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RESUMO

Muitos estudos enfocando metabolismo e exercicio sdo desenvolvidos em modelos
animais, especialmente os ratos. Entre os exercicios mais utilizados nas pesquisas com
animais estdo a esteira rolante e a natagdo. Contudo, ainda persistem dividas de qual
seria o exercicio mais apropriado para desencadear mais respostas ao exercicio e menos
respostas associadas a outros estresses. A atividade do eixo hipotalamo-hip6fise-adrenal
constituido pelos hormonios ACTH e corticosterona sao importantes biomarcadores de
estresse. Portanto, o objetivo do presente estudo foi comparar biomarcadores do estresse
durante exercicio de intensidade conhecida em ratos exercitados por natagdo e por
corrida em esteira rolante. Foram utilizados ratos Wistar adultos, adaptados aos
exercicios, que tiveram a maxima fase estdvel de lactato (MFEL) determinada. Para
isso, foram submetidos a 3 testes de 25 minutos de exercicios de natacdo (n=18)
suportando cargas de 5,0 ; 5,5 e 6,0% do peso corporal (PC) ou 3 corridas com 25
minutos de duracdo (n=13) as velocidades de 15; 20 e 25 m/min. Houve coleta
sangiiinea da extremidade da cauda dos ratos a cada 5 minutos de exercicio para
dosagem de lactato. Apdés obtencdo da MFEL, os animais foram divididos em
subgrupos: (M) sacrificados imediatamente apds sessdo de 25 minutos de exercicio
(natagao=09 ou esteira=07) na intensidade da MFEL ou (S) sacrificado apds exercicio
exaustivo (natagao=09 ou esteira=06) em intensidade 25% superior a MFEL. Para
comparagdes, um grupo controle C (n=10) foi sacrificado em repouso. Utilizou-se
Anova Two Way para identificar possiveis diferencas nos parametros de estresse
(p<0,05). Foram obtidos os seguintes resultados MFEL: natacdo 5,5% do PC e corrida
20m/min as concentragdes de lactato sanguineo (mmol/L) de 5,24+0,3 na natacdo e
3,84+0,1 na corrida. Concentragdes séricas de ACTH (pg/mL) foram significativamente
maiores no grupo natacdo (963,3+420,4) comparadas aos grupos corrida (348,7+£60,9) e
controle (179,3+46,3), enquanto que as concentragdes séricas de corticosterona (ng/mL)
nos grupos natacdo (2661,2+627,8) e corrida (1802,7+700,4) foram significativamente
superiores ao grupo controle (467,11£262,12). O grupo natacdo mostrou maiores
concentracdes de ambos os hormonios comparadas ao grupo corrida. Na intensidade
25% superior a MFEL: as concentracdes séricas de ACTH (pg/mL) foram
significativamente maiores no grupo natacdo (1284,4+361,3) comparadas aos grupos
corrida (372,3+145,8) e controle (179,3+46,3), enquanto que as concentracdes séricas
de corticosterona (ng/mL) nos grupos natacdo (3845,5+788,8) e corrida (2027,9+724,9)
foram significativamente superiores ao grupo controle (467,1£262,1). O grupo natagcao
mostrou maiores concentracdes de ambos os hormonios comparadas ao grupo corrida.
Conclui-se que somente o exercicio agudo de natagdo provocou respostas
enddcrino/metabdlicas esperadas ao estresse: elevacdes das concentragdes séricas de
ACTH e corticosterona, sendo estas mais pronunciadas no exercicio com maior
intensidade (25% superior a MFEL).
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1- INTRODUCAO

Grande nimero de pesquisas envolvendo exercicio fisico tem sido conduzido em
animais de laboratério, especialmente o rato. Contudo, pesquisas com animais
apresentam limitacdo no que concerne a determinacdo da intensidade do esforco
realizado pelo animal durante o exercicio. Por essa razdo, nosso grupo de pesquisa vem
desenvolvendo estudos para estabelecer protocolos de identificacdo da intensidade do
esforco realizado por ratos durante o exercicio, empregando principios de testes
freqiientemente aplicados a seres humanos e que utilizam as concentragdes sangiiineas
de lactato como indicador.

Limiar anaerébio (Lan), é definido como a carga de trabalho na qual o lactato
sangiiineo comeca a se acumular excessivamente durante exercicios progressivos. Em
seres humanos, o Lan tem sido determinado submetendo o individuo a esforcos com
cargas progressivamente mais altas e concomitantemente avaliacdo da concentragdo de
lactato sangiiineo. A determinac¢do pode ser feita baseando-se no desvio da linha de base
da concentracdo circulante de lactato ou na intensidade de trabalho correspondente a
uma concentracao fixa de lactato. O primeiro procedimento fundamenta-se no fato de
que o aumento ndo linear na concentragdo de lactado sangiiineo em relagdo a
intensidade do exercicio indica a transi¢do do metabolismo de aerébio para anaerébio,

conforme definem Wasserman et al. (1967) e Kindermann et al. (1979). Ja o segundo



método assume o principio de que até uma determinada concentracdo de lactato
sangiiineo (que para seres humanos equivale a 4,0 mmol/L) ocorre equilibrio entre a
producdo muscular e a remocdo desse substrato da circulagdo, conforme postularam
Heck et al. (1985). Assim sendo, teoricamente o Lan indica a carga de trabalho
equivalente a maxima fase estdvel de lactato (MFEL), isto €, a mais alta concentragao
sangiiinea de lactato onde sua entrada é compensada pela remog¢ao (HECK et al., 1985;
BENEKE, 2003).

Em relacdo aos modelos animais (ratos), inicialmente nosso grupo descreveu um
teste com cargas progressivas, na tentativa de verificar as respostas funcionais dos ratos
na mobilizacdio de substratos energéticos (GOBATTO et al.,, 1991). Mais tarde
descreveu um protocolo para a determinacdo da MFEL na natac¢do (cujo valor para o
rato foi de 5,5 mmol/L), utilizando exercicios com cargas continuas (GOBATTO et al.,
2001). Posteriormente, utilizando o mesmo principio de exercicio com cargas continuas,
Manchado et al. (2005) encontraram a MFEL na esteira rolante na intensidade de 20
m/min com valor de lactato (3,9+0,3 mmol/L). Recentemente, Voltarelli et al. (2002)
determinou o Lan individual de ratos empregando o protocolo originalmente
desenvolvido para seres humanos por Tegtbur et al. (1993). Nesse protocolo, os sujeitos
realizam exercicios progressivamente mais intensos apds a execugao de uma sessdo de
exercicio maximo. Os padrdes, de lacticemia dos ratos mostram-se semelhantes aos de
seres humanos.

Estudos com ratos, preds, caes, coelhos, e outros mamiferos procuram mimetizar
condicdes de estresse fisico observadas em seres humanos, visando o melhor
acompanhamento das alteracdes sistémicas, celulares e moleculares decorrentes do

exercicio. Entretanto, os protocolos e exercicio fisico para animais devem simular



adequadamente as situacdes a que sao expostos os seres humanos. Entre os exercicios
mais usados em pesquisas com animais estdo a esteira rolante e a natagdo. Os animais
mais empregados, sem duivida, sdo os ratos, que sdo pequenos, de facil manipulagdo e
apresentam boa resposta ao exercicio (GOBATTO et al., 2001).

A esteira pode ser citada como o exercicio mais utilizado nos experimentos com
animais, considerando o nimero bastante superior de pesquisas que fazem uso desse
recurso em relagdo a qualquer outro modelo (FARRELL et al., 1992; SHERMAN et al.,
1992; BENNELL et al., 2002). Além disso, no uso de esteiras rolantes para ratos, a
intensidade do exercicio é facilmente determinada e pode ser acrescida pelo simples
aumento da velocidade. Apesar disso, algumas desvantagens do uso de esteiras podem
ser listadas, dentre elas; 1- elevado custo do equipamento, 2- dificil manutencido e
controle da velocidade, 3- necessidade de selecdo dos animais (corredores) e 4-
presenca de choque elétrico como fator de estresse (GOBATTO et al., 2001).

Outro exercicio aplicado no treinamento de ratos é a natagdo. Um aspecto
positivo deste método de treinamento estd na habilidade dos ratos a nata¢do. Estudos
realizados utilizando esse modelo revelam a ocorréncia de adaptagdes a treinamento
fisico semelhante as observadas em seres humanos (GOBATTO et al., 2001;
VOLTARELLI et al., 2002). Apesar dessas vantagens, algumas criticas recaem sobre
pesquisas realizadas com esse exercicio, tais como; 1- temperatura da dgua, 2- tempo
possivel de submersdao dos animais durante o exercicio, 3- estresse causado pelo
exercicio (creditado por alguns pesquisadores como luta pela sobrevivéncia ao meio
aquitico do que meramente um esfor¢o fisico) e 4- dificuldade de precisdo da

sobrecarga de esforco (GOBATTO et al., 2001).



Com relagdo a intensidade do esforco, alguns parametros podem auxiliar na
deteccao das alteragdes do meio interno causadas pelo exercicio, visando a manutengao
da homeostase. Dentre elas, podemos citar as alteracdes nas concentragcdes hormonais,
sendo que alteracdes bastante evidentes ocorrem nos hormonios indicadores do estresse,
liberados pela glandula adrenal (MOSTL & PALME, 2002). Os resultados obtidos na
utilizacdo dos dois exercicios “esteira rolante” e “natacdo” mostram-se promissores a
obtencdo de protocolos de avaliacdo para prescri¢dao de treinamento de ratos wistar. Por
outro lado, ainda persistem dividas a respeito de qual seria o exercicio (natagdo ou
esteira rolante) mais apropriado para desencadear maior quantidade de respostas ao

exercicio e menor quantidade de respostas associadas a estresse diversos.



2 - OBJETIVO

Este estudo foi delineado para comparar biomarcadores do estresse durante
exercicio agudo de intensidade conhecida e equivalente a transi¢do aerdbio/anaerdbio
em ratos exercitados por natacdo e por corrida em esteira rolante. Para determinar a
transicdo metabodlica dos animais durante o exercicio foi empregada a méixima fase
estdvel de lactato, MFEL. Como biomarcadores de estresse utilizamos as concentragoes
sangiiineas de hormonio adrenocorticotréfico (ACTH) e corticosterona, bem como as

concentragdes de colesterol e o acido ascorbico nas glandulas adrenais.



3 - REVISAO DA LITERATURA

3.1. Estresse

As primeiras referéncias a palavra estresse, significando “aflicdo e adversidade”
datam do século XIV (LAZARUS & LAZARUS, 1994). No século XVII, o vocédbulo
que tem origem no latim, passou a ser utilizado no inglés para designar “desconforto,
opressdo e adversidade” (SPIEBERGER, 1979). Em 1936, o endocrinologista Hanz
Selye (1985) introduziu o termo estresse, para designar uma sindrome produzida por
varios agentes nocivos. Sua énfase era na resposta ndo especifica do organismo a
situagdes que o enfraquecem ou fizessem-no adoecer a qual ele chamou de “sindrome
do stress bioldgico” (LIPP, 1996).

Estresse atualmente € definido como uma reacdo do organismo, com
componentes fisicos e/ou psicoldgicos, causadas pelas alteragdes psicofisioldgicas que
ocorrem quando agentes estressores externos ou internos confrontem o mesmo (LIPP,
1996; TSIGOS & CHROUSOS, 2002).

O meio interno no qual todas as células funcionam deve ser regulado com
exatiddo no que concerne a composicdo, a temperatura e a concentracdo
hidrogeniontica. Essa tarefa € realmente dificil, exigindo muitos mecanismos

homeostaticos, onde existem dois sistemas de controle principais em torno dos quais

funcionam todos os mecanismos homeostaticos: 1- Sistema Nervoso Central, mediado



pelo sistema simpatoadrenal, que € capaz de realizar ajustes muito rapidamente nos
grandes segmentos corporais; 2- Sistema Enddcrino, por meio do qual substancias
quimicas denominadas hormdnios controlam funcdes e respostas celulares especificas,
embora de uma maneira mais lenta (MAZZEOQO, 1991; ORTH et al., 1992).
Recentemente, Sothmann et al. (1996) abordaram a questdo da adaptacdo
cruzada ao estresse, induzida pelo treinamento fisico. Essa hipdtese sugere que um
estresse de intensidade e/ou duragdo suficiente € capaz de induzir uma adaptagdo do
sistema de resposta ao estresse, a qual se efetuaria sob outras situagdes de estresse
similares. Um fator que dificulta a interpretacdo dos resultados referentes ao exercicio é
a maneira como o mesmo € realizado: espontaneamente ou for¢ado, interfere, ainda, o
tipo de ergdmetro usado. Isso pode implicar em diferentes adaptacdes no sistema

simpatoadrenal (DISHMAN, 1997).

3.2. Respostas hormonais ao exercicio

O exercicio acarreta aumentos ou reducdes nas concentragdes sangiiineas de
alguns hormonios, em relagdo as concentracdes de repouso, para que O Organismo
consiga a maior demanda energética e manter homeostase (LAMPMAN &
SCHTEINGART, 1991). Com bastante freqiiéncia, as elevacdes ou reducdes refletem
diretamente ajustes no ritmo de secrecdo hormonal por parte de uma glandula
enddcrina. Entretanto, as modificacdes nas concentracdes hormonais podem refletir,
também, mudancgas nas taxas de renovagdo metabdlica ou nas taxas de depuracdo, assim
como efeitos da hemoconcentracdo (KIRWAN et al., 2000; SMILIOS et al., 2003).

Durante exercicios submaximos de curta duragdo, a concentracao da maioria dos

hormoénios estd elevada, com excecdo da insulina, que declina e dos hormonios



tire6ideos, que ndo respondem (TYNDALL et al., 1996). O aumento pode estar
relacionado ao sistema nervoso simpatico (GARRETT & KIRKENDALL, 2003).

A maior parte dos estudos mostrou que exercicios de intensidade mais alta
resultam em aumentos maiores aos hormdnios que respondem ao esforco: ACTH,
cortisol, catecolaminas e prolactina. O aumento desses hormonios nao somente
influencia o metabolismo, mas também o sistema cardiovascular, respiratdrio, digestivo
e renal. J4 se tratando de exercicios prolongados, ocorre elevacdo dos hormonios que
sustentam a disponibilidade dos substratos energéticos, esses incluem o hormonio do
crescimento (GH), cortisol, glucagon e as catecolaminas (KOIVISTO, 1980;

DISHIMAN et al., 2000; GARRETT & KIRKENDALL, 2003).

3.2.1. Glandula adrenal

As adrenais localizam-se no retroperitonio, logo adiante de cada rim, na gordura
que os envolve. Cada adrenal € constituida, de duas entidades funcionais distintas. A
zona externa ou cortex, que compreende 80 a 90% da glandula, constitui a fonte de
hormoénios esterdides (todos esses hormoOnios sdo sintetizados a partir do esterdide
colesterol). A zona interna ou medula, que forma 10 a 20% restantes da glandula,
representa a fonte de hormonios denominados catecolaminas (MELLO et al., 2004).

O cortex da adrenal € responsdvel pela producdo e liberagdo dos trés mais
importantes tipos de hormonios esterdides: glicocorticéides, mineralocorticoides e
gonadocorticoides. A fungdo essencial dos glicocorticdides € influenciar o metabolismo
de carboidratos, lipideos e proteinas das células e auxiliar no fornecimento de
resisténcia aos estressores. Os glicocorticdides estdo sob controle do ACTH, um
peptideo, que é secretado pela pituitdria anterior (URHAUSEN et al.,1995; INDER et

al,, 1998; GARRETT & KIRKENDALL, 2003).



Azevedo (1994) relatou diferencas no peso relativo das adrenais de ratos
sedentdrios e treinados, sendo que os treinados apresentaram valores significativamente
superiores aos sedentdrios. No mesmo trabalho foi demonstrada que os ratos treinados
apresentavam também uma maior seccdo transversa da adrenal comparada com os
sedentdrios. Estes achados indicaram que o treinamento fisico de natacdo representou

um fator de estresse para os animais que resultou em hipertrofia da glandula adrenal.

3.2.1.1. Colesterol da glandula adrenal

Uma pequena quantidade de colesterol € usada pelas glandulas supra-renais para
sintetizar os hormonios esterdides do cortex (MELLO et al., 2004). Pequena quantidade
de colesterol pode ser sintetizada pelas células do cértex através do acetato, entretanto
80% do colesterol utilizado na sintese dos esterdides sdo provenientes das lipoproteinas
de baixa densidade (LDL) do plasma. Uma vez no interior da célula, o colesterol sofre
acdo de vdarias enzimas especificas até sua conversdo em cortisol (corticosterona nos
ratos).

O exercicio agudo induz alteracdes fisioldgicas nas glandulas supra-renais, como
deplecdo da concentracdo de colesterol associada ao aumento da sintese de corticéides
(TEPPERMAN, 1977). Segundo Pariskova (1982), em estudos experimentais utilizando
ratos, os teores de colesterol da glandula adrenal estdo diretamente associados a

duracdo, intensidade e o tipo de treinamento que os animais foram submetidos.

3.2.1.2. Acido ascérbico da glandula adrenal
A vitamina C € um cristal sélido, branco, estavel, inodoro e de sabor acido.
Possui formula empirica C¢HgOg, sendo solivel em dgua, pouco solivel em dlcool e

insolivel em solventes organicos. A caracteristica bioquimica de dcido € devido a



presenca de 2 dtomos de hidrogénio endlico ionizaveis (ROTTA, 2003; PFANZAGL,
2005).

Segundo Rotta (2003), experimentos com dcido ascérbico em cobaia permitem
deducdes aplicaveis ao homem por comparacdo e extrapolacdo, devido principalmente a
similaridade quanto a deficiéncia enzimdtica que impede a sintese dessa vitamina nestas
espécies.

O é4cido ascorbico e o 4cido deidroascérbico sdo encontrados em maiores
quantidades em Orgdos constituidos de tecidos que possuem uma intensa atividade
metabdlica como hipéfise, godnadas, tiredide e adrenais, uma vez que o 4acido
deidroascorbico pode atuar nas reacdes celulares que envolvem transporte de oxigénio
(ARADI et al., 1985; ROTTA, 2003). Sabe-se que o dcido ascérbico € um potente
redutor envolvido nas reagdes de oxi-reducdo ocorridas durante a sintese dos
glicocorticéides pelo cortex adrenal (BAKER, 1966). Isso provoca a deplecdo da
vitamina na adrenal quando do aumento da secrecdo de glicocorticdides.

Estudos demonstraram que a glandula adrenal de animais submetidos a inimeras
situagdes de estresse como exposi¢do ao frio, lesdes e exercicio agudo apresentou
reducdo dos teores de acido ascérbico e colesterol. Sendo que, a concentragdo de acido
ascorbico diminuiu de maneira mais abrupta do que a concentragdo de colesterol

(CHENG et al.,1949; ROTTA, 2003).

3.2.1.3. Hormonio adrenocorticotrofico (ACTH)

A liberagdao de ACTH ¢€ controlada por uma alca de feedback negativa que se
origina no hipotdlamo e envolve a pituitdria anterior € o cortex da adrenal, o eixo
hipotalamico-pituitdrio-adrenal (SCRIBNER et al., 1993). Por exemplo, o hormonio

liberador da corticotrofina (CRH) do hipotdlamo, via mecanismo que envolve a



serotonina (5-HT), estimula a hipéfise anterior a liberar o ACTH, o qual age no cértex
supra-renal (camada externa da glandula supra-renal) e desencadeia a liberacdo do
hormonio cortisol (LUCIANO, 1991; NELSON, 2002).

O estresse ndo altera diretamente os niveis sanguineos dos hormonios adreno-
corticais, do tipo glicocorticdides (cortisol e corticosterona), mas primeiramente
aumenta a producdo do hormodnio adrenocorticotréfico (ACTH), pela hip6fise anterior
(HARDIE, 1992; TSIGOS & CHROUSOS, 2002).

A ac¢do mais importante do ACTH, ao nivel da supra-renal consiste em estimular
a reacdo limitante da desmolase (colesterol - pregnenolona). O hormdnio trépico
também aumenta a disponibilidade de colesterol, ao estimular sua captacdo ativa do
plasma, a sua sintese de novo, a partir da acetil-Coa, bem como a colesterol-éster
hidroxilase, a enzima que libera colesterol a partir de sua forma esterificada
armazenada. Neste aspecto, demonstrou-se que o ACTH induz alteracdes morfologicas
da célula supra-renal, através de suas a¢des sobre microtibulos e microfilamentos do
citoesqueleto. Essas acdes podem levar os vaciolos contendo colesterol até sua
associacdo com as mitocondrias (MELLO et al., 2004).

Foi relatado que as concentracdes de ACTH no plasma venoso aumentam de
dois a cinco vezes acima dos niveis de repouso, respectivamente, apds vinte minutos de
corrida com 80% do VO2 méximo e apds corrida progressiva até exaustao (INDER et
al.,, 1998). Galbo (1993) verificou que a concentracdo de ACTH aumenta com a
execug¢do de exercicio dindmico desde que a intensidade do mesmo seja maior que 25%

do VO2 maximo.

3.2.1.4. Glicocorticoides



Dentre os glicocorticéides, o que representa um papel mais importante é o
cortisol, no homem, e a corticosterona na maioria dos roedores, sendo que, ambos
apresentam agdes fisioldgicas equivalentes (BERNE & LEVI, 1990).

Uma variedade de estresses, tanto fisioldgicos quanto psicoldgicos, estimula a
liberacdo do hormdnio cortisol pelo cortex da supra-renal. O cortisol age no musculo,
figado e tecido adiposo, provocando catabolismo, para suprir o organismo com
combustiveis para uma iminente atividade intensa (WRAY et al., 2002). O cortisol é um
hormoénio de acdo relativamente lenta, que altera o metabolismo mudando os tipos e as
quantidades de certas enzimas que sdo sintetizadas nas células-alvo, mais do que
regulando as moléculas de enzimas ja existentes (FILAIRE et al., 1996; NELSON,
2002).

A liberacdo do cortisol estd sob influéncia do ACTH, assim, por exemplo,
quando um exercicio comega, existe um curto tempo de atraso (5 a 15 minutos) para
ocorrer a resposta do cortisol, mas os niveis aumentam a uma taxa proporcional a
intensidade dos exercicios. Os niveis méaximos finais de cortisol atingidos sao
dependentes da duracdo total do exercicio. Obviamente, um exercicio de curta duragcao
pode ndo conceder tempo suficiente para que ocorra a resposta de pico do cortisol
durante o exercicio (VIRU, 1992; GALBO, 1993).

O eixo Hipotdlamo-Hipdfise-Adrenais (HHA) exibe um ritmo circadiano, sendo
ativado pelo estresse e inibido pelos glicocorticéides. No entanto, em situacdes de
estresse, nas quais a secrecdo de glicocorticdides estd aumentada, a atividade no eixo
HHA néo € inibida e pode até ser aumentada (NATELSON et al., 1981; DALLMAN,

1993).

3.2.1.5.Catecolaminas



A medula supra-renal constitui a fonte das catecolaminas circulante epinefrina
(adrenalina). Também secreta pequena quantidade de norepinefrina (noradrenalina),
nominalmente um neurotransmissor que, em determinadas circunstancias, também pode
atuar como hormoénio (BERNE & LEVI, 1990).

Praticamente toda epinefrina circulante provém da secrecdo da medula supra-
renal, enquanto, a maior parte de norepinefrina deriva das terminacdes nervosas
simpaticas e do cérebro (BERNE & LEVI, 1990; TSIGOS & CHROUSOS, 2002).

As catecolaminas secretadas pela medula supra-renal exibem intima relacdo
fisioldgica com as agdes do sistema nervoso simpdtico. Portanto, j& que o sistema
simpatico € ativado sob condig¢des de luta ou fuga, uma concentracdo sangiiinea elevada
de catecolaminas € esperada durante as sessdes de exercicio (URHAUSEN et al., 1995;
TSIGOS & CHROUSOS, 2002). O aumento nesses hormdnios esta relacionado com a
intensidade do trabalho, quanto maior a intensidade maior serd o aumento. Os aumentos
na adrenalina e noradrenalina plasmaticas durante o exercicio tanto progressivo quanto
continuo estdo altamente correlacionados com as concentra¢des plasméticas do AMP
ciclico. Observa-se uma elevacdo significativa nas catecolaminas plasméticas quando

individuos alcangcam 80% do VO2 maximo (MAZZEO, 1991; FOX, 1998).



4 - MATERIAL E METODOS

4.1. Animais

Foram utilizados ratos (n=41), da linhagem Wistar (Rattus Norvegicus albinus),
com 61 dias de idade no inicio do experimento. Os animais provenientes do Biotério
Central da UNESP - Botucatu foram mantidos no Biotério do Laboratério de
Biodinamica do Departamento de Educacao Fisica da UNESP - Campus de Rio Claro.
Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas (5 ratos por gaiola) a temperatura de
25+1°C e fotoperiodo claro/escuro de 12/12 horas, com livre acesso a dgua e ao
alimento (ragdo balanceada padrao — Purina). Todos os experimentos com 0s animais
foram realizados de acordo com o European Convention for the Protection of
Vertebrade Animals used for Experimental and other Scientific Purposes (Council of

Europe n. 123, Strasburg, 1985).

4.2. Delineamento e grupos experimentais
Os animais foram distribuidos em 5 grupos, em funcdo do exercicio (natacao ou

esteira rolante) e da condicao de sacrificio (intensidade do exercicio agudo) em:

e Maxima Fase Estavel de Lactato na Esteira (ME): constituido de ratos que
depois de selecionados, adaptados e efetuado o teste de maxima fase estdvel de

lactato durante corrida em esteira (itens 4.3.1.1. e 4.3.1.3.), foram sacrificados



imediatamente apds exercicio continuo de 25 minutos em intensidade de
maxima fase estdvel de lactato.

¢ Superior a Intensidade de Maxima Fase Estavel de Lactato na Esteira (SE):
constituido de ratos que depois de selecionados, adaptados e efetuado o teste de
maxima fase estdvel de lactato durante corrida em esteira (itens 4.3.1.1. e
4.3.1.3.), foram sacrificados imediatamente apds exercicio exaustivo em
intensidade 25% superior a mdxima fase estavel de lactato.

e Maxima Fase Estavel de Lactato na Natacao (MN): constituido de ratos que
depois de adaptados e efetuado o teste de maxima fase estavel de lactato durante
exercicio de natagdo (itens 4.3.1.2. e 4.3.1.4.), foram sacrificados imediatamente
apos exercicio continuo de 25 minutos em intensidade de maxima fase estavel de
lactato.

¢ Superior a Intensidade de Maxima Fase Estavel de Lactato na Natacao
(SN): constituido de ratos que depois de adaptados e efetuado o teste de mdxima
fase estdvel de lactato durante exercicio de natacdo (itens 4.3.1.2. e 4.3.1.4.),
foram sacrificados imediatamente apds exercicio exaustivo em intensidade 25%
superior a maxima fase estavel de lactato.

e Controle (C): constituido de ratos que foram sacrificados em repouso.

4.3. Avaliacoes

4.3.1. Avaliacoes prévias ao sacrificio dos animais
Durante o periodo experimental foram realizadas mensuragdes relativas ao peso
e comprimento corporal dos animais. Além dessas mensuracdes previamente efetuadas

os animais foram submetidos aos seguintes testes e procedimentos:



4.3.1.1. Selecao dos ratos corredores e adaptacao ao exercicio na esteira

O processo de selecdo dos ratos corredores ocorreu por 10 dias consecutivos,
com o0s animais correndo por 5 minutos na velocidade de 15m/min. Os animais que
correram por 9 ou 10 dias foram selecionados. Posteriormente, os animais foram
adaptados ao exercicio na esteira. A adaptacdo consistiu de corridas didrias, 5
dias/semana, durante 3 semanas, onde a duracdo e a velocidade aumentaram
progressivamente. O objetivo da adaptacdo foi reduzir o estresse causado pela corrida

sem promover altera¢des fisioldgicas relativas ao treinamento fisico.

4.3.1.2. Adaptacao ao exercicio de natacao

A adaptacdo foi realizada em um tanque cilindrico de 120cm de profundidade x
80cm de diametro, com temperatura da dgua 31 + 1 °C. A adaptacdo consistiu de
esforcos didrios de natacdo, 5 dias/semana, durante 3 semanas, onde a duragdo e a
sobrecarga (peso de chumbo fixado no dorso do animal) aumentaram progressivamente.
O objetivo da adaptac@o foi reduzir o estresse causado pela natacdo sem promover

alteracdes fisioldgicas relativas ao treinamento fisico.

4.3.1.3. Teste de maxima fase estavel de lactato (MFEL) na esteira

Depois de adaptados ao exercicio, os animais foram submetidos a 3 testes de
exercicio nas velocidades de 15, 20 e 25 m/min. Os testes foram efetuados com 48 horas
de intervalo entre eles, com a seqiiéncia das velocidades distribuidas de maneira
aleatdria, onde a mesma velocidade nunca foi utilizada duas vezes pelo mesmo rato.
Cada teste consistiu de 25 minutos continuos de corrida na velocidade estabelecida ou

até a exaustdo. Houve coleta de sangue através de pequeno corte na extremidade da



cauda dos animais efetuado em repouso e a cada 5 minutos de exercicio durante o teste.
A lacticemia durante o teste foi considerada estdvel quando nao houve diferenca

superior a 1 mmol/L dos 10 aos 25 minutos de exercicio.

4.3.1.4. Teste de maxima fase estavel de lactato (MFEL) na natacao

Depois de adaptados ao exercicio, os animais foram submetidos a 3 testes de
exercicio com intensidades equivalentes a sobrecargas (peso de chumbo fixado no dorso
do animal) de 5,0; 5,5 e 6,0% do peso corporal (PC). Os testes foram efetuados com 48
horas de intervalo entre eles, com a seqiiéncia das intensidades (sobrecargas)
distribuidas de maneira aleatdria, onde a mesma intensidade (sobrecarga) nunca foi
utilizada duas vezes pelo mesmo rato. Cada teste consistiu de 25 minutos continuos de
natacdo na intensidade estabelecida ou até a exaustdo. Houve coleta de sangue através
de pequeno corte na extremidade da cauda dos animais efetuado em repouso e a cada 5
minutos de exercicio durante o teste. A lacticemia durante o teste foi considerada
estdvel quando ndo houve diferenca superior a 1 mmol/L dos 10 aos 25 minutos de

exercicio.

4.3.1.5. Analise do lactato sanguineo

As amostras de sangue (25 pL) foram coletadas através de pequeno corte na
extremidade da cauda dos animais durante os testes e depositado em tubos de eppendorf
(1,5 mL) contendo 50 pl de fluoreto de sédio (1%). Os tubos de eppendorf foram
armazenados em freezer para posterior andlise da concentracdo de lactato das amostras

em um analisador de lactato (YSI model 1500 SPORT).

4.3.2. Avaliacoes posteriores ao sacrificio dos animais



O sacrificio dos animais foi realizado por decapitacdo com os ratos em repouso
ou imediatamente apds sessdo aguda de 25 minutos ou exaustiva de exercicio
(dependendo do grupo pertencente), para coleta do material bioldgico: sangue (para

obtencdo do soro), musculo esquelético (s6leo e gastrocnémio) e glandulas adrenais.

4.3.2.1. Peso fresco total dos misculos (séleo e gastrocnémio)
Os musculos inteiros (s6leo e gastrocnémio) foram retirados e pesados em
balanca analitica. O peso relativo dos musculos foi determinado dividindo-se o valor

obtido na pesagem pelo peso total do animal no dia do sacrificio.

4.3.2.2. Peso fresco das glandulas adrenais

Depois de retiradas e separadas da gordura que as envolve sobre um papel de
filtro umedecido em solugdo salina, foi efetuada a pesagem em balanga analitica das
glandulas adrenais. O peso relativo das glandulas adrenais foi determinado dividindo-se

o valor obtido na pesagem pelo peso total do animal no dia do sacrificio.

4.3.2.3. Glicose sérica

O método utilizado para a determinacdo da glicose sérica foi o enzimético
(glicose oxidase), em trés tubos contendo 2 mL de solucdo de Fenol 2,5 mM, 4(p-
benzoquinona monoamino) Fenzona 1,4 mM e Tampao Tris 0,04 mM, glicose oxidase
2,7 U/mL e peroxidase 0,33 U/mL. Foi adicionado 20 pL de soro. Apds 15 minutos de
incubacdo em banho 37°C, as absorbancias das amostras foram lidas em

espectrofotometro a 505 nm (HENRY et al., 1974).

4.3.2.4. Acidos Graxos Livres séricos



Para determinagdo desse substrato, foram adicionadas em 0,3 mL de soro, 7 mL
da mistura solvente cloroférmio, heptano e metanol, na propor¢cao de 28:21:1, seguida
de forte agitacdo e centrifugacao a 700 xg por um periodo de 5 minutos. O sobrenadante
foi aspirado e a ele adicionado uma solucdo de Cu(NOs), 0,05 M, trietanolamina 0,10
M, NaOH 0,035 N e NaCl 35% a pH 8,1, seguido de nova agitacdo e centrifugacdo. A
3,0 mL de sobrenadante foram adicionados 0,5 mL de solu¢do de dietilditiocarbamato
de soédio (Img/ml de butanol secundério). A concentracdo de AGL foi medida a 435 nm

contra curva de calibrag¢do de 4cido palmitico (REGOUW et al., 1971).

4.3.2.5. Glicogénio tecidual

Fragdes entre 250 mg dos musculos séleo e gastrocnémio e 500 mg do figado
foram pesadas apds o sacrificio do animal e imediatamente digeridas em banho a 100°C
em 1,0 ml para os musculos séleo e gastrocnémio e 2,0 ml para o figado de KOH 30%
durante 60 minutos. Foram adicionados 20 pL de solucdo saturada de Na,SO4 e o
glicogénio foi precipitado através de duas passagens de 3,0 ml de fenol 70% a quente,
seguido de centrifugacdo (SJORGREEN et al., 1958). A determinacdo colorimétrica foi
realizada em 1 ml de extrato, 20 pL de fenol a 80% e 2,0 ml de &cido sulftrico
concentrado, apds fervura de 15 minutos. A absorbancia foi medida em
espectrofotometro a 490 nm. Foram utilizadas solugdes de glicose para as curvas de

calibracdo de acordo com Dubois et al. (1956).

4.3.2.6. Acido ascérbico da glandula adrenal
A glandula adrenal esquerda foi retirada e macerada para a determinagcdo do
conteido de 4cido ascoérbico. O 4cido ascorbico foi extraido com 4cido

perclérico/metafosférico, posteriormente, foram adicionados 3 mL de tampao contendo



30 mg/100mL de 2-6-diclorofenol indofenol a 3 mL de extrato filtrado da glandula
supra-renal para coloragdo. A concentragdo de acido ascérbico foi medida a 520 nm
contra curva padrao de 4cido ascérbico (MIDLIN & BUTLER, 1938).

4.3.2.7. Colesterol da glandula adrenal

Depois de pesada, a glandula adrenal direita foi depositada em um tubo de
ensaio contendo 100 pLL de KOH a 30%, onde foi efetuada a extragdo. O colesterol da
glandula adrenal foi aferido pelo método enzimatico/colorimétrico (Kit Labtest) e

leitura em espectrofotdmetro a 540 nm.

4.3.2.8. Hormonio adrenocorticotrofico (ACTH) sérico
O hormoénio ACTH foi determinado através do método de radioimunoensaio de

fase sdlida, Kit Coat-A-Count da Diagnostic Products Corporation (DPC).

4.3.2.9. Corticosterona sérica
O hormoénio corticosterona foi determinado através do método de
radioimunoensaio de fase s6lida, Kit Coat-A-Count da Diagnostic Products Corporation

(DPC).

4.3.3. Analise estatistica

Os resultados sdo apresentados como Média + Desvio Padrdo. Os procedimentos
estatisticos inclufram Andlise de Variancia Two-Way (ANOVA), para amostras
independentes, seguidas pelo teste post-hoc de Student-Newman-Kels onde apropriado.

O nivel de significancia foi de (p<0,05).



S - RESULTADOS

A figura 1 e a tabela 1 mostram os resultados referentes aos testes para
identificacdo da maxima fase estavel de lactato (MFEL) durante os exercicios de corrida
em esteira (A) e natagcao (B).

Durante exercicio de corrida em esteira em velocidades de 15 e 20 m/min,
observou-se estabilizacdo da concentracdo de lactato sanguineo dos 10 aos 25 minutos
de exercicio nos valores médios de 3,2+0,1 e 3,8+0,1 mmol/L, respectivamente. Na
velocidade de 25 m/min houve aumento progressivo da concentracdo de lactato
sanguineo. Nessa velocidade, os animais ndo completaram o teste, pois entraram em
exaustdo apos 15 minutos de exercicio. Dessa forma a MFEL foi obtida na velocidade
de 20 m/min.

Durante exercicio de natacdo com sobrecargas de 5,0 e 5,5% do peso corporal
(PC), observou-se estabilizacao da concentracdo de lactato sanguineo dos 10 aos 25
minutos de exercicio, nos valores médios de 5,1+0,3 e 5,2+0,3 mmol/L,
respectivamente. Na sobrecarga de 6,0% do peso corporal, houve aumento progressivo
da concentracdo de lactato sanguineo. Dessa forma a MFEL foi obtida na sobrecarga de
5,5% do PC.

A tabela 2 e a figura 2 mostram os resultados referentes as concentracdes séricas

de glicose e 4cidos graxos livres (AGL) apds o sacrificio dos animais. Foram



encontradas alteracdes (p<0,05) na glicemia dos animais dos grupos submetidos a
natacdo MN e SN (valores maiores) quando comparada aos valores glicémicos do grupo
controle (C) e dos animais submetidos a corrida em esteira (ME e SE). Para a
concentracdo de AGL, houve diferenca no final do experimento para os animais
pertencentes aos grupos submetidos a natacio MN e SN (valores maiores) comparados
ao grupo controle (C). Nao foi encontrada diferenca (p<0,05) para os demais grupos
estudados.

Os dados do acido ascérbico e colesterol da glandula adrenal dos diferentes
grupos apds o sacrificio encontram-se na tabela 3 e na figura 3. A andlise dos resultados
mostrou valores maiores para os teores de dcido ascérbico do grupo controle (C) quando
comparados aos teores dos grupos submetidos a natacio (MN e SN). Pdde-se verificar
diferenca na concentragdao do acido ascérbico (p<0,05), quando comparados os grupos
submetidos ao exercicio esteira aos grupos submetidos ao exercicio natacio (ME e SE >
MN e SN). Os resultados da concentragdo de colesterol da glandula adrenal seguem
comportamento semelhante aos encontrados para a concentragdo de dcido ascérbico,
onde o grupo controle (C) e grupos submetidos ao exercicio esteira (ME e SE)
mostraram maiores valores comparados aos grupos submetidos ao exercicio natagcao
(MN e SN) (p<0,05).

Os resultados mostrados na tabela 4 e na figura 4 sao referentes as concentragdes
séricas dos hormodnios adrenocorticotréfico (ACTH) e corticosterona apds o sacrificio
dos animais. As concentragdes séricas de ACTH encontradas nos grupos submetidos a
natacdo (MN e SN) foram superiores (p<0,05) quando comparadas as concentragdes dos
demais grupos experimentais (C, ME e SE). Quando analisados os grupos submetidos a

natacdo, os animais pertencentes ao grupo SN obtiveram maiores valores de ACTH



sérico comparados aos valores dos animais do grupo MFEL. O grupo SN mostrou
maiores (p<0,05) concentragdes de corticosterona, comparado aos demais grupos (C,
MN, ME e SE). Também, o grupo MFEL do exercicio natacio (MN) mostrou maiores
valores, quando comparados aos valores dos grupos controle (C) e MFEL do exercicio
esteira (ME). Referente a esse mesmo parametro, os animais submetidos a corrida em
esteira (ME e SE) apresentaram valores elevados quando comparados aos valores do
grupo controle (C).

Os dados referentes ao glicogénio dos musculos gastrocnémio e séleo bem como
do figado dos animais apds o sacrificio encontram-se na tabela 5 e figura 5. Os
resultados mostraram diferenca para o musculo gastrocémio quando comparado o grupo
controle com os grupos submetidos a natacdo (C > MN e SN). Enquanto que, para o
musculo séleo foram obtidos valores inferiores nos animais submetidos a corrida em
esteira (ME e SE) comparados aos valores dos animais submetidos a natagdo (MN e
SN) e do grupo controle (C). Nao houve diferenca na concentragdo de glicogénio

hepatico para os grupos estudados.



Tabela 1. Concentracdo de lactato sanguineo (mmol/L) durante os testes para
identificacdo de maxima fase estdvel de lactato (MFEL) no exercicio de corrida em
esteira (A) e natagdo (B).

TEMPO CORRIDA
VELOCIDADE (m/min) 0 5 10 15 20 25
15 m/min (n=13) 2,30+0,62  3,70+1,20 3,23+1,11 3,09+0,99 3,14+1,09 3,20+1,14
20 m/min (n=13) 2,15+0,29  4,15+1,12 3,86+1,01 3,76x1,04 3,98+1,39 3,75+0,96
25 m/min (n=13) 2,27+0,59  4,81+1,04 5,02+0,75 5,63+1,06 _ _
TEMPO NATACAO
CARGA (% do PC) 0 5 10 15 20 25
5,0 (% do PC) (n=18) 1,43+0,38  3,89+0,51 4,75+0,73 5,03+1,01 5,26+0,97 5,38+0,83
5,5 (% do PC) (n=18) 1,73£0,26  3,94+0,72 4,79+0,67 4,99+0,67 5,46+0,57 5,41+0,52
6,0 (% do PC) (n=138) 1,76£0,27  5,57+0,63 6,56+0,97 7,53+1,70 8,06+1,59 8,73+2,06
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Figura 1. Concentragdo de lactato sanguineo durante teste para identificacdo de maxima
fase estavel de lactato (MFEL) no exercicio corrida em esteira (A) e natagcdo (B).



Tabela 2. Glicose sérica (mg/dL), acidos graxos livres séricos (mEq/L) e lactato
sanguineo (mmol/L) dos animais ao final do experimento em repouso (C) e apds sessdo
de exercicio em intensidade equivalente a méxima fase estavel de lactato (M) e 25%
superior a esta (S) nos exercicios natacao (N) e esteira (E).

GRUPOS GLICOSE AGL LACTATO
SN (n=09) 208,75 + 12,46 *> 434,04 +5738" 6,65 +0,71
MN (n=09) 202,50 +23,75*>" 424,17 +60,45" 5,36 0,3

ME (n=07) 98,50 + 6,27 332,16 + 89,26 3,55 +0,03
SE (n=06) 99,17 +5,16 366,41 + 105,71 599 + 1,32
C (n=10) 88,00 + 8,48 267,86 + 97,65 1,20 + 0,44

Resultados expressos como média + desvio padrdo, com o nimero de animais entre parénteses. SN = 25%
superior a MFEL (natacdo), MN = MFEL (nata¢dao), ME = MFEL (esteira), SE = 25% superior a MFEL
(esteira) e C = controle (repouso). * Diferenca significativa em relagdo ao grupo controle, a # ME e b #
SE (ANOVA Two Way, Student-Newman-Kels test p<0,05).
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Figura 2. Glicose sérica (A), dcidos graxos livres séricos (B) dos animais ao final do
experimento em repouso e apds sessao de exercicio em intensidade equivalente a MFEL
e 25% superior a esta nos exercicios (natagdo e esteira). MN= MFEL (natag¢do); SN=
25% superior a MFEL (natacdo); C= controle; ME= MFEL (esteira); SE= 25% superior
a MFEL (esteira). * Diferenca significativa em relacdo ao grupo controle, a # ME e b #
SE (ANOVA Two Way, Student-Newman-Kels test p<0,05).



Tabela 3. Acido ascérbico (ug/mg) e colesterol da glandula adrenal (mg/100mg) dos
animais ao final do experimento em repouso (C) e apds 25 minutos de exercicio em
intensidade equivalente a maxima fase estdvel de lactato (M) e 25% superior a esta (S)
nos exercicios natagdo (N) e esteira (E).

GRUPOS ACIDO ASCORBICO COLESTEROL
SN (n=09) 1,28 + 0,46 *>" 0,33 0,04 *>"
MN (n=09) 1,32 £0,27 %> 0,37 0,09 *>*
ME (n=07) 2,37 0,66 1,04 0,12
SE (n=06) 2,11 0,50 091 +0,31
C (n=10) 2,54 +0,53 1,15 + 0,40

Resultados expressos como média + desvio padrdo, com o nimero de animais entre parénteses. SN = 25%
superior a MFEL (natacdo), MN = MFEL (nata¢dao), ME = MFEL (esteira), SE = 25% superior a MFEL

(esteira) e C = controle (repouso). * Diferenca significativa em relagdo ao grupo controle, a # ME e b #
SE (ANOVA Two Way, Student-Newman-Kels test p<0,05).
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Figura 3. Acido ascérbico (ug/mg) e colesterol da glandula adrenal (mg/100mg) dos
animais ao final do experimento em repouso e apds 25 minutos de exercicio em
intensidade equivalente a mdxima fase estdvel de lactato (MFEL) e 25% superior a esta
nos exercicios (natacdo e esteira). MN= MFEL (natac¢do); SN= 25% superior a MFEL
(natagdo); C= controle; ME= MFEL (esteira); SE= 25% superior 2 MFEL (esteira). *
Diferenca significativa em relagdo ao grupo controle, a # ME e b # SE (ANOVA Two
Way, Student-Newman-Kels test p<0,05).



Tabela 4. Corticosterona sérica (ng/mL) e hormdnio adrenocorticotréfico sérico
(pg/mL) dos animais ao final do experimento em repouso (C) e apds sessdo de exercicio
em intensidade equivalente a méxima fase estavel de lactato (M) e 25% superior a esta
(S) nos exercicios natagdo (N) e esteira (E).

GRUPOS ACTH CORTICOSTERONA
SN (n=09) 1284,44 + 361,36 ™" 3845,51 + 788,83 ™"
MN (n=09) 963,37 + 420,47 " 2661,26 + 627,89 "
ME (n=07) 348,78 + 60,90 *° 1802,74 + 700,42 *>"
SE (n=06) 372,37 + 145,80*" 2027,96 + 724,94 "
C (n=10) 179,32 + 46,31 467,11 +£262,12

Resultados expressos como média + desvio padrdao, com o niimero de animais entre parénteses. SN = 25%
superior a MFEL (natacdo), MN = MFEL (nata¢dao), ME = MFEL (esteira), SE = 25% superior a MFEL
(esteira) e C = controle (repouso). * Diferencga significativa em relagdo ao grupo controle, a= MN e b #
SN (ANOVA Student-Newman-Kels test p<0,05).
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Figura 4. Corticosterona sérica (ng/mL) e hormonio adrenocorticotréfico sérico
(pg/mL) dos animais ao final do experimento em repouso e apds sessdo de exercicio em
intensidade equivalente a mdxima fase estdvel de lactato (MFEL) e 25% superior a esta
nos exercicios (natacdo e esteira). MN= MFEL (nata¢do); SN= 25% superior a MFEL
(natagdo); C= controle; ME= MFEL (esteira); SE= 25% superior 2 MFEL (esteira). *
Diferenca significativa em relacido ao grupo controle, a # MN e b # SN (ANOVA Two
Way, Student-Newman-Kels test p<0,05).



Tabela 5. Glicogénio dos miusculos gastrocnémio e séleo bem como do figado
(mg/100mg) dos animais ao final do experimento em repouso (C) e apds sessdo de
exercicio em intensidade equivalente a maxima fase estivel de lactato (M) e 25%
superior a esta (S) nos exercicios natacao (N) e esteira (E).

GRUPOS GASTROCNEMIO SOLEO HEPATICO
SN (n=09) 029+0,14" 0,34 0,03 3,78 + 1,99
MN (n=09) 0,26 +0,11" 0,30 % 0,06 3,91 +1,32
ME (n=07) 0,41 +0,15 0,12 +0,05*>" 3,73 £0,84
SE (n=06) 0,37 0,08 0,18 +0,04*"" 3,29 £0,93
C (n=10) 0,45 0,10 037 +0,11 4,45 +0,84

Resultados expressos como média + desvio padrdao, com o niimero de animais entre parénteses. SN = 25%
superior a MFEL (natacdo), MN = MFEL (nata¢dao), ME = MFEL (esteira) e SE = 25% superior a MFEL
(esteira) C = controle (repouso). * Diferenga significativa em relagcdo ao grupo controle, a # MN e b # SN
(ANOVA Student-Newman-Kels test p<0,05).
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Figura 5. Glicogénio dos miusculos gastrocnémio e séleo bem como do figado
(mg/100mg) dos animais ao final do experimento em repouso e apds sessdo de exercicio
em intensidade equivalente a maxima fase estavel de lactato (MFEL) e 25% superior a
esta nos exercicios (natagdo e esteira). MN= MFEL (natacdo); SN= 25% superior a
MFEL (natacdo); C= controle; ME= MFEL (esteira); SE= 25% superior a MFEL
(esteira). * Diferenca significativa em relagdo ao grupo controle, a # MN e b # SN
(ANOVA Two Way, Student-Newman-Kels p<0,05).



6- DISCUSSAO

A determinagdo de “limiar”, isto €, a determinacdo da intensidade de exercicio
na qual ocorre a “transicdo” do metabolismo aerébio para o anaerébio tem se mostrado
uma ferramenta util na prescricdo de exercicio (BILLAT et al., 2003). Grande nimero
de pesquisas em fisiologia do exercicio tém sido conduzido em animais de laboratério e
a transicdo “aerdbia/anaerdbia”, utilizada para determinacio da intensidade do esforco
(GOBATTO et al., 2001; BILLAT et al., 2004).

Para seres humanos, existe uma série de critérios ja& bem estabelecidos para
identificacdo dessa “intensidade de transicdo” entre eles: concentracdo sanguinea de
lactato a 4 mM/L, queda do pH sanguineo, aumento do quociente respiratrio, aumento
desproporcional de lactato sanguineo, entre outros (BILLAT et al., 2003). Em seres
humanos também € possivel determinar a transi¢do do metabolismo aerébio para o
anaerdbio por método nao invasivo, através da relacio entre a intensidade de esforco e
sua duracdo até a exaustao (MONOD & SCHERRER, 1965), pela determinagdo da
chamada poténcia critica (Pcrit).

Contudo, o procedimento considerado “gold standard” na valida¢do dos demais
protocolos para a identificagdo da transicdo metabdlica aerdbio/anaerébio durante
exercicio € o de Médxima Fase Estdvel de Lactato (MFEL). A MFEL representa a mais

alta intensidade na qual é possivel observar estabilizagdo do lactato sanguineo durante



exercicio de endurance, devido ao equilibrio entre a produgdo e a remog¢ao da corrente
sanguinea (MADER & HECK, 1986).

Como existem diferencas metabdlicas entre seres humanos e ratos, é razoavel
supor que haja diferencas com respeito a transicdo metabdlica durante o exercicio entre
ambos. Dessa forma, nos dltimos anos, nosso grupo de pesquisa desenvolveu alguns
protocolos para identificacdo da intensidade de exercicio equivalente a transicao
metabodlica de ratos durante o exercicio (GOBATTO et al., 1991; VOLTARELLI et al.,
2002; PRADA et al., 2004). Utilizando o conceito de MFEL, nosso grupo desenvolveu
um protocolo adaptado ao rato durante exercicio de natacdo (GOBATTO et al., 2001).
Nesse estudo, a MFEL de ratos sedentdrios apareceu quando os animais nadaram
suportando sobrecarga equivalente a 5,5 - 6% do peso corporal, com concentracdo
sanguinea de lactato a 5,5 mmol/L.

No presente estudo a MFEL média do grupo de animais que nadou foi 5,2 + 0,3
mmol/L. de lactato sanguineo, a 5,5% do peso corporal, semelhante aos resultados
obtidos por Gobatto et al. (2001). Contudo, esses resultados foram diferentes das
“cargas limiares” identificadas em outro estudo de nosso grupo, através de protocolos
diferentes. Voltarelli et al. (2002), empregando o teste de lactato minimo adaptado para
ratos em exercicio de natagdo, obteve carga limiar (lactato minimo) média de 4,9 +
0,1% do peso corporal, a concentracdo de lactato sanguineo 7,2 + 0,2 mmol/L em
animais sedentarios. Utilizando o mesmo teste, Prada et al. (2004), obteve valores
médios similares: 4,97 + 0,22% do peso corporal e lactato sanguineo de 7,3 + 0,2
mmol/L. Nota-se, também, que as cargas limiares obtidas por Voltarelli et al. (2002) e
Prada et al. (2004) foram inferiores a carga onde se observa a maxima fase estavel de

lactato para ratos sedentdrios durante exercicio de natacdo (GOBATTO et al., 2001).



Por outro lado, os valores de lactato sanguineo foram sempre superiores nos estudos
com lactato minimo (VOLTARELLI et al., 2002; PRADA et al., 2004) do que naqueles
utilizando MFEL (GOBATTO et al., 2001 e presente estudo).

A MFEL média do grupo de ratos corredores foi obtida em 20 m/min, a
concentracdo sanguinea de lactato de 3,8 + 0,1 mmol/L. Esses resultados foram bastante
semelhantes aos obtidos por Manchado et al. (2005) (3,9 + 0,3 mmol/L), que utilizou
protocolo similar para a determina¢do da MFEL de ratos sedentdrios, durante exercicio
de corrida em esteira.

Pilis et al. (1993), determinaram o ponto de transicdo metabdlica (limiar
anaerdbio) em ratos durante exercicio de corrida em velocidades progressivamente
maiores, através da andlise de concentracdo de lactato sanguineo. Nesse estudo, o limiar
dos animais foi identificado a velocidade de 25 m/min, a concentracao de 4,0 mmol/L
de lactato sanguineo. Dessa forma os valores estimados de lactato sanguineo na MFEL
aproximam-se dos valores do limiar anaerébio determinado por Pilis et al. (1993).

Em resumo, foi possivel, com os protocolos aqui empregados, a identificacdo de
uma intensidade de esforco (carga ou velocidade) na qual as concentragdes de lactato
mantiveram-se estaveis; indicando que os protocolos foram adequados a identificacao
da MFEL em ratos.

Apbs obtengdo da MFEL, os animais foram submetidos a uma sessdao de
exercicio de 25 minutos na intensidade MFEL (natacdo ou corrida) ou sessdo de
exercicio exaustivo na intensidade 25% superior a MFEL (natac¢do ou corrida).

A realizacdo do exercicio tanto de natacdo quanto o de corrida em ambas as
intensidades implicou em aumentos das concentragdes de corticosterona comparadas

aos animais em repouso. Em relacdo as concentracdes de ACTH sérico, apenas os



animais submetidos ao exercicio de nata¢do apresentaram aumentos comparados aos
animais em repouso. Os animais submetidos ao exercicio de corrida apresentaram
alteracdes nas concentracdes séricas de ACTH, mas nao o suficiente para denotar
diferenca.

Considerando que o hormdnio ACTH sérico secretado pela hipdfise anterior seja
responsavel direto pela secre¢cdo do hormodnio corticosterona pelas glandulas adrenais,
os animais submetidos ao exercicio agudo de corrida obtiveram aumentos significativos
nas concentracdes séricas de corticosterona apenas com alteracoes minimas do ACTH,
mostrando assim, uma alta sensibilidade da sintese de corticosterona para pequenas
modificagdes no ACTH sérico.

Os resultados dos animais submetidos ao exercicio de natagdo foram
semelhantes aos relatados por Oliveira et al. (2004) em estudos realizados sobre o efeito
agudo do exercicio de natagdo em ratos, com aumentos nos hormdnios corticosterona e
ACTH. Diferentemente do observado no presente estudo, Kawashima et al. (2004) em
pesquisa realizada com ratos exercitados em esteira encontraram aumento em ambos 0S
hormonios corticosterona e ACTH.

Quando um animal ou ser humano € exposto a estimulos nocivos ou
potencialmente nocivos, ocorre aumento da secrecdo de ACTH, com correspondente
elevacdo do nivel circulante de glicocorticdides, sendo essa elevagcao essencial para a
sobrevivéncia (NATELSON et al., 1981; TSIGOS & CHROUSOS, 2002; SMILIOS et
al., 2003).

Selye definiu os estimulos nocivos que alimentam a secrecio de ACTH com
conseqiiente sintese de glicocorticéides como “‘estressores”. Atualmente esses estimulos

sao englobados no termo “estresse” (LIPP, 1996; TSIGOS & CHROUSOS, 2002). De



acordo com Dishman et al. (2000), este € um termo apropriado desde que sejam
considerados somente aqueles estimulos que provocam aumento da secre¢io de ACTH.
Dessa forma, o exercicio natacdo desencadeou as respostas adequadas do eixo hipdfise-
cortex adrenal ao estresse, pois elevou a concentracdo sérica de ACTH e corticosterona.

Foram também avaliadas as concentra¢des de colesterol e 4cido ascérbico na
adrenal dos animais apds a realizagao do exercicio de corrida ou natac@o. Os valores de
acido ascérbico bem como de colesterol na glandula adrenal foram menores nos animais
submetidos ao exercicio de natagao do que em repouso.

Sabendo que pequenas quantidades de colesterol sao sintetizadas pela prépria
glandula adrenal, e que o mesmo € convertido em pregnenolona, que € o principal
precursor da corticosterona (MELLO et al., 2004). Somente o exercicio de natagio,
promoveu a esperada reducdo significativa da concentracdo de colesterol na glandula
adrenal.

O coértex da adrenal contém grandes quantidades de dcido ascérbico, que sao
depletadas quando a glandula é estimulada pelo ACTH. Contudo, € sabido que o acido
ascorbico tem acdo antioxidante e que a esteroidogénese envolve varias sinteses
redutivas (ROTTA, 2003). Apenas o exercicio de nata¢do desencadeou a resposta
esperada com relagdo ao dcido ascérbico na glandula adrenal.

As razdes pelas quais o aumento das concentragdes circulantes de
glicocorticdides € essencial para a resisténcia ao estresse permanecem, em grande parte,
ainda desconhecidas. Uma hipdtese seria que os glicocorticdides causam rdpida
mobilizacdio de aminodcidos e gorduras de suas reservas celulares, tornando-se
disponiveis tanto para fontes energéticas como para a sintese de outros compostos,

incluindo a glicose, necessaria para os tecidos do organismo (ANDERSEN et al., 2004).



Por isso, foram também analisadas as concentracdes sanguineas de glicose, AGL e
lactato imediatamente apds os dois tipos de exercicio e em condi¢do de repouso. Houve
elevacdo nas concentragdes sanguineas desses trés substratos em resposta ao exercicio
de natacdo em ambas as intensidades MFEL e 25% superior a esta, comparadas as
concentracdes de repouso. Para os animais submetidos ao exercicio de corrida, houve
apenas elevagdo nos niveis de lactato comparado ao grupo controle.

A acd@o mais bem conhecida dos glicocorticéides € sua capacidade de estimular a
gliconeogénese pelo figado, normalmente elevando-a de 6 a 10 vezes. Os
glicocorticéides causam, também, decréscimo moderado na taxa de utilizacao de glicose
pelas células em geral (MOSTL & PALME, 2002).

Embora a causa para essas reacdes nao seja bem elucidada, acredita-se que em
algum ponto entre a entrada da glicose nas células e sua degradacdo final, os
glicocorticéides diretamente retardem o ritimo de utilizagcdo da glicose (SCHNEITER &
TAPPI, 1998). Tanto o aumento na taxa de gliconeogénese quanto a moderada reducao
na taxa de utilizacdo pelas células levou ao aumento das concentragdes sanguineas de
glicose nos animais submetidos ao exercicio de natacdo, grupo de animais que
apresentou maior concentracdo de corticosterona.

Os glicocorticéides promovem mobilizacdo de 4cidos graxos do tecido adiposo,
isso aumenta a concentracao de dcidos graxos livres no plasma, o que também aumenta
sua utilizac@o para obtencao de energia (PIGNATELLI et al., 1998). Os glicocorticoides
aparentemente também tém efeito direto em aumentar a oxidacao de acidos graxos pelas
células. Os mecanismos pelas quais os glicocorticéides promovem a mobilizacdo de
acidos graxos nao sdo totalmente conhecidos. Contudo, parte desse efeito decorre da

reducdo do transporte da glicose para o interior dos adipdcitos. O a-glicerofosfato, que



deriva do metabolismo da glicose, € necessdrio para a deposicdo e manutencdo dos
triglicérides nessas células (GUYTON & HALL, 2002).

Em relacdo ao lactato, a concentragdo sanguinea desse substrato durante o
exercicio depende do equilibrio entre a velocidade de sua producao pelos musculos e a
sua retirada (WASSERMAN et al., 1986). Sao diversos os fatores envolvidos no
acumulo de lactato durante o exercicio. Um dos principais fatores € o aumento da
intensidade do exercicio, pois provoca maior participagdo da glicdlise anaerébia na
producdo de energia (McARDLE et al., 1985). A remocao do lactato durante o exercicio
deve-se, principalmente, a prépria oxidacao da musculatura esquelética e cardiaca e, em
menos propor¢do a conversao em glicose (gliconeogénese) no figado (FARRELL, 1979;
DONOVAN & BROOKS, 1983; KATZ & SAHLIN, 1990), fendmeno acelerado pelos
glicocorticéides.

Ao serem comparadas as respostas metabdlicas nas duas intensidades (MFEL x
25% superior a esta) em ambos os exercicios, foram constatados aumentos nas
concentracdoes de ACTH, cortecosterona e lactato na intensidade 25% superior a MFEL
no exercicio natacdo. Somente o lactato sanguineo elevou no exercicio corrida, sendo
maiores as concentracdes na intensidade 25% superior a MFEL.

Além disso, glicose, AGL, corticosterona e ACTH séricos mostraram-se sempre
mais elevados nos grupos submetidos a natagdo que nos demais. O inverso ocorreu com
as concentragdes de colesterol e dcido ascérbico na glandula adrenal. Em conjunto,
esses resultados sdo indicadores de maior resposta ao estresse por parte dos grupos
submetidos a natacao em relac@o aos submetidos a corrida.

Segundo Soya (2001), a atividade do eixo hipotdlamo-hipéfise-adrenal durante

exercicio agudo depende da intensidade deste, produzindo maior atividade em altas



intensidades. Em exercicios realizados por humanos com um consumo méximo de O,
maior que 60% do VO, nax, a secrecdo de ACTH e cortisol é proporcional a intensidade
do exercicio (HOWLETT, 1987). Levando-se em consideracdo esse aspecto, 0s
resultados de ACTH e corticosterona do presente estudo mostram que a interagdo
hipéfise-adrenal no exercicio € mais complexa, pois apesar da realizagdo de exercicio
em intensidades semelhantes, as duas formas de atividade provocaram respostas
distintas.

O bem estar do animal € de grande importancia para o sucesso das pesquisas, € a
auséncia de estresse cronico € um pré-requisito para essa condicio (MOSTL &
PALME, 2002). Durante o estresse agudo, vérias respostas enddcrinas sdo acionadas
visando melhorar o desempenho do animal. Os principais hormonios envolvidos no
combate a situacdes estressantes sdo os glicocorticdides e as catecolaminas (TSIGOS &
CHROUSOS, 2002). A ativacdo aguda desses sistemas hormonais provoca alteracdes
que melhoram a capacidade do organismo para ajustar a homeostase, aumentando as
chances de sobrevivéncia. Por outro lado, periodos prolongados de concentracdes
elevadas de corticosterdides, podem deteriorar a saide do individuo (MOSTL &
PALME, 2002).

Foram analisadas as respostas do eixo hipdfise adrenal referentes as duas
intensidades (MFEL e 25% superior a esta) em ambos exercicios (nata¢do e corrida)
realizados de forma aguda, em intensidades equivalentes e apds adaptacdes prévias ao
exercicio. A maior atividade do eixo hipotdlamo hipéfise cortex da adrenal observado
nos grupos submetido a sessdo unica de natacdo poderia oferecer condi¢des mais
adequadas para o desenvolvimento da atividade muscular prolongada. Essa hipétese

parece ser corroborada pelos dados referentes a concentragdes de glicogénio muscular



no presente estudo. Os grupos submetidos a natacdo mostraram maior preservacao dos
estoques de glicogénio do musculo séleo (musculo oxidativo). Isso pode ser atribuido,
pelo menos em parte, as elevadas concentragdes circulantes de glicose e AGL,
resultantes da ativagdo do eixo hipotadlamo-hipéfise-adrenal. Contudo, essa adaptacdo
ndo evitou a queda da concentra¢do do glicogénio do musculo gastrocnémio (musculo
glicolitico). Por outro lado, nos grupos submetidos a corrida, houve redugdo dos
estoques de glicogénio do musculo séleo, com preservacdo dos estoques no musculo
gastrocnémio. O conjunto dessas alteragdes pode comprometer a sustentacdo do
exercicio.

Contudo, ndo se pode esquecer que o exercicio agudo foi realizado apés duas
semanas de adaptacdo ao exercicio. Os resultados mostrando maior atividade do eixo
hipotdlamo-hipéfise-adrenal nos ratos submetidos a natagdo podem ser tomadas como
indicio de estresse cronico. Para uma abordagem mais completa dessa segunda hipétese,

seria importante realizar o treinamento dos animais em ambos os tipos de exercicio.



7 - CONCLUSOES

Através dos protocolos empregados, foi possivel identificar a maxima fase
estdvel de lactato durante exercicios de natacio e corrida em esteira.

Somente o exercicio agudo de natacdo provocou as respostas
enddcrino/metabdlicas esperadas ao estresse: elevagdes das concentracdes
séricas de ACTH e corticosterona, decréscimo nas concentragdes de colesterol e
dcido ascérbico na adrenal.

A ativacdo desse sistema de estresse conduziu a altera¢des metabdlicas como
elevacdo das concentracdes séricas de glicose, AGL e lactato nos animais que
nadaram, em relagdo aos animais de repouso. Sendo mais pronunciadas nos
animais que realizaram exercicios mais intensos. Essas alteracdes podem
favorecer o desempenho no exercicio.

Por outro lado, essas respostas precisam ser vistas com cautela, pois foram
obtidas em animais previamente adaptados ao exercicio e podem ser indicio de
estresse cronico. Essa ultima condi¢do pode, sabidamente comprometer o
desempenho no exercicio.

Mais estudos sao necessdrios para que se possa inferir com mais exatidao sobre
a adaptacdo de ambos os tipos exercicio (natagdo e corrida) para o treinamento

fisico de ratos.
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ABSTRACT

Many studies on metabolism and exercise are developed with animal models especially
rats. Treadmill running and swimming are among the exercises most used in researches
involving animals. However, doubts on which would be the most suitable exercise to
unchain more responses to exercise and less responses associated to other stresses still
remain. The activity of the hypothalamic-pytuitary-adrenal axis composed of ACTH
and corticosterone hormones are important stress biomarkers. Therefore, the objective
of the present study was to compare stress biomarkers during known-intensity
swimming and treadmill running exercises performed by rats. Wistar adult rats
previously adapted to exercises and with their maximum lactate steady state (MLSS)
determined were used. To do this, rats were submitted to 3 swimming tests with 25
minutes of duration (n=18) with loads of 5.0; 5.5 and 6.0% of their body weight (BW)
or to 3 running sessions with 25 minutes of duration (n=13) at velocities of 15; 20 and
25 m/min. Blood samples were collected from the tip tail of rats each 5 minutes of
exercise for lactate dosage. After MLSS attainment, the animals were divided into the
following subgroups: (M) sacrificed shortly after session of 25 minutes of exercise
(swimming=09 or treadmill=07) at the MLSS intensity or (S) sacrificed after exhaustive
exercise (swimming=09 or treadmill=06) at intensity 25% above MLSS. For
comparison purposes, a control group C (n=10) was sacrificed in rest. The Two-Way
ANOVA was used in order to identify possible differences in the stress parameters
(P<0.05). The following results were obtained: MLSS: swimming 5.5% of the BW and
treadmill running at 20 m/min at blood lactate concentrations (mmol/L) of 5.2+0.3 in
swimming and of 3.8+0.lin running. Serum ACTH concentrations (pg/mL) were
significantly higher for the swimming group (963.3+420.4) when compared to the
running (348.7+£60.9) and control (179.3+46.3) groups, while the serum corticosterone
concentrations (ng/mL) in swimming (2661.2+627.8) and running (1802.7+£700.4)
groups were significantly higher in relation to the control group (467.11£262.12). The
swimming group presented higher concentrations for both hormones in relation to the
running group. At intensity 25% above MLSS: serum ACTH concentrations (pg/mL)
were significantly higher for swimming group (1284.4+361.3) when compared to
running (372.3+£145.8) and control (179.3+46.3) groups, while serum corticosterone
concentrations (ng/mL) for swimming (3845.5+788.8) and running (2027.9+724.9)
groups were significantly higher than values presented by the control group
(467.1£262.1). The swimming group presented higher concentrations of both hormones
when compared to the running group. These results allow us concluding that only acute
swimming exercise induced endocrine/metabolic responses expected to stress:
elevations on the serum ACTH and corticosterone concentrations, being more
pronounced at the highest intensity (25% above MLSS).
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