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Resumo

O protocolo de treinamento fisico por natacdo de 4 semanas em ratos ainda ndo havia sido
caracterizado, o que poderia melhor apoiar resultados anteriores e validar o modelo. Para isso,
ratos Wistar foram submetidos a natacdo (Gtr) por quatro semanas ou sedentarismo (Gsed).
Depois do treinamento foi coletado sangue para analisar corticosterona, lactato e glicose.
Gordura visceral e gonadal, musculo Soleo, glandulas supra-renais e coracdo foram pesados. O
indice de massa corporal também foi estimado. Nossos dados mostraram que este protocolo de
natacdo promoveu menor ganho de peso corporal, menor valores para gordura retroperitonial e
perigonadal e maior peso do coracdo. Niveis de corticosterona ndo foram alterados ap0Os
treinamento (Gsed: 5,31 £+ 0,38 mg / dL vs. Gtr: 5,09 £ 0,50 mg / dL). A glicose, s6 mudou
guando avaliada imediatamente apds treinamento, estando aumentada comparada aos
sedentarios (Gsed: 124,14 + 2,56 mg / dL vs. Gtr: 140,26 + 04.01 mg / dL). Lactato diminuiu
nos animais treinados em ambas as condi¢fes (Oh: Gsed: 3,74 £ 0,15 mm vs. Gtr/Oh: 3,22 +
0,25 mM e 24 h: Gsed: 3,74 £ 0,15 mm vs. Gtr/24h: 2,96 £ 0,13 mM). Nés acreditamos que
este protocolo de treinamento fisico é valido para fornecer promocéo de saude.

Palavras-chave: Corticosterona, lactato, glicose, tecido adiposo, peso corporal, exercicio.

Abstract

A protocol of physical training by swimming of 4 weeks in rats had not been yet characterized
which could better support previous findings and validate the model. To this end Wistar rats
were submitted to swimming training (Gtr) for four weeks or made sedentary (Gsed). After
training the blood was collected for corticosterone, lactic acid and glucose analysis. Visceral
and gonadal fat, soleus muscle, adrenal glands and heart were weighted. The body mass index
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was also estimated. Our data showed that this protocol of swimming promoted less body weight
gain, lower values for retroperitoneal and perigonadal fat and higher heart weight.
Corticosterone levels were not altered after exercise training (Gsed: 5.31 £ 0.38 mg / dL vs. Gtr:
5.09 + 0.50 mg / dL). The glucose, only changed when it was evaluated immediately after
training, been increased compared to sedentary (Gsed: 124.14 + 2.56 mg / dL vs. Gtr: 140.26 +
04.01 mg / dL).Lactic acid decreased in trained animals in both conditions (Oh: Gsed: 3.74 *
0.15 mM vs. Gtr/Oh: 3.22 + 0.25mM and 24 h: Gsed: 3.74 + 0.15 mM vs. Gtr/24h: 2.96 + 0.13
mM). We believe that this protocol of physical training is valid to provide health promotion.
Key words: Corticosterone, lactic acid, glucose, adipose tissue, body weight, exercise.

INTRODUCAO

A prética de exercicio fisico caracteriza-se por uma situacdo que retira o
organismo de sua homeostase, e isto implica em diversas adaptacdes fisioldgicas tanto
do sistema cardiovascular ), respiratério e metabélico ® para a manutencéo energética
seja durante ou ap6s o esforco fisico. O aumento do débito cardiaco, frequéncia
cardiaca®, ventilacdo, liberacdo de hormonios® e aumento da atividade simpatica ©
sdo alguns exemplos de adaptagdes agudas acionadas para suprir a nova demanda
metabdlica.

AlteracBes cronicas em parametros fisiologicos e metabdlicos como pressdo
arterial, frequéncia cardiaca ®, metabolismo da glicose, lactato, perda de tecido adiposo
e ganho de massa muscular @ sdo alguns dos diversos efeitos benéficos do treinamento
fisico ao organismo e por isso, 0 treinamento aerobio de baixa intensidade, tém-se
demonstrado forte aliado no tratamento de doengas cronicas degenerativas como
hipertenséo arterial ”, Diabetes Mellitus ®, obesidade © e insuficiéncia cardiaca ®?.

Muitos estudos com protocolos de exercicios fisicos aerébios para ratos tém sido
desenvolvidos nas Ultimas décadas ‘. Tais investigacBes buscam evidenciar os
diferentes mecanismos pelo qual o treinamento fisico provoca alteragdes no organismo
e como isso melhora as condi¢Bes de sobrevida e capacidade fisica dos animais,
revertendo muitas vezes, aspectos patofisiologicos. A natacdo tém sido importante
ferramenta metodoldgica para investigar alteragbes de composicdo corporal,
metabolismo energético, fungdes cardiovasculares e respiratérias nos animais, pois,
apresenta-se como uma intervencdo econdmica e eficiente sobre os diferentes
parametros fisioldgicos ‘%12,

Nosso laboratério tem estudado em ratos as alteracbes de variaveis
cardiovasculares provocadas atraves do protocolo de treinamento fisico de natacdo. Tem
sido observado que este protocolo é capaz de promover bradicardia de repouso @ 4,
gueda nas respostas pressoricas ao L-glutamato na area Rostroventrolateral do Bulbo
(RVLM) ¥ diminuicdo do componente simpatico e aumento do parassimpatico na
modulacdo autondmica do coracéo 15) g alteracOes nos efeitos tonicos da pressao arterial
(PA) e frequéncia cardiaca (FC) por modulagdo do nucleo Paraventricular do
Hipotalamo (PVN) % ) Apesar disso, até o momento, esse protocolo de exercicio
fisico de natacdo para ratos ainda ndo tinha sido caracterizado sob o0s aspectos
bioguimicos e de composicdo corporal, 0 que, pode fortalecer e dar suporte a achados
prévios e validar esse modelo de treinamento.

Portanto, considerando que o protocolo de natagdo usado pelo nosso grupo foi
eficiente em provocar alteracdes em parametros cardiovasculares periféricos e centrais,
0 objetivo deste estudo foi caracterizar este modelo de treinamento fisico de natacdo
para ratos nos aspectos de composicdo corporal, corticosterona, lactato e niveis
plasmaticos de glicose.
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MATERIAIS E METODOS

Animais

Todos os experimentos foram realizados em ratos Wistar adultos (n=55), com
peso de aproximadamente 220 até 240 g (no inicio do treinamento), disponibilizados
pelo Biotério Central da Universidade Estadual de Londrina, Londrina-Parana-Brasil.
Os animais foram alojados em gaiolas coletivas, sendo 5 animais por caixa, em sala
silenciosa, com ciclo claro-escuro de 12:12h. Agua e racdo foram disponiveis “ad
libitum” durante 0s experimentos. Todos os protocolos experimentais foram realizados
de acordo com o Guia para Cuidados e Utilizacdo de Animais em Laboratério e 0s
Principios Eticos na Experimentacdo Animal estabelecidos pelo Comité Brasileiro de
Experimentagcdo Animal (COBEA) e, além disso, foram aprovados pelo Comité de ética
em experimentacdo animal da Universidade Estadual de Londrina (processo ndmero:
3524.2011.45).

Protocolo de treinamento: Natacao

O protocolo de natacdo foi realizado do grupo treinamento (Gtr) em um tanque
de vidro com 4000cm? de &rea de superficie e 60 cm de profundidade, com agua
aquecida a 31+1°C. A natacdo foi realizada sempre no periodo matutino (entre 11:00h e
13:00h). Os animais do grupo sedentarios (Gsed) ndo foram submetidos ao treinamento
fisico, mas tiveram controle semanal do peso corporal através de pesagem diaria. O
protocolo de natacdo consistiu de 4 semanas de treinamento sendo realizada 5 vezes por
semana e 60 minutos por dia, de acordo com estudo prévio (3,

Composicao Corporal
Peso corporal

O peso corporal dos animais foi avaliado desde o primeiro dia quando eles
chegaram do Biotério Central da Universidade Estadual de Londrina até o Gltimo dia de
protocolo experimental. O peso corporal sempre foi avaliado antes do treinamento
fisico, usando uma balanga digital e os valores eram anotados em uma planilha e
posteriormente os dados utilizados analise estatistica de curva de crescimento e ganho
de peso dos animais.

Indice de Lee e distancia naso-anal

O indice de massa corporal para ratos foi estimado pelo célculo do indice de Lee
[/ peso corporal / distancia naso-anal x 1000]. O comprimento naso-anal foi obtido
através da mensuracdo com fita métrica, no momento final do experimento, quando 0s
animais foram anestesiados e submetidos em seguida a eutanésia e coleta de tecidos.

Coleta de tecidos

Os animais foram anestesiados com pentobarbital sédico (40 mg / kg, ip) para
medida do comprimento naso-anal e entdo sacrificados por guilhotina para remocéo e
pesagem de tecido adiposo: visceral e gonadal; musculo Soleo; glandula adrenal e
coragéo.
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Andlises bioguimicas
Corticosterona

Vinte e quatro horas depois da ultima sessdo de exercicio os animais foram
alojados em ambiente silencioso, onde eles permaneceram em repouso por 30 minutos.
Entdo, foram eutanasiados por guilhotina para retirada de sangue e separacdo de
plasma. As amostras de plasma foram transferidas para tubos de ensaio de vidro
heparinizados e mantidos a 4° C até a centrifugacdo a 2000 RPM (4°C, por 15 minutos).
O plasma obtido foi estocado em -20°C e usado para analises bioquimicas.

A concentragdo de corticosterona no plasma foi determinada por método
fluorimétrico modificado por Guillemin ®”, usando como padrdo (1mg de
corticosterona em 10mL de alcool etilico anidro), diclorometano, &cido sulfurico
concentrado, 0.1 M NaOH em &gua destilada, alcool etilico anidro e 100 mL de
plasma. A fluorescéncia foi determinada em um leitor de microplaca Victor ®, com
nivel de velocidade 477, emissdao de 520 e sensibilidade 11. A concentracdo de
corticosterona foi obtida em pg/dL.

Lactato e glicose

As concentracdes de lactato no plasma de animais dos Gtr e Gsed foram
analisadas em repouso (24 horas depois da Ultima sessdo de exercicio do Gtr) e
imediatamente apds a Ultima sessdo de treinamento no Gtr (0 h). A coleta de sangue nos
animais em repouso (24h) foi feita por decapitacdo, porém, previamente, 0s animais
estavam alimentados e em ambiente silencioso. A coleta de sangue imediatamente ap6s
a Ultima sessdo de exercicio (0 h) foi feita ap6s os 60 minutos de natacdo na Ultima
sessdo de treinamento.

As andlises de lactato foram realizadas por método enzimatico, usando a
técnica de Gutmann &Wahlefeld ®. O teste considerou consistiu de 150 pl de plasma
diluido (20 pL plasma + 1.0 ml H20) + 300 uL de mistura reativa. As amostras
permaneceram 30 minutos em banho Maria e utilizou-se 150 uL de &gua destilada para
leitura (branco a 340nm). A equacdo usada para calcular a concentracdo de lactato no
sangue (Mm) foi: [Lac] = 3.0 x Abs (diluicdo dosagem) x 51 (diluicdo da amostra) +
6.22 = 24.6 x Abs.

A glicose também foi analisada pelo método enzimatico, usando a técnica de
Bergmeyer & Bernt 9.

Analises estatisticas

A andlise estatistica foi realizada através de programa estatistico InStat
(GraphPad, CA). Os resultados foram expressos como média e erro padrdo (média *
SEM). As diferengas entre os grupos controle e experimentais foram avaliadas por
analise de variancia para compara¢fes multiplas (ANOVA), seguido de post hoc de
Newman Keuls. O p<0,05 indicou diferengas significativas entre os grupos.

RESULTADOS

O ganho de peso dos animais foi modificado através do treinamento fisico. Os
animais iniciaram o protocolo experimental com peso corporal similar: (Gsed: 264,30 +
3,91g. vs. Gtr: 265,30 £ 2,95g) e depois da segunda semana de natagcdo, o Gtr ja
apresentava valores inferiores aos animais sedentarios (Gsed: 295 + 2,20g vs. Gtr:
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286,22 + 0,99g), e isso foi se repetindo dentro das duas semanas seguintes de
treinamento / sedentarismo, e no final da Gltima semana essa variacéo de peso foi ainda
mais evidente: (Gsed: 328,34 + 16,02 vs. Gtr: 309,22 + 1,11) (Figura 1).

360 ..
-8 Sedentarios

340- * -# Treinados

Ganho de peso corporal (g)

0 1 2 3 4
Semanas de treinamento

Figura 1. Ganho de peso corporal (g) durante o periodo de treinamento ou

sedentarismo.
(*p< 0,05 vs. Gsed).

As mudangas de gordura visceral seguiram as alteracdes de peso corporal dos
animais. No final das 4 semanas de treinamento, o0 Gtr mostrou menores valores de
gordura retroperitonial (Gsed: 0,90 = 0,09g vs. Gtr: 0,60 + 0,06) e perigonadal (Gsed:
0,82 £ 0,05 vs. Gtr: 0,61 + 0,03) comparado com o Gsed (Tabela 1).

Tabela 1. Composicdo corporal de ratos Wistar sedentarios e treinados por natacéao.

Peso Relativo (g) Grupo Sedentario Grupo Treinado

Gordura Retroperitonial 0,90 + 0,09 0,60 +0.,06"
Gordura Perigonadal 0,82 £ 0,05 0,61 +0,03"
Coraciio 0,33 £0,01 037 +£0,01"
Glandula Adrenal 0,019 £ 0,002 0,016 + 0,002

Musculo Soleo
Peso Corporal
Distancia naso-anal

ipm(jjgg de Lee

0,106 + 0,004
3283 +12,16
23,10 £ 0,31

0,30 +£ 0,002

0,109 £ 0,005
309,2 + 1,117
22,55+0,26

0.30 = 0,003

Valores obtidos apds 4 semanas de treinamento ou sedentarismo, expressos em média + SEM.
Peso Relativo = (peso absoluto do tecido, 6rgdo ou musculo / peso corporal x 100).
indice de Lee = ¥/ peso corporal / comprimento naso-anal).

Diferencas Significativas: (* p< 0,05 vs. Grupo Sedentario).
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Foi avaliado também o peso relativo de musculo e alguns 6rgdos. O peso
relativo do coracdo do Gtr foi estatisticamente maior que os animais sedentarios (Gsed:
0,33 £ 0,01 vs. Gtr: 0,37 = 0,01, p<0,05). Além disso, ndo existiu diferenga no peso
relativo de glandulas adrenais: (Gsed: 0,019 + 0,002 vs. Gtr: 0,016 + 0,002) e musculo
Soleo (Gsed: 0,106 + 0,004 vs. Gtr: 0,109 + 0,005) entre animais treinados e
sedentarios.

Considerando as varidveis bioquimicas, ndo existiu diferenca entre os niveis de
corticosterona plasmatica avaliadas em repouso, 24h ap6s a ultima sessdo de
treinamento (Gsed: 5,31 + 0,38 mg / dL vs. Gtr: 5,09 £ 0,50 mg / dL) (Tabela 2).

Tabela 2. Niveis plasméticos de glicose (mg/dL), lactato (umol/L) e corticosterona
(ng/dL) em ratos Wistar sedentarios ou treinados por natacéo.

Niveis Grupo Sedentario Grupo Grupo
Plasmaticos Treinado (24h) Treinado (0h)
Glicose (mg/dL) 124,14 + 2,56 121,93 £3,74 140,26 £ 4,01* #
Lactato (umol/L) 3,74 £ 0,15 296 £0,13" 3,22 £0,25"
Corticosterona (ng/dL) 5,31 £0,38 5,09 + 0,50

Valores obtidos depois de 4 semanas de treinamento ou sedentarismo, expressos em média + SEM.
Diferengas Significativas: (* p< 0,05 vs. Grupo Sedentario)
(# p< 0,05 vs. Grupo Treinado (24h).

Os niveis plasmaticos de glicose e lactato foram avaliados em dois momentos
distintos: em repouso (24horas ap0s Ultima sessdo de exercicio) e imediatamente ap6s
60 minutos de natacdo na Gltima sessdo de treinamento, (Ohoras). Foi observado que
logo apds a natacdo (Ohoras) a glicemia dos animais treinados estava maior que dos
animais sedentarios (Gsed: 124,14 + 2,56 mg / dL vs. Gtr: 140,26 + 04,01 mg / dL).
Entretanto, em repouso (24horas depois da natacdo), os niveis de glicose dos animais
treinados e sedentarios ndo estavam diferentes (Gsed: 124,14 + 2,56 mg / dL vs. Gtr:
121,93 + 3,74 mg / dL). Apesar disso, quando comparados os valores dos niveis de
glicose do Gtr/0Oh com o Gtr/24h foi observado menores valores de glicose sanguinea
para o Gtr/24h (Gtr/24h: 121,93 + 3,74 mg / dL vs. Gtr/Oh: 140,26 + 01,04 mg / dL)
(Tabela 2).

Os niveis plasméticos de lactato também foram avaliados em dois estagios,
como a glicose. Os animais do Gtr/Oh tiveram menores valores de lactato quando
comparados aos sedentarios (Gsed: 3,74 £ 0,15 mM vs. Gtr/Oh: 3,22 + 0,25mM),
entretanto, quando comparados com animais dos Gtr/24h esses valores ndo foram
estatisticamente diferentes (Gtr/24h: 2,96 £ 0,13 vs. Gtr/Oh: 3,22 £ 0,25mM) (Tabela 2).
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DISCUSSAO

O objetivo do presente estudo foi caracterizar alguns parametros sanguineos
bioquimicos importantes e modificaveis pelo treinamento fisico, tal como, a glicose,
lactato e corticosterona. Simultaneamente, objetivou-se avaliar a composic¢éo corporal
de animais sedentarios ou submetidos a um protocolo de natacdo ja utilizado em outros
estudos pelo mesmo grupo para avaliar variaveis cardiovasculares. Os dados obtidos
aqui evidenciaram que tal protocolo de natacdo promoveu nos animais submetidos ao
treinamento menor ganho de peso, menores valores de gordura retroperitonial e
perigonadal e maior peso do coracdo, sem alterar o peso de glandulas adrenais e
musculo Séleo quando comparado aos animais sedentarios. Além disso, foi observado
que os niveis de corticosterona nao estavam alterados depois do treinamento fisico e que
a glicose nos animais treinados, somente estava alterada quando avaliada imediatamente
depois do treinamento fisico comparada aos sedentarios. Ja o lactato, apresentou-se
diminuido nos animais treinados em ambas as condicdes: (0 e 24 horas). Sendo assim,
acreditamos que o protocolo de natacdo utilizado neste estudo foi validado como
eficiente por caracterizar-se dentro da modalidade de treinamento aerébio para ratos e
promover alterac@es positivas a salde dos animais.

Os aspectos de composicdo corporal de ratos treinados por natagédo ou
sedentarios, tém sido estudados por outros pesquisadores . Ratos que nadaram
diariamente pesaram menos que os animais controle sedentérios e tiveram menor tecido
adiposo. Os autores avaliaram 1, 2, 4, 6 ou 8 semanas de natacdo diaria (1 h) e
observaram que as diferencas de pesos e composicdo corporal entre animais treinados
comparados aos sedentarios crescia conforme o treinamento progredia. Embora nosso
estudo ndo tenha avaliado os efeitos do treinamento durante longos periodos, também
observamos efeitos benéficos na composicdo corporal dos animais com o protocolo de
natacdo mais curto de 4 semanas, evidenciando assim, que um treinamento de natacao
com duracao breve também ¢€ eficiente.

Nossos dados confirmaram o efeito positivo do treinamento aer6bio ao sistema
cardiovascular, pois, o peso do coracdo dos animais treinados no nosso estudo estava
aumentado, corroborando com dados prévios da literatura ‘. A hipertrofia cardiaca ja
estd bem definida como uma caracteristica do treinamento de natacdo em resposta a
varios estimulos tal como aumento do volume sistélico e débito cardiaco. Este
fendmeno é conhecido como hipertrofia cardiaca excéntrica, pois, esta associada com
uma melhor performance cardiaca durante o exercicio. Por outro lado, os individuos
que fazem treinamento de forca, fazem exercicio anaerdbico isométrico estatico, e
demonstram aumento da espessura da parede do ventriculo esquerdo, com um padréo de
geometria concéntrica causada pela sobrecarga da pressao arterial durante o exercicio.

Os efeitos do exercicio fisico de natacdo nas concentracfes plasmaticas de
corticosterona e lactato também tém sido descrito na literatura cientifica por outros. Em
estudo de Cox e colaboradores %, durante realizago de teste de natacéo de 20 minutos,
ratos ndo treinados demonstraram aumentos nos niveis de lactato e corticosterona
comparados com animais treinados previamente. Os autores justificaram tais achados
sob os efeitos potentes que o exercicio fisico promove nas respostas simpatoadrenais, ou
seja, 0 animal treinado estaria mais adaptado para a situacdo que o animal que nunca foi
submetido aquela situacao.

Dados apontam @ que os niveis de corticosterona podem estar aumentados
durante os momentos iniciais da natagcdo, o que parece desencadear fatores estressantes
para os animais devido a mudanca de ambiente a qual foram expostos. No entanto, a
adaptacdo a esta situacdo ocorre conforme a progressdo da intensidade do exercicio,
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minimizando o efeito estressor e justificando os aumentos dos valores iniciais de
corticosterona nos animais submetidos a natagdo. Em nosso estudo, como ndo foram
observadas diferencas nos niveis plasmaticos de corticosterona entre 0s grupos em
repouso, assumimos que as diferencas que temos observado na funcédo cardiovascular
em outros estudos ndo estdo relacionadas com o estresse do exercicio, mas sim, com
seus efeitos benéficos a fisiologia cardiaca.

Nossos dados também demonstraram que as glandulas adrenais ndo estavam
aumentadas em ratos treinados, o que confirma que o protocolo de treinamento de
natagdo ndo promoveu estresse cronico em repouso nos animais, embora, acreditamos
que devido ao aumento da atividade simpatica durante o exercicio, para dar suporte a
demanda energética existe uma maior solicitacdo de atividade adrenal e liberacdo de
catecolaminas.

Somado a isso, ja estd bem esclarecido que durante o exercicio, existe alta
estimulacdo de secrecdo de hormdnios glicocorticoides devido ao lancamento de grande
quantidade de ACTH pela hipofise anterior. No exercicio, o cortisol estimula a
producdo de glicose pelo figado através da ativacdo da gliconeogénese e diminui a sua
utilizacdo, aumentando a libertacdo de glucagon pelas ilhotas pancreéticas.
Considerando isso, € possivel explicarmos o porqué dos niveis plasmaticos de glicose
estar aumentados logo apds a Ultima sessdo de natacdo (0 horas). Embora, ndo tenha
sido avaliado, ndo podemos descartar a possibilidade dos niveis de corticosterona estar
alterados nessa mesma condi¢do como forma de tentativa de restauracdo do equilibrio
energético durante o exercicio fisico.

CONCLUSAO

Em concluséo, nossos dados sugerem a validacdo do protocolo de natagcdo para
ratos de 4 semanas, pois, 0 mesmo mostrou-se eficiente em alterar importantes variaveis
de composi¢do corporal, metabolismo energético e fisiologia cardiovascular em um
periodo de duracdo relativamente curto. Sendo assim, tal protocolo se apresenta como
uma ferramenta ndo farmacoldgica positiva para promoc¢édo da sadde e investigacOes a
cerca de aspectos fisiopatoldgicos que envolvem a préatica de exercicio fisico para uma
melhor compreenséo e tratamento de doengas crénicas degenerativas, como obesidade e
hipertensao.
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