais ao final do experimento. Resultados expressos com média + desvio padrdo de 6 a 10 animais
por grupo. Diferencas significativas (ANOVA p.< 0,05/teste de Newman-Keuls) a— TT x TSb-Sx TS
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Tabela 7. Captagdo (umol/g.h) e oxidacdo (umol/g.h) de glicose, sintese de glicose
(umol/g.h), concentracdo (umol/g.h) de glicogénio e producéo de lactato (umol/g.h) no
musculo séleo dos animais ao final do experimento.

S (5) TT (5) TS (5)
Captacédo de
glicose 14,87+3,83 13,24+4,22 10,96+2,6 °
Oxidacéo de
glicose 21,73+11,68 24,68+11,09 46,76+7,55 %"
Sintese de
glicogénio 0,51+0,58 0,43+0,17 0,66+0,25 ®
Concentragéo
de glicogénio 0,43+0,10 0,51+0,12 0,55+0,13

Producéo de
lactato 4,31+0,58 4,71+0,39 3,83+0,62 °

Resultado expresso com média + desvio padréo de 5 animais por grupo.
Diferengas significativas (ANOVA p.< 0,05/teste de Newman-Keuls). a- TSx TT, b- Sx TS
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Captacédo e Oxidagdo de Glicose, Sintese de glicose, Concentracgdo de glicogénio e
Producao de lactato
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Figura 9. Captacdo e oxidacdo de glicose, sintese de glicose, concentracdo de glicogénio e producgdo de
lactato no musculo séleo dos animais ao final do experimento. Diferencas significativas (ANOVA p.<

0,05/teste de Newman-Keuls)
a—TSXTT,b-SxTS
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VII - DISCUSSAO

O organismo dos mamiferos possui uma fantastica habilidade de se adaptar a
variados estresses, internos e externos, aos quais € submetido. Se o organismo é
habitualmente exposto a um estimulo estressor, o corpo sofrera adaptagdes para ajudar o
organismo a recuperar a homeostase (VANCINI, et al., 2005). Quando o O, passou a
ser utilizado no processo de respiracdo ocorreu, paralelamente, o desenvolvimento de
um sistema antioxidante para proteger as células da toxidade desse gas, ja que o
metabolismo aerdbio conduz a formacdo de radicais livres (VANCINI, et al., 2005).
Assim, 0s organismos se adaptaram a quantidade de O, presente na atmosfera e a
consequente producdo de radicais livres, desenvolvendo um sistema de defesa
antioxidante (VANCINI, et al., 2005). Desse modo, qualquer estimulo que leve a
producdo excessiva de radicais livres e/ou a deplecdo de antioxidantes conduz a uma
alteracdo significativa do balanco entre a produgdo e remocdo de radicais livres
(DROGE, 2002; URSO et al.; 2003). No presente estudo buscou-se avaliar os efeitos do
treinamento fisico realizado em intensidades distintas sobre biomarcadores do
condicionamento aerobio e de estresses oxidativo em ratos.

A anélise dos resultados referentes aos testes de MFEL, efetuados no inicio do
experimento, demonstrou que, em ratos submetidos ao exercicio fisico em esteira
rolante, o lactato sanguineo apresenta um padrdo semelhante aquele descrito para seres
humanos. Resultados semelhantes foram observados, recentemente, ao se utilizarem
ratos submetidos ao exercicio de natagdo e de corrida em esteira rolante (GOBATTO et
al., 2001; MANCHADO, 2005; CONTARTEZE, et al., 2007). A concentracdo média de
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lactato sanguineo equivalente a MFEL, para todos os animais avaliados no inicio de
nosso experimento, foi de 4,38+0,22mmol/L e esta de acordo com estudos prévios, 0s
quais aplicaram o teste da MFEL em corrida em esteira rolante em animais sedentarios e
eutroficos (MANCHADO, 2005; CONTARTEZE et al., 2007).

Para avaliar a eficacia do protocolo de treinamento como uma ferramenta Gtil na
melhoria do condicionamento aerdbio dos animais, analisamos, ao final do experimento,
a concentracdo de lactato sangiineo dos animais pertencentes aos grupos S, TT e TS
durante a realizacdo de um segundo teste visando a determinacdo da MFEL. Os valores
de lactado sanguineo, observados nesse teste, mostraram-se mais elevados no grupo S
quando comparado aos grupos treinados TT e TS, ndo sendo observadas diferengas
entre os dois Ultimos. No que diz respeito aos valores de velocidade de corrida
equivalentes a MFEL, estes foram menores nos S em relacdo aos treinados TT e TS,
sem diferencas entre este dois ultimos.

Durante o0 exercicio, a concentra¢do sangiliinea de lactato é dependente da razdo
entre a velocidade em que esse substrato é produzido pelo musculo esquelético e a
velocidade com que 0 mesmo é removido da corrente sanguinea (WASSERMAN et al.,
1986). Os mecanismos envolvidos no acumulo de lactato durante o exercicio sdo
diversos, sendo o aumento da intensidade do exercicio uma de suas principais causas
(MCARDLE et al., 1992). A producdo de lactato é decorrente da degradacdo do
glicogénio muscular ou da glicose sanguinea. Neste processo a enzima lactato
desidrogenase catalisa uma reacdo de oxirreducdo na ultima etapa da via glicolitica
anaerdbia assim, piruvato é reduzido, formando L-lactato e NADH ¢ oxidadoa NAD".
Essa é uma reagdo reversivel e a Unica que pode resultar na formacgdo de L-lactato ou
em sua utilizagdo. A lactato desidrogenase utiliza duas moléculas de NADH na
conversao de uma molécula de glicose em duas moléculas de lactado. Sob condicdes
anaerobias ou em células sem mitocondrias 0 NAD", uma molécula soltvel presente no
citosol, estd disponivel em quantidades limitadas e deve ser regenerado, a partir de
NADH, para continuacdo da glicolise. A reacdo geral, catalisada pelas acOes
combinadas da gliceraldeido 3- fosfato desidrogenase e da lactato desidrogenase, é a
conversao de piruvato, gliceraldeido 3-fosfato e P; em lactato e 1,3 — difosfoglicerato.

Durante o exercicio a concentragdo sanguinea de lactato depende da velocidade

na qual o substrato é produzido bem como a taxa de remoc¢do. Durante o exercicio de
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baixa ou moderada intensidade, em seres humanos e ratos, o lactato sangiineo
permanece estavel (MCARDLE, 1992). Nessa situacdo, a taxa de producdo de lactato
acha-se em equilibrio ou mesmo mostra-se inferior a sua remocdo (GOBATTO, 1991).
Quando individuos sdo submetidos a exercicios de alta intensidade, a concentracdo
sanguinea de lactato eleva-se ap6s 3 a 4 minutos de atividade indicando, assim, que a
taxa de producdo supera a velocidade de remocdo. (WASSERMAN et al., 1986).
Diferentemente do exercicio agudo, o treinamento, principalmente de natureza aerobia,
gera adaptacdes metabolicas consideraveis em relacdo ao turnover de lactato e, como
consequéncia, leva a reducdo de acimulo do mesmo na corrente sanguinea durante o
exercicio para uma mesma intensidade submaxima de esforco (DONOVAN &
BROOKS, 1983; GOBATTO et al., 2001).

Uma das causas da diminuicdo da concentracdo de lactato sangliineo apos o
treinamento aerdbio é a reducdo na producgdo, conseqiiente & maior oxidacdo de &cidos
graxos e reducdo da glicllise anaerdbia (HOLLOSZY; COYLE, 1984). As observactes
que suportam essa hipoOtese sdo: aumento da capacidade oxidativa mitocondrial
(ANDERSEN; HENRIKSSON, 1977); aumento do pool enzimatico do ciclo dos &cidos
tricarboxilicos e da cadeia transportadora de elétrons (HOLLOSZY, 1973); aumento da
capacidade de oxidar acidos graxos (BALDWIN et al., 1972), verificado pela reducéo
da razdo de troca respiratoria (RER) (MacRAE et al., 1992; MAUGHAN et al., 2000);
aumento das concentragdes de ADP, AMP, NADH e citrato, que reduzem o ritmo da
glicolise (HOLLOSZY; COYLE 1984; MAUGHAN et al., 2000); menor concentracao
de insulina e de catecolaminas, o que pode reduzir os estoques de glicogénio e o ritmo
da glicogendlise e producao de lactato (DUAN & WINDER, 1994).

Por outro lado, alguns estudos tém demonstrado que a reducdo da concentracdo
de lactato sanglineo em exercicio subméaximo é determinada pela maior remocéo de
lactato. O aumento da remocdo de lactato, verificada tanto em ratos (DONOVAN;
BROOKS, 1983) como em seres humanos (STANLEY et al., 1985), é feita pelo figado,
rins coracdo e fibras musculares tipo 1 (BROOKS, 1991). A remocéao da maior parte do
lactato deve-se a oxidacdo e o restante, a conversdo a glicose e glicogénio (BROOKS,
2000). Evidéncias recentes mostram que a membrana mitocondrial contém
transportadores de lactato (monocarboxylate transporters - mMCT) e a enzima lactato

desidrogenase (LDH). A atividade da LDH citosolica é muito alta, fazendo com que o
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piruvato seja convertido a lactato, invariavelmente. A passagem do lactato para dentro
da mitocondria por meio dos mMCT permitiria sua oxidacdo de volta a piruvato
(Brooks, 2000).

Apesar da controvérsia sobre 0 mecanismo que reduz a concentracdo de lactato
sanguineo em exercicio subméximo, MacRAE et al. (1992) observaram que ambos,
reducdo na producdo e aumento da remocdo de lactato sanguineo, ocorrem durante
exercicio progressivo.

Os resultados dos testes de esforco, efetuados ap6s o treinamento aerdbio,
mostraram que os protocolos utilizados no presente estudo levaram a uma reducéo do
acimulo de lactato sanguineo durante o exercicio. Isso indica que os protocolos de
corrida por nos utilizados foram eficazes em melhorar o condicionamento aerébio dos
animais. Além disso, os resultados aqui obtidos demonstraram que o treinamento
aerobio evitou a deterioracdo do condicionamento aerdbio imposta pelo avanco da
idade. Os ratos treinados mantiveram constante a intensidade de esforco (velocidade)
equivalente a transicdo metabolica no decorrer do experimento. Por outro lado, os ratos
mantidos inativos apresentaram reducdo da intensidade de esforco equivalente a
transicdo metabolica determinada no final do experimento, se comparada com 0s
achados do teste efetuado pelos animais no inicio do experimento.

Acreditamos que a melhora no condicionamento aerébio observado no presente
estudo deveu-se, a0 menos em parte, 0s ratos terem sido treinados no periodo noturno,
aproveitando-se dos seus habitos naturais que noturnos. MANCHADO et al. (2007)
evidenciaram que o ciclo de luminosidade promoveu alteracdes na avaliacdo de
performance fisica de ratos, especialmente nas respostas aerdbias, sendo o periodo de
escuriddo associado a valores elevados de capacidade aerdbia.

Sabe-se que nucleo supraquiasmatico do hipotadlamo anterior é o mais
importante centro de controle da ritmicidade diaria, gerenciando informacdes como
atividade locomotora, temperatura corporal, cortecosterona plasmatica e melatonina
(KLEIN et al. 1991). Contudo, diversos sdo os osciladores associados ao controle de
ritmo cicardiano em mamiferos (KLEIN et al. 1991; VAN DEN BUUSE, 1999). A
luminosidade € um dos mais importantes fatores extrinsecos ou ambientais promotores
de alteracOes nesse controle, tanto para humanos (REILLY, 1990) quanto para ratos
(EDMONDS e ADLER, 1997; BAUMGART et al. 1989, DEPRES-BRUMMER et al.
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1995). Dentre as respostas fisiolégicas modificadas no periodo de sono é possivel
destacar a depressdo da atividade simpatica e, consequentemente a reducdo da
frequéncia cardiaca, pressdo arterial (VAN DEN BUUSE, 1999, VAN DEN BUUSE,
1994) e tonus muscular. Essa diminuicdo nas respostas cardiovasculares acarreta uma
reducdo na razdo metabolica que pode variar de 10% a 30%. Todos esses aspectos
podem interferir na performance de ratos, quando estes sao treinados no periodo diurno,
contrapondo seus habitos noturnos.

Os animais exercitados em intensidades correspondentes a transicdo metabolica
e 25% acima desta ndo mostraram diferengas significativas nos biomarcadores de
ataque oxidativo quando comparados aos ratos sedentarios.

Peroxidacdo de residuos de acidos graxos insaturados dos fosfolipidios da
membrana celular pode resultar em perda significativa da integridade da membrana, que
se caracteriza como um dos efeitos mais expressivos do dano oxidativo (TAPELL et al.
1973), levando & geragdo de alcanos e aldeidos potencialmente deletérios. Infelizmente,
se 4 hidroxinonenal (4-HNE) é excluido, a deteccdo de lesdo na membrana ndo é
diretamente mensuravel. Por isso, o teste inespecifico de produtos que reagem ao acido
tiobarbitarico (TBARs) é freqlentemente empregado como indicador de ataque
oxidativo (STEGGMAN et al. 1991). No presente estudo, as concentracdes de TBARs
ndo apresentaram diferencas significativas entre os grupos em todos os tecidos
analisados.

A peroxidacdo lipidica é dependente de varios fatores (MATAIX et al. 1998),
porém, os resultados de diversos estudos envolvendo a mensuracdo de peroxidacao
lipidica frente ao estresses oxidativo, induzido pelo exercicio, em 6rgédos e tecidos de
diferentes modelos animais s&o, ainda, contraditérios e obscuros (RADAK et al. 2001;
KAYATEKIN et al., TURGUT et al., 2003; KINNUNEN et al., 2005).

Aumento na peroxidacéo lipidica tem sido relatado apos o exercicio, (ALESSIO
et al. 1980; MIYAZAKY et al. 2001) embora nem sempre seja significativamente
constatado (SELMAN et al. 2002; VIINIKKA et al. 1984). Os fatores que estdo
relacionados com o aumento da peroxidacao lipidica durante e ap0s o exercicio sao,
principalmente, a intensidade do exercicio, o nivel de aptiddo fisica, a capacidade de
defesa antioxidante do individuo (BAER et al. 2001), o tecido avaliado (AVULA et
al.1999; RADAK et al. 1999), a dieta ingerida (MATAIX, et al. 1998), a recuperacao
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pos-exercicio (LEAF et al.1997), além da diferenca existente entre 0s géneros
(GINSBURG et al.1998).

A enzima fosfatase alcalina (FA) tem importancia no diagnéstico de doencas
Osseas e é também associada a sistemas de transporte e atividade celular (CALHAU et
al. 1999). Em nosso experimento, a atividade dessa enzima apresentou-se aumentada no
tecido cerebral dos animais treinados na intensidade superior a transicdo metabdlica
(TS) em relacéo aos treinados na intensidade equivalente a mesma (TT) e aos animais
mantidos inativos, sugerindo, assim, maior atividade celular nos primeiros. Estudos em
andamento em nosso laboratério, onde foram avaliados aspectos do metabolismo da
glicose (captacdo e oxidacdo de glicose e sintese de glicogénio) no hipocampo e no
cérebro de ratos treinados, mostraram alteracfes nesses parametros (dados nao
publicados). Pode haver relacdo entre aumento da atividade celular observado no
ceérebro dos animais TS do presente estudo e alteragdes metabdlicas induzidas no tecido
nervoso pelo exercicio. Mas estudos sdo necessarios, para que se possa confirmar esta
hipétese.

O aumento da atividade celular e do ataque oxidativo, ocasionado pelo exercicio,
é menos deletério quando compensado por uma elevacdo da atividade dos mecanismos
celulares de defesa antioxidante. Espécies reativas de oxigénio sdo removidas por uma
série de enzimas, iniciando-se pela superoxido dismutase (SOD), seguida pela catalase
(CAT) e pela glutationa peroxidase (GP) (YU, B.P., 1994). No presente estudo,
observamos aumento significativo na atividade da enzima CAT no tecido hepético dos
animais treinados na intensidade superior a transicdo metabolica (TS) se comparados
aos animais treinados na intensidade equivalente & mesma (TT) e aos ratos mantidos
sedentérios. Por outro lado, no que diz respeito ao soro, ao cérebro e ao musculo
gastrocnémio, ndao encontramos diferencas significativas entre grupos.

Em nosso estudo, uma hipétese para a auséncia de alteracfes nos niveis de
peroxidacdo lipidica no figado entre os grupos treinados (TS) e o sedentério seria que,
0S mecanismos compensatorios envolvendo a atividade da catalase, apresentaram
diferencas significativas, contribuindo assim, para a minimizacdo dos efeitos oxidantes
nesse tecido. Adaptacdo de outros mecanismos de defesa antioxidante ndo avaliado no

presente estudo podem ter participado nesse processo nos demais tecidos estudados.



39

A questdo se o treinamento fisico aumentar ou ndo a atividade das enzimas do
sistema antioxidante ainda ndo foi totalmente elucidada. Enquanto alguns autores
demonstraram aumento na atividade enzimatica antioxidante (CAT, SOD e GP), em
masculo esquelético, induzida pelo treinamento fisico (PEREIRA et al., 1996;
SMOLKA et al. 2000) outros ndo constataram alteracdes significativas na atividade das
mesmas enzimas (ALESSIO et al. 1980). As respostas das enzimas antioxidantes
musculo-esqueléticas parecem ser dependentes do ergbmetro utilizado: natacéo
(PEREIRA et al. 1994), corrida em esteira (ALESSIO et al. 2000; SMOLKA et al.
2000) ou corrida em roda de atividade espontanea (SELMAN et al. 2002); do protocolo
de exercicio continuo (ALESSIO et al. 1980) ou intermitente (ATALAY et al. 1996;
SMOLKA et al. 2000) assim como do tipo de fibra muscular (ATALAY et al. 1996;
POWERS et al. 1994) e da espécie estudada: rato (ALESSIO et al., 2000; PEREIRA et
al. 1994; SMOLKA et al. 2000), camundongos (AVULA et al.,, 1996) ou outros
mamiferos (SELMAN et al. 2002).

Em estudos realizados por AVULA e FERNANADES (1999), foi demonstrado
que o treinamento fisico elevou a atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) no
rim, coracdo e musculatura esquelética de camundongos. Aumento na atividade da
enzima catalase foi observado no figado, coracdo, musculo esquelético e glandula
salivar de animais exercitados quando comparados aos mantidos sedentarios nesse
mesmo estudo. O exercicio também elevou a atividade da enzima glutationa peroxidase
no figado, rim e coracdo, assim como a atividade da glutationa transferase no figado e
glandula salivar. Além disso, nesse estudo, o treinamento fisico elevou os niveis de
glutationa total e reduzida no coragdo, musculatura esquelética e glandula salivar. Esses
resultados indicam que o exercicio é benéfico no sentido de diminuir os niveis de
peroxidacdo lipidica e de elevar a atividade das enzimas atioxidantes, especificamente
na glandula salivar e, também, em varios outros 6rgdos. Assim sendo, o efeito benéfico
do treinamento sobre atividade das enzimas antioxidantes, supressdo da peroxidagédo
lipidica e atividade celular parece variar de tecido para tecido ou de 6rgdo para 6rgao.
Os resultados do presente estudo corroboram essa hipotese.

No presente estudo, apenas o treinamento fisico efetuado na intensidade superior
a transicdo metabolica acarretou aumento da atividade das enzimas catalase e fosfatase

alcalina, sendo o cérebro e o figado, respectivamente, os tecidos afetados. O musculo
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esquelético ndo foi afetado quanto a estes aspectos, nas condigdes do presente estudo.
Dessa forma, para ampliar a compreensdo dos efeitos do treinamento fisico na
intensidade equivalente a transicdo metabdlica e em intensidades 25% superior a ela,
procedeu-se a avaliacdo de etapas do metabolismo da glicose nesse estudo.

O exercicio fisico é conhecido por melhorar a toleréncia a glicose atraves do
aumento da sensibilidade periférica a insulina (DELA et al., 1994), especialmente no
musculo esquelético.

O transporte de glicose para o musculo esquelético é regulado tanto pela insulina
quanto pela atividade contratil (HENDRICKSEN et al., 1996), através da translocacdo
de uma isoforma de transportadores de glicose, o GLUT 4 (EZAKI, 1997). A
capacidade de transportar glicose depende do conteddo muscular de GLUT 4
(HENDRICKSEN et al., 1996; EZAKI, 1997) e tanto os transportadores de glicose
estimuladas pela insulina (HENDRICKSEN et al., 1996) quanto a proteina GLUT 4
(RODNICK et al., 1992; HOUMARD et al., 1995; EZAKI, 1997) estdo aumentados no
musculo esquelético treinado pelo exercicio fisico. Dessa forma, esperar-se-ia um
aumento da captacdo de glicose nos ratos treinados em relagdo aos sedentarios, o que
ndo ocorreu no presente estudo. Contrariando essa hipdtese, 0s animais pertencentes ao
grupo TS apresentaram valores menores de captacdo de glicose muscular se comparados
aos demais grupos. Por outro lado, os resultados referente a oxidacdo de glicose e
sintese de glicogénio pelo musculo séleo sugeriu que o treinamento em intensidade
superior a MFEL resultou em aumento, nos animais do grupo TS em relacdo aos grupos
restantes.

Maior sintese de glicogénio em musculos treinados tem sido reportada e parece
envolver processos complexos, incluindo numerosos eventos regulatorios.
HENDRICKSEN et al. (1989) e HENDRICKSEN e RITTER (1993) verificaram
aumento rapido da sintese de glicogénio sintetase ou reducdo da fosforilase.
HENDRICKSEN et al. (1996) encontraram relacdo direta entre aumento da glicogénese
e maior transporte de glicose por mecanismos insulinodependentes, que parecem
envolver a presenca de Ca* liberado nos processos contrateis do muasculo. Alem disso,
REN et al. (1993) observaram que o aumento intramuscular dos transportadores GLUT
1 e GLUT 4, implicou em maior transporte de glicose. HENDRIKSEN et al. (1996)
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propuseram que aumento na taxa de sintese de glicogénio possa ser, entre outros fatores,

relacionado ao maior transporte de glicose.

No presente estudo, observou-se reducdo da liberacdo de lactato pelo musculo
s6leo isolado em decorréncia do treinamento em intensidade superior a MFEL pelo
musculo esquelético, esses resultados contestam com os dados da litereatura. Estudos
envolvendo seres humanos sugerem que individuos treinados apresentaram aumento na
capacidade de transporte do lactato da fibra muscular para a circulacdo sangiinea.
JACOBS et al. (1986), em estudos envolvendo seres humanos, relataram que individuos
treinados apresentaram aumento na capacidade de transporte do lactato da fibra
muscular para a circulacdo sanguinea. Essa observacGes também foram descritas por
OYONO-ENGUELLE et al. (1990) em seres humanos e por GOBATTO (1997) em
ratos, sendo que 0S mesmos associaram 0 aumento da concentragdo de lactato
sanguineo, e menor concentracdo de lactato no musculo, ao maior efluxo muscular
desse substrato durante o exercicio fisico agudo envolvendo individuos bem
condicionados.

ROTH (1991), em estudos com ratos submetidos a diferentes treinamentos de
velocidade e resisténcia muscular, verificou aumento da atividade de transporte do
lactato para fora do tecido muscular. PILEGAARD et al. (1993) submeteram animais a
programas de treinamento de sete semanas, com aumento progressivo da intensidade do
treinamento. Os autores verificaram, em estudos com vesiculas de sarcolemas gigantes,
maior atividade de transporte do lactato do musculo para a corrente sanglinea, com
correlagdo positiva com a intensidade do treinamento. BONEN & McCULLAGH
(1994) submeteram camundongos ao exercicio agudo em esteira rolante durante 60
minutos, com posterior retirada de amostras de masculos para procedimentos de
incubagdo. Nesse trabalho, os autores verificaram aumento do transporte de lactato
pelos musculos s6leos anteriormente exercitados. No entanto, 0s reais mecanismos
responsaveis por esse fendbmeno ainda ndo foram totalmente elucidados. Estes autores,
assim como PILEGAARD et al. (1993), sugeriram que o treinamento fisico pode
aumentar a atividade do carreador de lactato ou, ainda, que o trabalho fisico regular

induz a sintese de mais proteinas carreadoras.
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McCULLAGH et al. (1996) verificaram, em sarcolemas gigantes, que a
estimulacdo elétrica muscular crdnica é capaz de aumentar o transporte de lactato no
musculo tibial anterior de ratos. O mesmo musculo de localizagdo contralateral dos
animais foi utilizado como controle. Os autores, por sua vez, sugeriram a existéncia de
duas proteinas transportadoras de lactato, MCT; e MCT, (monocarboxylate
transporters), as quais foram previamente encontradas em ovarios de hamsters chineses
e figados de hamsters sirios, respectivamente. Entretanto, essas isoformas apresentam
cinéticas de transporte diferentes no musculo, o que levou os autores a sugerirem a
existéncia de uma isoforma especifica nesse tecido. Isso ja havia sido mencionado por
GARCIA et al. (1994), os quais verificaram a presenca do MCT; no coragédo e no
musculo vermelho, mas ndo no musculo branco. Sendo assim, era de se esperar que
houvesse um aumento dos valores do lactato liberado para 0 meio durante a incubacao
do musculo séleo, fato que néo foi observado no presente estudo.

Os resultados de producdo de lactato pelo musculo séleo isolado mostraram
valores menores pelo grupo TS quando comparado aos grupos TT e S. Uma vez que 0s
animais treinados na intensidade equivalente a transicdo metabolica (TT) apresentaram
respostas semelhantes aos animais do grupo sedentario, nesse mesmo parametro,
podemos sugerir que o treinamento fisico na intensidade superior a maxima fase estavel
de lactato influenciou o metabolismo glicolitico dos animais. Isso pode indicar
diminuicdo da metabolizacdo da glicose pela via anaerdbia latica no grupo TS ou, ainda,
um possivel redirecionamento desse substrato para a re-sintese de glicose e,
consequentemente, de glicogénio muscular.

As discrepancias observadas entre os resultados do presente estudo e aqueles
relatados previamente na literatura podem ser devidas, pelo menos em parte, as

diferencas nos protocolos de treinamento aplicados nos diferentes estudos.
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VIII — CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos no presente estudo, pode-se concluir que:

* Os resultados referentes ao ganho de peso corporal e ingestdo alimentar indicam que
o0s protocolos de treinamento utilizado mostraram ser eficazes em reduzir o primeiro
sem alterar o segundo e, por sua vez, corroboram a hipétese de que o exercicio, em
esteira rolante, pode exercer efeitos benéficos na restricdo do ganho de peso corporal
sem alterar drasticamente o comportamento alimentar.

* Provavelmente, o treinamento fisico realizado nas intensidades equivalente a transicédo
metabdlica aerdbia/anaerobia e 25% superior a esta, melhorou o condicionamento
aerobio dos animais, uma vez que, durante o teste de esforco no final do experimento, as
concentracdes sanguineas de lactato foram menores nos grupos treinados em relacao aos
animais sedentarios;

« O treinamento fisico na intensidade superior de 25% superior a transicdo metabdlica
melhorou o metabolismo oxidativo muscular;

* O treinamento fisico na intensidade de 25% superior a transicdo metabdlica
desencadeou respostas compensatérias antioxidantes no figado envolvendo a atividade
da enzima catalase, que, por sua vez, evitaram a peroxidacao lipidica nesse tecido;

« Nos tecidos estudados, os mecanismos de defesa antioxidantes parecem adaptar-se ao

treinamento de maneira distinta.
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Resumo: Espécies reativas de oxigénio (EROS) sdo formadas durante o metabolismo normal e,
continuamente, causam danos celulares. O principal sistema de defesa antioxidante é constituido por
enzimas antioxidantes como superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase. O exercicio fisico é
uma condicdo que exerce influéncia sobre o balango entre ataque oxidativo e mecanismo de defesa
antioxidante. Para proteger os tecidos contra possiveis danos causados pelos EROS, as enzimas
antioxidantes parecem responder de maneira adaptativa, elevando suas atividades em individuos
treinados. Muitos estudos envolvendo estresse oxidativo e exercicios tém sido conduzidos em modelos
animais, especialmente o rato. Contudo, esses estudos sdo passiveis erros, pois poucos associam as
variaveis metabdlicas com a intensidade do esfor¢co nesses animais.
Palavras-chave: Estresse Oxidativo. Exercicio Fisico. Enzimas Antioxidantes.
Oxidative Stress in Exercise, animal models and effort intensity
Abstract: Reactive oxygen species (ROS) are formed during the normal metabolism, and continually
cause cell damage. The main antioxidant defense system is constituted by antioxidant enzymes as
superoxide dismutase, catalase and glutathione peroxidase. Physical exercise is a condition that influences
the balance between oxidative attack and antioxidant defense mechanisms. To protect the tissues against
possible damages caused by ROS, the antioxidant enzymes seem to adapt, increasing their activities in
trained individuals. Many studies involving oxidative stress and exercises have been conducted in animal
models, especially the rat. However, most of these studies are criticized, because few associate the
metabolic variables to the intensity of the effort experienced by the animal during the exercise.
Key Words: Oxidative Stress. Physical Exercise. Antioxidant Enzymes.

Generalidades
Espécies reativas de oxigénio (EROS) sdo formadas durante o metabolismo normal, por processos
enzimaticos, e ndo enzimaticos, e, continuamente, causam danos a lipidios, proteinas e acidos nucléicos
celulares (HALLIWEL, GUTTERIDGE, 1989).
Peroxidacdo de &cidos graxos insaturados dos fosfolipidios das membranas celulares pode resultar em
perda significativa da integridade da membrana, o que consiste em uma das mais marcantes efeitos dos
danos oxidativos (TAPPEL, 1973), levando a geracdo de aldeidos e danos potencialmente nocivos. O
teste ndo especifico das substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS) é frequentemente aplicado
para inferir sobre os danos oxidativos aos lipidios (SILVEIRA, 2001). O papel fisiologico tecidual da
enzima fosfatase alcalina pode estar associada a sistemas de transporte e atividades celular (CALHAU et
al., 1999), de forma que a medida da atividade dessa enzima pode oferecer informagfes importantes para
avaliacdo dos danos oxidativos ao funcionamento das células.
Para se protegerem contra a oxidagdo, 0s organismos contam com mecanismos quimicos e enzimaticos
(YU, 1994). O principal sistema de defesa antioxidante é constituido por enzimas antioxidantes como
superoxido desmutase (CuzZn- SOD-Citosolica e extracelular e Mn-SOD-mitocondrial), catalase (CAT-
heme-enzima) e glutationa peroxidase (GR/GPX — dependente e ndo dependente do selénio), para

decomporem o &nion 0_, H2 O2 e hidréxidos (YU, 1994).
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O exercicio fisico € uma condi¢do que exerce influéncia sobre o balango entre ataque oxidativo e
mecanismo de defesa antioxidante. Durante o exercicio fisico ocorrem vérias reagdes quimicas que
implicam na formacdo dos EROS. Para proteger os tecidos contra possiveis danos causados pelos EROS,
as enzimas antioxidantes como SOD, CAT e GPX/GR, parecem responder de maneira adaptativa,
elevando suas atividades nos tecidos e 6rgdos de individuos treinados (AVULA, FERNANDES, 1999;
JENKINS, 1987; PEREIRA et al., 1996), embora haja contradi¢des (PRADA et al., 2004).

Por razdes 6bvias, muitos estudos envolvendo estresse oxidativo e exercicios tém sido conduzidos em
modelos animais, especialmente o rato. Contudo, esses estudos sdo passiveis erros, pois poucos associam
as variaveis metabolicas com a intensidade do esforgo nesses animais (PRADA et al., 2004).

Conceito de Estresse Oxidativo

Radical livre é definido como qualquer &tomo, molécula ou fragmento de molécula contendo um ou mais
elétrons desemparelhados na sua Gltima camada de valéncia (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989; SEN
et al., 2001, SILVEIRA, 2001). Exemplos de radicais livres sdo o, préprio oxigénio molecular (02),

radical hidroxila (OHE), radical anion superdxido (02_), radical peroxi (ROO), radical alcoxi (RO) e 6xido
nitrico (NO) (PEREIRA, 1994; ARUOMA, 1994; YU, 1994; SJODIN et al., 1990; SEN et al., 2001,
SILVEIRA, 2001). Destes radicais livres, o OH e o 02- possuem uma grande importancia biolégica
porque sdo formados em varias situacfes durante o processo normal ou exacerbado de reducdo o O2 no
interior das mitocondrias (BENZI, 1993); durante a metabolizacdo de bases purinicas no ciclo de
(LOWENSTEIN, 1990); ou devido a reducdo do peroxido de hidrogénio (HZOZ) pelo Oz_ catalizado por

+

2 +
redutores como o Fe e Cu ou ascorbato (YU, 1994). O HZO2 surge no interior das células quando o Ozé

reduzido divalentemente ou quando o O2 sofre dismutacdo espontanea ou catalisada. Por ndo possuir

elétrons desemparelhados, ndo é classificado como radical livre, sendo, portanto, menos reativo que 0s
radicais livres citados anteriormente (PEREIRA, 1994; PEREIRA, 1996; HALLIWELL; GUTTERIDGE,
1989).

A maior reatividade exibida pelos radicais livres, comparativamente a outros elementos é conseqiiéncia

- - -9
do menor tempo de vida — média que possuem. Os radicais OH e o O2 possuem vida média de 1x10 e

-6 -2 2
1x10 segundos respectivamente, enquanto o HZOZ, superior 10 segundos e 0 O2 superior a 10 segundos

(YU, 1994). Esta meia vida extremamente curta deve-se a instabilidade eletrbnica que apresentam. Isto
resulta na possibilidade de extrairem elétrons de outras moléculas com quais venham a colidir,
promovendo formagdo de outras espécies radicalares, como por exemplo, os radicais ROO e RO,
formados durante a lipoperoxidagcdo das membranas celulares (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989).
Devido a seu potencial oxidante e menor reatividade, todas essas espécies radicalares sdo chamadas
coletivamente de espécies reativas de oxigénio (EROS).

A peroxidacdo dos lipidios das membranas celulares é apenas um exemplo de lesdo bioldgica que pode
ser promovida pelos radicais livres, uma vez que praticamente todas as biomoléculas sdo suscetiveis a
oxidacdo (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989, SILVEIRA, 2001). Para se protegerem contra oxidacdo
0s organismos dispdem de mecanismos quimicos e enzimaticos. No primeiro caso, varias moléculas com
propriedades antioxidantes consumidas na dieta como o tocoferol (vitamina E), beta-caroteno, selénio,
cobre, zinco, &cido ascdrbico, glutationa reduzida (GSH), entre outros diminuem a acdo téxica das EROS
produzidas intra e extracelularmente (YU, 1994; SEN et al.; 2001).

O principal sistema de defesa antioxidante é constituido por enzimas antioxidantes como as superdxidos
dismutase (CuzZn-SOD - citostlica e extracelular, Mn-SOD — mitocondrial), catalase (heme-enzima,
CAT) e glutationa peroxidase (GR/GPX — dependentes e ndo dependentes de selénio) para decomporem

respectivamente o anion 02_, HZO2 e lipoperéxidos (YU, 1994). A Glutationa redutase (GR) é outra

enzima importante nesse processo. Esta enzima, mesmo ndo agindo diretamente na remog&o de radicais é
responsavel pela regeneracdo da glutationa oxidada (GSSG) em sua forma reduzida (GSH), utilizando
como substrato da enzima GPX. Apesar dessas defesas antioxidantes reduzirem os riscos de lesdes
oxidativas por ERQOS, os organismos podem vivenciar situagdes onde a protecdo é insuficiente. Quando
acontece um desbalanco entre a producdo de EROS e defesa antioxidante se estabelece uma situacdo de
estresse oxidativo (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989).

Exercicio Fisico e Estresse Oxidativo
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O exercicio fisico é uma condicdo que exerce influéncia sobre o balanco entre ataque oxidativo e 0s
mecanismos de defesa antioxidante. Durante os exercicios fisicos, ocorrem vérias rea¢fes quimicas que

levam a formacdo de radicais livres tais como 02, OH_, Oz_, ROO, RO e NO (PEREIRA, 1994;

BALAKEISNAN, ANURADHA, 1998; SEN et al., 2001; VAN REMEN et al., 2003).

Durante o exercicio, 0 O2- pode ser formado no musculo de varias maneiras (HESS et al., 1984; SJODIN
et al., 1990; AURUOMA, 1994; SEN et al.; 2001; DIMEO & VENDIT, 2001): 1) na cadeia de transporte
de elétrons mitocondrial, principalmente quando esta se encontra numa situa¢do de &noxia muscular e é
“reperfundida” pelo oxigénio durante, por exemplo, pausa apés um esforco de alta intensidade; 2) por
enzimas como xantina oxidase e 3) pelas enzimas NADPH oxidase e citocromo P450 oxidase. O musculo
esquelético também produz 6xido nitrico (NO) pela reagdo da Estresse oxidativo e exercicio enzima

oxido nitrico sintase (REID, 1996). O 6xido nitrico pode reagir com 02_ para formar peroxinitito, um

intermediéario estavel que pode se decompor em um poderoso oxidante, com reatividade similar ao radical
hidroxila (BECKMAN et al. 1990, SEN et al., 2001). Além disso, a presenca de ferro, na forma livre ou
ligado a heme, pode converter o radical anion superéxido e peréxido de hidrogénio, pela reacdo de
Fenton, em radical hidroxila, uma das espécies mais reativas que se conhece (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1989).
Aumento na peroxidacdo lipidica tem sido relatado ap6s o exercicio (ALESSIO; GOLDFARB, 1980;
MIYAZAKY et al., 2001), embora nem sempre seja constatado (SELMAN et al., 2002; VIINIKKA, et
al., 1984). O aumento na peroxidacdo lipidica parece ser tecido especifico. AVULA e FERNANDES
(1999) constataram reducdo da peroxidacdo lipidica nos rins e nas glandulas salivares e aumento da
mesma no figado de camundongos treinados por corrida em esteira analisados em repouso, em
comparacédo dos sedentarios. Nenhuma diferenca foi constatada no musculo esquelético e cardiaco entre
dois grupos. RADAK et al., (1999) também n&o verificaram qualquer diferenca nos niveis de peroxidago
lipidica no musculo esquelético de ratos treinados por natacdo e sedentarios, analisados em repouso. Os
niveis de pentano e etano apareceram 2 a 3 vezes mais elevados do que em valores de repouso em
homogeizados de figado e musculo esquelético de ratos depois da corrida até exaustdo (GEE et al., 1981).
ALESSIO e GOLDFARB (1980) constataram pequeno aumento na peroxidacdo tanto no figado quanto
no musculo esquelético de ratos apds exercicio sub-maximo decorrida em esteira.
Quindry et al., (2003) observaram que 2 horas apds sessdo Unica de exercicio maximo, em individuos
jovens do sexo masculino, ocorreu aumento de anions superoxidos (O2) e decréscimo do teor de acido
ascorbico e &cido nitrico, indicando ocorréncia de estresse oxidativo sangiiineo. Radéak et al., (2003),
relataram que o exercicio aerébio exaustivo (corrida de super maratona) causa estresse oxidativo e
aumento da nitracdo e a carbonilacdo das proteinas séricas. Owen et al., (2003) verificaram em um
modelo com ratos, que o exercicio agudo elevou os niveis cardiacos de peroxidacéo lipidica.
Para proteger os tecidos contra danos causados pelos radicais livres produzidos durante o exercicio fisico
as enzimas antioxidantes como SOD, CAT e GPX/GR parecem responder de maneira adaptativa,
elevando suas atividades nos tecidos e 6rgdos de animais e seres humanos treinados (PEREIRA et al.,
1994; JENKINS, 1987; CASE et al., 1994, CLARKSON; THOMPSON, 2000; OSORIO et al., 2003).
Isso ocorre principalmente em treinamento do tipo de endurance (SEN et al., 2001; MIYAZAKI et al.,
2001; AVULA et al., 1999). Por outro lado existem também relatos de aumento da peroxidacéo lipidica
associada a ndo compensacgdo completa ou reducdo de componentes do sistema antioxidante (glutationa,
acido ascorbico e atividade glutationa peroxidase) (BENZI, 1993; BALAKRISHNAN; ANURADHA,
1998; SEN et al., 2001; OOKAWARA et al., 2003).
RUSH e SANDIFORD (2003) reportaram que as populagdes jovens, saudaveis, mas sedentaria, feminina
apresenta concentrages plasmaticas de enzimas antioxidante GPX, ligeiramente maior que a populagao
masculina, mas o significado funcional disso ndo foi estabelecido. GROUSSARD et al. (2003),
constataram que ap6s sessdo de exercicio supra-maximo (teste de Wingate 30-s), sujeitos ativos mas nédo
atletas mostraram aumento significativo da peroxidacao lipidica (radicais lipidicos séricos detectados por
ressonancia eletro-spin), bem como reducédo das atividades das enzimas antioxidantes GPX e SDO nas
hemacias. Concluiram, entdo, que o exercicio supra - maximo induz estresse oxidativo.

Transicdo Metabdlica
O fornecimento de adenosina trifosfato (ATP) para a manutencao do exercicio pode ser proveniente dos
metabolismos aerobio e anaerobio. Durante o exercicio moderado, as respostas fisiologicas estabilizam-se
rapidamente e o oxigénio supre de maneira satisfatoria a demanda energética. Em intensidades mais
elevadas, a via metabdlica predominante é a anaerdbia, o que resulta na reducéo abrupta do pH muscular
em consequéncia da producéo de lactato. Isso dificulta a manutencdo do exercicio por tempo prolongado,
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ja que ocorre a inibigdo da atividade enzimatica e reducdo da atividade do Ca a troponina (McArdle et
al., 1998).
Existe uma zona de transicdo a partir da qual ocorre a mudanca da predominancia aerobia para a
anaerdbia, sendo essa zona de exercicio extremamente importante para o condicionamento fisico,
treinamento e rendimento desportivo. Por essa razdo, diversas investigacfes acerca dessa zona de
transicdo vém sendo realizadas nas Ultimas décadas, resultando em diferentes protocolos de avaliagdo.
Dentre os mais utilizados, destacam-se o limiar ventilatério observado (WASSERMAN; McILROY,
1964), a concentracdo de lactato sanguineo para identificar o limiar anaerébio (LAN), proposto por
KINDERMAN et al. (1979), o limiar anaerébio M. B. Aradjo, F. J. A. Prada & M. A. R. Mello obtido
pela concentracdo fixa de 4,0 mm (OBLA), inicialmente sugerido por SJODIN; JACOBS (1981), o
modelo de poténcia critica ndo invasivo e exaustivo proposto por MONOD e SCHERER (1969), entre
outros.
Grande parte desses protocolos de avaliagdo utilizam, a resposta do lactato sanguineo devido a
fidedignidade dessa varidvel sangliinea na mesuracdo da intensidade de transicdo metabdlica bem como
excelente resposta ao treinamento fisico, permitindo além da caracterizagdo do esforco, acompanhamento
da eficiéncia do treinamento.
O limiar anaerobio (LAN) foi definido como a carga de trabalho na qual o lactato sangiiineo comeca a
reacumular desproporcionalmente durante o exercicio, com cargas progressivas (WASSERMAN;
McILRQOY, 1964) e, teoricamente, indica a maxima fase estavel de lactato (MFEL) (MADER; HECK,
1986). A MFEL equivale a mais alta concentracdo sangliinea de lactato onde sua entrada na circulacéo é
recuperado pela remogdo durante o exercicio com carga constante (HECK et al., 1985). O pressuposto de
que o LAN coincide com MFEL mostrou-se verdadeiro em diferentes tipos de exercicio, como corrida em
esteira rolante e cicloergometria (STEGGMAN; KINDERMAN, 1982, HECK et al., 1985), entretanto a
carga de exercicio MFL parece deferir do LAN na ergometria de braco (KRUGER et al., 1990) e no remo
(BENEKE, 1995).
A MFEL também ja foi utilizada para determinagdo da transicdo metabdlica em ratos. Recentemente,
nosso grupo de pesquisa (GOBATTO et al., 2001) desenvolveu um estudo para a determinacdo do MFEL
de ratos durante o exercicio de natacdo nesse estudo, a MFEL foi obtida na carga de 6% do peso corporal
a concentracdo sanglinea de lactato foi de 5.5 mmol/l de sangue. Em outro estudo, nosso grupo
apresentou uma descricdo detalhada de protocolo para a determinacdo do MFEL de ratos durante
exercicio de corrida em esteira rolante (MANCHADO et al., 2005). Nesse estudo, a MFEL aconteceu na
velocidade de 20m/min., a concentracdo sanguinea de lactato de 4,0 mmol/L.

Estresse Oxidativo, Exercicio e Transicdo Metabdlica
Modelos animais fornecem condic@es apropriadas para a obtencéo de resultados referentes a mecanismos
celulares e moleculares envolvidos nas adaptacdes metabdlicas ao exercicio, que ndo seriam possiveis de
outra forma. Sdo raros ainda, na literatura, estudos que relacionam estresse oxidativo a intensidade do
esforco durante o exercicio em ratos. Nesse sentido, nos Gltimos anos, nosso grupo de pesquisa, do
Departamento de Educagdo Fisica, do Instituto de Biociéncias da Unesp de Rio Claro, SP, tem oferecido
algumas contribuigdes.
Recentemente, realizamos trabalhos com finalidade de estudar como se comportam os sistemas de defesa
antioxidante perante o exercicio fisico e dietas alimentares. Os trabalhos se voltaram a mensuracéo da
biomarcadores do ataque oxidativo (substancias que reagem ao acido tiobarbitlrico — TBARS), do sistema
antioxidante: atividade das enzimas Catalase (CAT), Glutationa Redutase (GR) e atividade celular:
Fosfatase Alcalina (FA).
Em um dos estudos realizados com ratos em corrida em esteira rolante na intensidade equivalente a
transicdo metabdlica aerdébia/anaerdbia, inferida pela determinacdo da MFEL, os valores de TBARs
circulantes foram maiores nos ratos treinados do que nos sedentarios. O inverso ocorreu com a CAT. A
analise desses resultados indica que o treinamento por corrida na intensidade da MFEL favoreceu o
aparecimento de estresse oxidativo nos animais. (PRADA et al., 2003).
Em outro estudo semelhante sd que realizado com natagcdo obtivemos resultados semelhantes: valores de
TBARSs circulantes relativamente maiores do que os de CAT reforcando a teoria de que o exercicio
realizado na intensidade da transicdo metabdlica aerdbia/anaerdbia pode gerar estresse oxidativo em ratos
(PRADA et al., 2004). Por outro lado, mais recentemente constatamos que o treinamento fisico por
corrida em esteira rolante na velocidade da MFEL ndo alterou as concentra¢fes de TBARs em cérebro,
musculo esquelético e figado de ratos (ARAUJO et al., 2007)



66

No presente momento, estamos realizando estudos para ampliar as informacGes referentes ao estresse
oxidativo em ratos exercitados por corrida em esteira rolante em diferentes intensidades, pois as mesmas
podem contribuir para o0 avang¢o do conhecimento cientifico dentro desta area.

Concluséao
A literatura aponta que o exercicio regular resulta em adaptagfes na capacidade antioxidante, as quais
protegem as células contra os efeitos deletérios do estresse oxidativo, prevenindo danos celulares
subseqientes.
Em contrapartida, nosso grupo de estudos verificou que, independente do ergdbmetro utilizado (nata¢do ou
esteira), ratos treinados em intensidade equivalente a MFEL apresentaram estresse oxidativo.
Dessa forma, o desenvolvimento de marcadores sanguineos e teciduais mais sensiveis pode ajudar a
elucidar muitas das contradi¢des presentes na literatura e, deste modo, Estresse oxidativo e exercicio
contribuir para o avango do conhecimento cientifico dentro desta area.
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[Abstract] Objective The present study aimed to analyze the effects of physical
training at different intensities on aerobic conditioning and oxidative stress biomarkers
in rats. Methods Wistar rats (90 days of age) weighing 320-400g at the beginning of the
experiment had the aerobic / anaerobic metabolic transition determined by Maximal
Lactate Steady State test (MLSS). The rats were trained during 40 min/day, 5
days/week, at the speed equivalent to MLSS (MT) or 25% above it (AT), during 8
weeks. As controls, rats maintained sedentary (S) were used. At the end, all rats were
sacrificed in order to analyze biomarkers of the lipid peroxidation: concentration of
substances that react to thiobarbituric acids (TBARs): antioxidant status: catalase
activity (CAT) and cellular activity: alkaline phosphatase activity (AP) in different
organs: muscle gastrocnemius, liver, brain and blood. Results Physical training at
intensities equivalent to the metabolic transition and 25% above it improved the aerobic
conditioning of the animals. Exercise-training at both intensities probably unchained
antioxidant compensatory responses which avoided tissue lipid peroxidation.
Conclusion These results suggest that, at least in part, that the antioxidant defense
mechanisms showed adaptative responses to training in the different ways, in the

different organs and tissues analyzed.
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INTRODUCTION

The beneficial effects of regular physical exercise have long been known. The
effectiveness of regular physical activity in the prevention of chronic diseases such as
diabetes, cancer, hypertension, obesity, depression, and osteoporosis and premature
death, is well established. However, the beneficial effects of exercise are lost with
exhaustion. It is well known that exhaustive exercise, especially when sporadic, causes
structural damage to or inflammatory reactions within the muscles. This damage is due,
at least in part, to the production of reactive oxygen species (ROS) M. Also, it was
reported that ROS production by acute or chronic exercise may elicit different responses
depending on the organ tissue type and its endogenous antioxidant levels 12,

ROS are formed during normal metabolism, through enzymatic and non-
enzymatic processes and continually damage cell lipids, proteins, and nucleic acids &.
Peroxidation of unsaturated fatty acids from the phospholipids of the cell membrane can
result in a significant loss of its integrity, which consists in one of the most remarkable
effects of the oxidative damages ', leading to the generation of aldehydes and
potentially harmful substances. The non-specific test of the substances reactive to the
thiobarbituric acid (TBARS) is frequently applied to infer the oxidative damages to
lipids .

To protect themselves against oxidation, the organisms count on chemical and
enzymatic mechanisms. The main antioxidant defensive system consists of antioxidant

enzymes such as superoxide dismutase (SOD) (CuZn-SOD-Cytosolic and extra cellular
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and Mn-SOD- mitochondrial), catalase (CAT) (CAT-heme-enzyme) and glutathione
peroxidase (GR/GPX) (selenium dependent and non-dependent), to decompose the O
anion, H,0, and hydroxides . During physical exercise, several chemical
reactions that result in the formation of ROS take place. To protect tissues against
possible damage caused by ROS, antioxidant enzymes such as the SOD, catalase and
GPX/GR, seem to respond in an adaptive manner, increasing their activities in the
tissues and organs of trained individuals ["®°!, although there are contradictions .

Although there have been many studies on oxidative stress caused by exercise
that utilized oxidative biomarkers in various tissues, few associated those biomarkers to
the exercise intensity. Therefore many questions still remain unanswered, such as 1)
does exercise intensity affects the balance between ROS production and the antioxidant
system in organs such as brain in a similar way it does in skeletal muscle and liver? 2)
what is the relationship between the exercise intensity , the exercise-induced oxidative
stress and endogenous antioxidants in different organs? We hypothesize that exercise
intensity may have important effects on organs such as the brain as well as on the
skeletal muscle and the liver and that endogenous antioxidants may play an important
role in the adaptation to exercise-induced oxidative stress in these organs.

In the present study, rats were subjected to exercise training at two different
intensities: equivalent to the aerobic / anaerobic metabolic transition and 25% above
this intensity. The aerobic capacity of the animals was evaluated by the maximal lactate
steady state determination. Oxidative damage was assayed by examining lipid
peroxidation (TBARs concentrations), the antioxidant status was examined by the CAT
activity and the cell activity was evaluated by measuring alkaline phosphatase activity.
Assays were done in blood, brain, liver and gastrocnemius muscle. Results indicate

tissue heterogeneity in the oxidative stress associated to the exercise intensity.

MATERIAL AND METHODS

Adult male wistar rats, weighing between 320-400g at the beginning of the
experiment and between 420-500g at the end, which had free access to water and food

(commercial rodent chow), were used. The animals were kept in collective polyethylene
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cages, measuring 37.0 x 31.0 x 16.0cm, (5 animals / cage) under controlled temperature
condition (25°C) and light/dark cycle (12h / 12h, with the lights on from 6:00 pm to
6:00 am). All experiments involving the animals were performed in accordance to the
specific Brazilian resolutions on the Bioethics in Experiments with Animals (Law n°
6.638, of May 8™ 1979 and decree n° 26.645 of June 10", 1934).

The animals were divided in three experimental groups: Sedentary (S) — not
submitted to exercise training (n = 10); Trained at the Metabolic Transition intensity
(MT) — submitted to run training on a treadmill, with speed equivalent to the aerobic /
anaerobic metabolic transition, 40 minutes / day, 5 days / week, for 8 weeks (n = 6) and
Trained at intensity 25% Above the Metabolic Transition (AT) — submitted to run
training at speed 25% higher to the aerobic / anaerobic metabolic transition, 40 minutes

/ day, 5 days / week, for 8 weeks (n = 7).

These animals had aerobic/anaerobic metabolic transition was estimated by the
detection of the maximal lactate steady state (MLSS). To determine the MLSS, series of
25 minute exercises were performed through running on the treadmill, at different
speeds in each series, with 48 hour intervals between them and blood sampling every 5
minutes, for lactate determination. The blood lactate concentration representative of the
MLSS was considered at the highest speed in which blood lactate concentration varied
by less than 1 mmol/L between 10 and 25 minutes of exercise ™21, The blood lactate
concentration was determined by an enzymatic method 3. To evaluate the possible
effects of exercise training on the aerobic conditioning, the animals were submitted to
MLSS tests at the beginning and at the end of the experimental period.

The rats 48 horas after exercise session, had been anesthetized with sodium
thiopental (40mg/kg of body weight, intraperitoneal) and blood (8ml) was collected
through the hepatic vein. Samples from the left gastrocnemius muscle, liver and brain
were also collected for the evaluation of the following biomarkers: as an indicator of the
antioxidant status, catalase enzyme activity — CAT I products that react to the
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thiobarbituric acid — TBARs ™, as an indicator of lipid peroxidation and alkaline
phosphatase enzyme activity, as an indicator of cell activity (Commercial kit from
Labtest Diagnostica, MG, Brazil).

The statistical procedure consisted of one-way ANOVA. When necessary, the
Newman-Keuls post-hoc comparison test was used M. In all cases, the statistical

significance was set at P < 0.05.

RESULTS

The blood lactate values during the effort test for the determination of MLSS
obtained at the beginning of the experiment, referent to one rat, as an example (figure.
1). For this animal, the MLSS occurred at the speed of 25m/min, with blood lactate
concentration of 4.11+0.53 mmol/L. Taking the whole lot of animals in consideration,
82% of the animals obtained the MLSS at the speed of 25m/min, with a blood lactate
concentration of 4.38+0.22mmol/L and 17% obtained it at the speed of 30m/min, with a

blood lactate concentration of 4.42+0.45mmol/L.

INSERT FIG. 1.

Figure. 2 presents the concentration of the substances that react to the
thiobarbituric acid (TBARs, biomarker of lipid peroxidation) in blood, brain, liver and
gastrocnemius muscle at the end of the experiment. The values did not present any

significant difference between the groups.

INSERT FIG. 2.

Fig. 3 shows the of the catalase activity (CAT, biomarker of antioxidant status)
in blood, brain, liver and gastrocnemius muscle at the end of the experiment. There was
a significant increase of CAT in the liver of the animals trained above the metabolic

transition (AT) compared to the other groups.

INSERT FIG. 3.
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The values of the alkaline phosphatase activity (AK, cell activity biomarker) in
brain, liver and gastrocnemius muscle at the end of the experiment (figure. 4). There
was an increase of AK activity in the brain of the animals trained above the metabolic
transition (AT) in relation to those trained at the metabolic transition intensity (MT) and

Sedentary animals.

INSERT FIG. 4.

DISCUSSION

The present study was designed to clarify the effect of exercise training
performed at the aerobic/anaerobic metabolic transition and 25% above it on aerobic
conditioning and on biomarkers of lipid peroxidation by reactive oxygen species as well
as antioxidant enzyme activities in different rat tissues. The main findings were: I)
exercise training at both intensities equally improved the aerobic conditioning of the
animals; II) exercise training at both intensities did not alter lipid peroxidation
biomarkers (TBARS) in any of the tissues evaluated and Ill) training at the intensity
above the metabolic transition increased cell activity biomarkers (alkaline phosphatase)

in brain and antioxidant enzyme activity (CAT) in liver.

The MLSS corresponds to the highest workload that can be maintained over
time without increasing blood lactate accumulation. The MLSS workload defines the
exercise intensity above which there is a net contribution of energy associated with
blood lactate accumulation consequent to a rate of glycolisis that exceeds the rate of
mitochondrial pyruvate utilization 7). At exercise intensities up to the MLSS, there is a
balance between lactate production and clearance. For this reason, the MLSS
determination is considered a good indicator of the endurance exercise capacity and the

work rate associated to MLSS is often used in the assessment of the endurance capacity
[18]

The analysis of the MLSS tests performed in the beginning of the experiment
showed that, in rats submitted to physical exercise on the treadmill, the blood lactate
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presents a pattern and/or kinetic similar to those described for human beings ™. Similar
results were observed recently, when using rats submitted to swimming and treadmill
running exercise %2122 The mean blood lactate concentration equivalent to the
MLSS, for whole lot of animals evaluated in the beginning of our experiment, was of
4.38+0.22mmol/L and similar to those obtained in previous studies in which the

treadmill running MLSS test was applied in sedentary and eutrophic animals %22,

Lipid damage by ROS is dependent on various factors %), although the results of
the studies involving the measurement of lipid peroxidation consequent of the oxidative
stress induced by exercise in organs and tissues of different animal models are, still
controversial and obscure 7. In experimental studies, the lipid peroxidation can be
rated by the determination of the concentration of products that react to the
thiobarbituric acid (TBARS). In the present study, the TBARs concentrations did not
present significant differences in any of the tissues analyzed. According to some
authors, oxidative stress could be observed only after exhaustive exercise. During non
exhaustive exercise, the antioxidant defense would prevent the damage induced by ROS
generation by exercise and training diminishes oxidative stress due to exhaustive
exercise . Here, although part of the rats was exercised above the MLSS, the exercise
was not performed until exhaustion. This is a matter that deserves further investigation
in our rat model, since a limitation of the present study is that we used only one lipid
peroxidation biomarker. There are a number of biomarkers for lipid peroxidation (i.e.,

hydroperoxides) that could be tested before a definitive conclusion.

Another important factor in the determination of the effects of physical training
on different tissues and organs is the evaluation of the cell activity. Alkaline
phosphatase activity [AK], which is important in the diagnostic of bone diseases, is also
associated to cell activity and transport systems and, for this reason, employed as a cell
activity index 4. For instance, skeletal muscle AK activity was reported increased in
catabolic conditions such as cancer cachexia and food restriction *°. In our study, AK
activity showed higher in the brain of animals trained in the intensity above the
metabolic transition (AT) when compared to the animals trained in the intensity
equivalent to it (MT) and the sedentary animals, therefore indicating greater cell activity

in the first ones.
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The increase in cell activity and lipid peroxidation, induced by exercise, is less
deleterious if compensated by an increase in the antioxidant defense system activity.
Reactive species of oxygen are removed by a series of enzymes, beginning with the
superoxide dismutase (SOD), followed by the catalase (CAT) and the glutathione
peroxidase (GP) . In the present study, we observed a significant increase in liver
CAT activity of the animals trained in the intensity above the metabolic transition (AT)
when compared to the animals trained in the intensity equivalent to it (MT) and the rats
kept sedentary. On the other hand, in serum and gastrocnemius muscle, no significant

difference was found between the groups.

The most plausible hypothesis for the absence of alterations in lipid peroxidation
levels among the groups, at least in the liver, resides in the fact that the compensatory
antioxidant mechanisms adapted themselves adequately, contributing to the
minimization of the oxidant effects on this specific tissue. Unfortunately, it was not
possible the measurement of other antioxidant status biomarkers (i.e. SOD, GP) that

could be used to corroborate the results.

If physical training increases the antioxidant enzyme activity is still a matter that
has not been totally elucidated. While some authors demonstrated increase in the
antioxidant enzymatic activity (CAT, SOD and GP) in skeletal muscle, induced by
physical training !, others did not report significant changes in the activities of these
enzymes °!. The responses of the skeletal muscle antioxidant enzymes seem to be
dependent on the ergometer used: swimming ', treadmill running " or running in a
spontaneous activity wheel ! the exercise protocol: continuous ! or intermittent
29301 ‘a5 much as the muscle fiber type ! and the species studied: rat " mouse "
or other mammals 8] Moreover, the responses of the antioxidant enzymes to training
seem to be tissue-dependent. In a study performed by Avula, et al. [ it was
demonstrated that physical training elevated the glutathione peroxidase activity in liver,
kidney, heart and skeletal muscle, as much as the glutathione transferase activity in liver
and salivary glands. The results of this study indicated that physical training was
beneficial in decreasing lipid peroxidation and increasing the activity of antioxidant
enzymes not only in the skeletal muscle, but also in various other tissues. Therefore, the

beneficial effects of physical exercise on the increase of the antioxidant enzymes
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activity and suppression of lipid peroxidation varies from tissue to tissue and/or from

organ to organ. The results of the present study corroborate this hypothesis.

CONCLUSION

From the results obtained in the present study, it can be concluded that results
concerning to the antioxidant status and the lipid peroxidation, support the hypothesis
that the responses to physical exercise are not only dependent on the effort intensity but,
also, on the tissue being analyzed. Probably compensatory responses of the antioxidant

defense system to physical training avoided the tissue lipid peroxidation.
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LIST OF LEGENDS OF THE FIGURES
Fig. 1. Blood lactate of a single rat during, for example effort test for determination

of the Maximal Lactate Steady State in the beginning of the experiment. For this
animal, the MFEL occurred at speed of 25m/min and blood lactate concentration of
4.11 + 0.53 mmol/L.
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Fig. 2. Concentration of substances that react with thiobarbituric acid (TBARS) in the blood,
brain, liver and gastrocnemius muscle of the animals at the end of experiment. Results
expressed by mean + standard deviation of 6 to 10 animals per group. MT = Animals trained
at intensity of Maximal Lactate Steady State; AT = Animals trained at intensity of 25% above

of Maximal Lactate Steady State.

Fig. 3. Activity of catalase enzyme (CAT) in blood, brain, liver and gastrocnemius muscle of
the animals at the end of experiment. Results expressed by mean + standard deviation of 6 to
10 animals per group. MT = Animals trained at intensity of Maximal Lactate Steady State;
AT = Animals trained at intensity of 25% above of Maximal Lactate Steady State. a — AT X
MT, b — Sedentary x AT.

Fig. 4. Activity of alkaline phosphatase enzyme (AP) in brain, liver and gastrocnemius
muscle of the animals at the end of experiment.lts expressed by mean + standard deviation of
6 to 10 animals per group. MT = Animals trained at intensity of Maximal Lactate Steady
State; AT = Animals trained at intensity of 25% above of Maximal Lactate Steady State. a —
AT X MT, b — Sedentary x AT.
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