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Resumo

O objetivo deste trabalho foi determinar o efeito do exercicio
de natagdo sobre a glicose e triacilglicerol (TG) sanguineos, mor-
fometria e metabolismo energético do musculo séleo de ratas que
receberam suplementagio nutricional com sacarose. Ratas Wiszar
com peso médio de 76 g foram divididas em: grupo controle seden-
tdrio (CS); grupo controle exercitado (CE); grupo suplementado
sedentdrio (SS); grupo suplementado exercitado (SE). Aos grupos
suplementados foi oferecida solugio aquosa de sacarose 30% e dieta
basal ad libitum. Os grupos controle receberam dieta basal e dgua
ad libitum. Os animais nadaram uma hora trés dias por semana. As
andlises sanguineas mostraram aumentos da glicose no grupo SS e
do TG nos grupos SS e SE. Houve redugio do TG muscular no
grupo CE, elevagio do hidroperéxido de lipidio (HP) no grupo SS
e da citrato sintase nos grupos SS e SE em relacdo aos seus respec-
tivos controles. O grupo CE apresentou aumento significativo dos
didmetros das fibras. Conclui-se que dieta balanceada associada &
prética de exercicios fisicos estd relacionada a uma diminuicio do
contetdo lipidico intramuscular, associado a um aumento das fibras
musculares e utilizagio de TG como fonte energética.
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Abstract

The objective of this study was to determinate the effect of the
swimming exercise on glucose and triacylglycerol (TG), morpho-
logical and energy metabolism in the muscle soleo of female rats
that received nutritional supplementation with sucrose. Female
Wistar rats with medium weight of 76 g were divided into: seden-
tary control group (SC); exercised control group (EC); sedentary
supplemented group (SS); exercised supplemented group (ES). 30%
sucrose aqueous solution and basal diet ad /ibitum were offered to
the supplemented groups. The control groups received basal diet
and water ad libitum. The animals swam three times a week for
one hour. Blood analysis showed an increase in blood glucose in
groups SS and of TG in groups SS and SE. It was found a muscle
reduction of TG in group EC, higher levels of lipid hydroperoxide
(HP) in group SS and citrate synthase in group SS and ES in relation
to respective controls. Group EC showed a significant increase on
fiber diameters. We conclude that a combination of balanced diet
and physical exercise is connected to a decrease in intramuscular
lipid content associated to an increase of muscle fibers and use of
TG as energetic source.
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Introducéio

Historicamente, a atividade fisica teve papel relevan-
te para a sobrevivéncia do homem. Entretanto, com o
advento da modernidade, indmeras facilidades materiais
incorporadas ao dia-a-dia tornaram o homem cada vez mais
sedentdrio [1].

Da mesma forma, a evolugio da tecnologia alterou os
hdbitos alimentares da popula¢do, induzindo um consumo
excessivo de dietas ricas em lipideos e acticares e conseqiien-
temente a um desequilibrio entre a energia ingerida e o dis-
péndio de energia necessdrio ao organismo [2,3].

A ingestdo de bebidas ricas em sacarose associadas ao
consumo de alimentos sdlidos de alta caloria, parece induzir
um balango energético positivo na dieta [4], bem como uma
redugdo no controle do apetite [5,6].

Estudos de Parks ¢# al. [7] relatam que as estratégias die-
téticas com restricdes no consumo de gorduras e alta ingestdo
de carboidratos, induzem a hipertrigliceridemia, reduzindo o
colesterol de alta densidade (HDL), aumentando o colesterol
de densidade muito baixa (VLDL), a glicemia e a insulinemia
no perfodo pés-prandial.

A inadequagio dietética e o sedentarismo estdo associados
3 obesidade, diabetes mellitus e dislipidemia, sendo que alguns
estudos apontam que dietas ricas em carboidratos podem
desenvolver resisténcia & insulina, hipertrigliceridemia, hiper-
tensdo arterial, estresse oxidativo e acentuado ganho de peso
em animais [5,8]. Tais fatores estio associados 4 ocorréncia
de doengas cardiovasculares (DCV) e desenvolvimento de
distdrbios musculo-esqueléticos [9-12].

Nesse sentido, como medida de interagdo terapéutica
para combater os efeitos nocivos advindos do sedentarismo
e da ingestdo de dietas hipercaléricas, tem sido recomenda-
da a prética regular de atividades fisicas aerdbias. Os efeitos
positivos do exercicio fisico podem ser observados na fungao
cardfaca, circulagdo periférica, fungio pulmonar ¢ muscula-
tura esquelética [13].

H4 evidéncias de que a musculatura esquelética é um
importante alvo terapéutico nas doencgas cardiovasculares
e metabdlicas, sendo considerado por alguns autores um
“6rgao endécrino”, devido 4 sua acio primdria na melhora
da tolerAncia a glicose, na resisténcia insulinica e na disli-
pidemia [14]

A pratica regular de atividade fisica estd relacionada a
alteracoes benéficas e estruturais da musculatura esquelética,
bem como 4 adequacio de parAmetros bioquimicos séricos
[15,16]. Entretanto, ainda nio estio totalmente estabelecidos
os efeitos do exercicio fisico associados ao hdbito didrio de
ingestao de sacarose.

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi verificar o efeito
do exercicio fisico de natagdo sobre a glicose e triacilglicerol
sanguineo, morfometria e metabolismo energético do muscu-
lo séleo de ratas recém-desmamadas, até a idade adulta.

Materiais e métodos

Foram utilizadas 24 ratas Wistar, recém desmamadas, com
peso aproximado de 76 g, provenientes do Biotério Central
da UNESP “Campus de Botucatu” e transferidas para o
Biotério da FCT/UNESD, Campus de Presidente Prudente,
mantidas em gaiolas individuais onde permaneceram a tem-
peratura de 23°C, umidade 60 + 5 % ¢ periodo claro-escuro
de 12 horas.

Os animais foram divididos aleatoriamente em 4 grupos
contendo 6 animais. O grupo controle sedentério (CS) re-
cebeu dieta padrio e dgua; grupo controle exercitado (CE)
recebeu dieta padrio, dgua e realizou exercicio de natagao. O
grupo sacarose sedentério (SS) recebeu dieta padrio e solugio
aquosa com sacarose 30%; grupo sacarose exercitado (SE)
recebeu dieta padrio, solugio aquosa com sacarose 30% e
realizou exercicio de natacio.

Todos os animais receberam dieta basal (Purina) que con-
tem 3,0 kcal/g, 4gua e/ou solugio aquosa de sacarose 30% ad
libitum e foram pesados semanalmente durante os 12 meses
de experimento.

O exercicio realizado foi a natagio, em tanques coletivos
medindo 100 X 80 X 80 cm contendo 4gua aquecida na
temperatura mantida entre 32 e 34°C e trocada apés cada
$€ssa0.

Na primeira semana, os animais se adaptaram ao meio
aqudtico durante 15 minutos. A partir da segunda semana os
animais nadaram uma hora, trés vezes por semana durante o
periodo de 11 semanas.

Apds 24 horas da tltima sessdo de exercicio e 12 horas de
jejum foram realizadas andlises de glicose (G) e triacilglicerol
(TG) por pungio caudal e lido por meio do glicosimetro
(Boehringer Mannheim, Eli Lilly do Brasil, Sio Paulo) e
com o aparelho digital Accutrend GCT (Roche Brasil, Rio
de Janeiro, Brasil). Imediatamente apéds, os animais foram
anestesiados (Xilazina (0,7 ml/kg) ¢ Ketamina 10% (1 ml/
kg) e sacrificados por decapitagio.

Amostras do musculo séleo foram rapidamente retiradas
e congeladas em nitrogénio liquido. Foram realizados cortes
histolégicos de 8 um, corados a partir do método Hemato-
xilina e Fosina [16] para mensuragao do tamanho das fibras
musculares (pm), seguindo os critérios de Dubowitz ¢ Brooke
[17] e utilizando o software Image Pro-Plus em sistema de
andlise de imagem computadorizada.

Amostras do musculo séleo foram homogeneizadas e
centrifugadas a 10.000 rpm por 15 minutos em centrifuga
refrigerada a —4°C [18]. Os sobrenadantes foram utilizados
para a determinagio das concentragdes de proteinas totais, de
triacilglicerol através de kizs CELM® (Companhia de Equipa-
mentos Laboratoriais Modernos, Sao Paulo, Brasil). A andlise
do estresse oxidativo foi realizada através da concentragao de
substancias antioxidantes totais (SAT) e do hidroperdxido de
lipidio (HP). As SAT foram determinadas através da capacida-
de de antioxidantes inibirem a oxida¢io de dcido 2,2’- azinobis
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(3-etilbenzetiazilcolina-sulfonico) (ABTS) [19,20]. O HP
foi determinado através da oxidagio do Fe** (sulfato ferroso
amoniacal) a 560 nm. O Fe** formado reage com alaranjado
de xilenol formando composto colorido [21].

O metabolismo energético [21] foi analisado através das
enzimas reguladoras das vias metabdlicas, beta-hidroxi-acil
CoA desidrogenase (OHADH, E.C.1.1.1.35.), relacionada
a oxidagio dos 4dcidos graxos; lactato desidrogenase (LDH,
E.C.1.1.1.27.) associada a glicdlise e ao metabolismo ana-
erébico, bem como da citrato sintase (CS, E.C.4.1.3.7.),
reguladora do fluxo de metabélitos através do Ciclo de Krebs
e marcadora do metabolismo aerébio [22].

A atividade da OHADH foi determinada em meio contendo
acetoacetil CoA 0,05 mM e NADH 0,1 mM [22]. A atividade da
LDH foi determinada pela velocidade de consumo de NADH,
medida a 340 nm, tendo como substrato o piruvato [23]. A
atividade da CS foi determinada em tampao tris-HCI 50 mM,
pH 8.0, contendo acetil CoA 0,1 mM, dithiobis-2-nitrobenzoato
0,1 mM (DTNB) e oxaloacetato 0,5 mM [22].

As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro com
controle de temperatura (UV/visivel Ultrospec 5,000 com
Swift II software, Cambridge, England, UK) e em leitor de
microplaca (pQuant-MQX 200 Bio-Tech Instruments, Inc.,
Winooski, VI, USA) com controle através do software Kejiinior
(Bio-Tech Instruments, Inc., Winooski, VI, USA).

O consumo alimentar de ragio, de liquidos e a energia
ingerida foram calculados com base na quantidade consumida
e na energia metabolizdvel da dieta. A anlise estatistica foi
realizada através da andlise de varidncia (ANOVA). Para se
determinar a diferenca entre os tratamentos foi aplicado o
pos-teste de Tukey, com nivel de significAncia de 5% [24].

Resultados

Anilises do peso e consumo alimentar

O peso inicial dos animais apresentou-se aumentado nos
grupos CS e SE. Nio houve diferenca entre os grupos na
avaliacdo do peso final e ganho de peso ao final do experi-
mento (Tabela I).

Animais suplementados com sacarose ingeriram maior
quantidade de liquido e reduziram o consumo de ragio em
relagio aos seus respectivos grupos controle. A energia ingerida
foi maior no grupo SE em relagio aos grupos CE (Tabela I).

Anilise sangiiinea
Na Tabela I observa-se que a concentragio de triacilglicerol

dos grupos SS e SE foi significativamente maior que a encon-
trada nos seus respectivos controles. Animais sedentdrios su-

Tabela I - Peso inicial, peso final, ganho de peso corporal, consumo de ragdo, ingestio de liquidos, energia ingerida, triacilglicerol e glicose
sanguinea dos grupos: (CS) ratas ingerindo dieta padrio, dgua e sedentdrio, (CE) ratas ingerindo dieta padrio, dgua e realizando exercicio de
natagdo, (SS) ratas ingerindo dieta padrio, solugio aquosa com sacarose 30% e sedentdrio, (SE) ratas ingerindo dieta padrio, solugio aquosa

com sacarose 30% e realizando exercicio de natagdo.

Grupos CS CE SS SE

Peso inicial(g) 76,17 = 0,81AC 73,13 +0,71B 71,17 = 0,69B 76,63 = 0,92A
Peso final (g) 309,83 + 32,28A 295,88 + 23,82A 311,67 + 34,16A 322,5 = 37,8A
Ganho de peso (g) 233,66 + 21,92A 222,75 + 24,52A 240,5 = 27,51A 245,87 + 26,72A
Ingestdo de liquido (ml/dia) 32,52 + 3,11A 31,55 + 3,19 A 42,19 + 2,36 B 43,07 = 4,12 B
Consumo alimentar (g/dia) 17,49 = 1,07A 18,29 = 1,04A 5,97 = 0,40B 6,57 + 0,608
Energia ingerida (kcal/dia) 40,68 + 2,44AC 39,78 + 2,25A 46,81 + 4,45BC 49,25 + 3,218

166,66 = 6.06A
84,17 = 2,32 A

Triacilglicerol (mg/dl)
Glicose (mg/dl)

165,62 £ 13.78 A
90,50 = 4,63AB

218,16 = 14.048B
100,33 + 1,248

237,12 = 16.14C
89,88 + 8,15AB

Resultados expressos como média + desvio-padrdo. Letras diferentes indicam diferencas significantes entre os grupos, p < 0,05.

Tabela I - Concentragoes musculares de proteina, triacilglicerol (TG), hidroperdxido de lipidio (HP) e atividades da beta-hidroxiacil coenzima
A desidrogenase (OHADH), lactato desidrogenase (LDH) e citrato sintase dos grupos: (CS) ratas ingerindo dieta padydo, dgua e sedentdrio,
(CE) ratas ingerindo dieta padrio, dgua e realizando exercicio de natacio, (SS) ratas ingerindo dieta padréo, solu¢ido aquosa com sacarose
30% e sedentdrio, (SE) ratas ingerindo dieta padrio, solugio aquosa com sacarose 30% e realizando exercicio de natagdo.

Grupos CS CE SS SE

Proteina (%) 14,84 + 1,48A 14,69 = 1,38A 17,90 = 3A 16,00 = 3,62A
TG (%) 1,07 = 0,1A 0,82 +0,12B 1,12 = 0,26A 1,15 = 0,276A
HP (nmol/g tecido) 73,79 = 5,11A 74,49 = 1,0A 110,36 + 17B 84,19 = 9,97A
OHADH (nmol/mg tecido) 7,06 = 3,63A 7,19 = 2,71A 7,32 + 4,25A 7,76 = 3,2A

LDH (nmol/mg tecido) 10,36 = 2,51A 10,51 + 2,03A 10,78 = 3,19A 11,56 = 1,72A
Citrato Sintase (nmol/mg tecido) 23,82 = 3,11A 25,95 = 1,75AB 28,97 = 1,88B 33,32 = 4,01C

Resultados expressos como média + desvio-padrdo. Letras diferentes indicam diferencas significantes entre os grupos, p < 0,05.
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plementados com sacarose (SS) apresentaram maior glicemia
de jejum em relagdo ao grupo sedentdrio controle (CS).

Analises musculares

Os parAmetros bioquimicos musculares estdo apresentados
na Tabela II, onde se pode observar que nao houve alteragao
significativa na concentragio de proteinas totais entre os gru-
pos estudados. Com relacio as concentrages de triacilglicerol
(TG), verifica-se que o grupo CE apresentou as menores
concentragoes em relacdo aos outros grupos.

O grupo SS apresentou elevagio significativa na concentra-
¢io de hidroperéxido de lipidio (HP). Nio foram observadas
alteracoes significantes nas atividades das enzimas beta-
hidroxiacil coenzima A desidrogenase (OHADH) e lactato
desidrogenase (LDH) nos diferentes grupos estudados.

A atividade da citrato sintase, mostrou-se elevada no grupo
SS em relagdo ao CS. Animais do grupo SE apresentaram
atividades da citrato sintase mais elevadas em relacio aos
demais grupos.

Analise histolégica

Verificou-se que os valores morfométricos do musculo
s6leo apresentam diferencas estatisticamente significantes
entre todos os grupos. Os animais do grupo CE apresentaram
fibras de maiores didmetros, seguidos pelo grupo SS, grupo
SE e grupo CS. Os resultados encontrados podem ser visu-
alizados na Figura 1.

Figura 1 - Andlise morfométrica das fibras do miisculo séleo dos
grupos: (CS) ratas ingerindo dieta padrio, dgua e sedentdrio, (CE)
ratas ingerindo dieta padrio, dgua e realizando exercicio de natagio,
(SS) ratas ingerindo dieta padrio, solugio aquosa com sacarose 30%
e sedentdrio, (SE) ratas ingerindo dieta padrio, solugio aquosa com
sacarose 30% e realizando exercicio de natacdo.
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Discusséo

Os resultados deste estudo mostraram que dieta com sa-
carose nio induziu alteragio no ganho de peso corporal nos
animais suplementados em relagio ao grupo controle, durante
o periodo pés-desmame até a idade adulta.

Este fato pode estar associado a reduzida eficiéncia ali-
mentar dos grupos SS e SE ao longo do experimento. A
menor ingestdo de ragio foi compensada pelo alto consumo
de energia proveniente das calorias adicionais da sacarose.
E interessante notar que os animais suplementados com
sacarose apresentaram menor consumo alimentar que seu
respectivo controle, independente de pertencerem ao grupo
sedentdrio ou exercitado e mantiveram pesos corporais finais
semelhantes (Tabela I).

Mahan e Escott-Stump [25] verificaram que no periodo
pos-atividade, a refeicdo ofertada deve ser & base de carboi-
dratos complexos, visando manter a massa corporal magra.
Estudo realizado por Lima ez al. [26] mostrou que o trata-
mento com carboidratos complexos proporcionou maior peso
corporal, sugerindo a contribui¢io da massa corporal magra
nos valores do peso corporal.

De maneira geral, quando a energia ingerida excede o gasto
energético, o excesso de energia ¢ depositado como gordura,
caracterizando, a obesidade [27]. Considerando desta maneira
simplista, desde que obesidade é observada quando a energia
ingerida excede o gasto energético, intuitivamente a perda de
peso seria obtida quando a ingestio calérica fosse menor que
o gasto energético, independentemente dos componentes
da dieta. Entretanto, a varia¢do nos componentes da dieta,
além do contetido caldrico, bem como o ndmero de refeicoes
didrias influencia consideravelmente o ganho de peso [28] e
os pardmetros metabdlicos a ela associados [29].

Neste estudo, os animais que receberam suplementagio
com sacarose apresentaram consumo alimentar reduzido,
porém, a ingestao de liquidos foi significativamente elevada.
Estes achados podem estar relacionados & palatabilidade das
dietas. Resultados semelhantes foram encontrados por Bur-
neiko ez al. [30] em estudos associando dieta hipercalérica
ao exercicio de natacdo em ratos.

Segundo Himaya ez a/. [31] o consumo alimentar
reduzido, compensado pela ingestio elevada de liquidos,
estd relacionado a regulagio do nivel de saciedade. Niveis
séricos elevados de glicose, de triglicerideos e de colesterol
estimulam receptores hipotalimicos reguladores da fome ¢
da saciedade.

Embora nao tenha sido observado ganho de peso em ne-
nhum dos grupos estudados, sacarose e exercicio induziram
significantes alteragdes bioquimicas na glicose e triacilglicerol
séricos.

Dieta rica em sacarose elevou a glicemia dos animais no
grupo SS. Esses resultados concordam com o estudo realizado
por Holloszy [32], o qual afirma que apés a ingestao de dietas
com elevado teor de carboidratos, a redugio de glicose sérica
¢ menos provdvel de ser verificada na andlise glicémica. De
acordo com estudos previamente publicados, a combinagio
de inatividade fisica com o consumo de dietas hipercaldricas
estdo associados a0 aumento significativo na glicemia de ratos
sedentdrios [12,29,33]. Desta forma, sugere-se que a elevada
ingestao de sacarose estd associada a alteracdes na resposta
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insulinica, sendo que sua associagdo ao sedentarismo atuou
como fator deletério ao organismo.

No estudo desenvolvido por Rique et a/.[34] verificou-se
que apds a pratica de exercicios acrébios didrios, a captagio de
glicose pelo masculo continua e intensifica-se, demonstrando
aumento da sensibilidade 2 insulina enquanto o glicogénio
é ressintetizado. Entretanto, exercicios trés vezes por semana
nio apresentaram o mesmo efeito, sugerindo que nao houve
melhora na resposta insulinica induzida pelo programa de
exercicios nestes animais.

A energia ingerida e o dispéndio de energia necessdrio
ao organismo sio determinantes do perfil lipidico [35].
Dieta suplementada com sacarose elevou significativamente
a concentragdo de triacilglicerol (TG) sanguineo dos ani-
mais, e exercicios de natagao trés dias por semana nio foram
eficazes para reduzir este aumento. Estudos de Burneiko ez
al.[30] mostraram que concentra¢des do triacilglicerol sérico
elevadas em animais suplementados com dieta hipercalérica
nao foram reduzidas nos grupos que realizavam exercicios
intermitentes, duas vezes por semana, apenas nos animais
exercitados diariamente.

Animais do grupo SE comparados ao SS mantiveram os
valores de trigliceridemia elevados, sugerindo menor captagio
muscular. A manutencio da concentragio de TG muscular no
grupo exercitado pode estar associada a sua utilizagio como
fonte de energia, demonstrada pela elevagio da citrato sintase.
Constituido por uma molécula de glicerol e trés de dcidos
graxos, o triacilglicerol é considerado um eficaz armazenador
de energia no tecido adiposo dos seres vivos [30]

O aumento do TG sérico no grupo SS disponibilizou mais
energia para a fungao muscular, mesmo nos animais sedentd-
rios. A elevagio da citrato sintase e a manutencao dos valores
de triacilglicerol muscular indicaram que o triacilglicerol foi
oxidado no ciclo do citrato [26,37]. Desde que a fungio da
enzima citrato sintase ¢ medir o fluxo de metabdlitos pelo
ciclo de Krebs, podemos verificar que, nestas condigoes o
fluxo de elétrons na cadeia respiratdria resultou em aumento
de espécies reativas do oxigénio (ERO), culminando com a
elevagao do HP.

Os valores reduzidos de TG muscular no grupo CE podem
estar relacionados & maior utilizagdo de lipidios como fonte
energética para a pratica do exercicio fisico, uma vez que as
contragdes isoladas no musculo esquelético podem estimu-
lar a captagio, a hidrélise e a oxidagao dos triacilglicerideos
intramiocelulares e sanguineos [36].

O exercicio normalizou o HP muscular no grupo suple-
mentado, indicando que o fluxo de metabolitos pelo ciclo
do citrato e na cadeia respiratéria foi convertido em energia
para contragio muscular, sem a formacio de ERO observada
no grupo SS.

Supde-se, portanto, que o exercicio de natagio foi sufi-
ciente para melhorar a capacidade mitocondrial dos animais
do grupo SE, desde que houve aumento da citrato sintase
associado a reducio de HP. De forma semelhante, estudos de

Bruce e colaboradores [38] verificaram que individuos obesos
submetidos a atividade fisica apresentaram uma melhora na
capacidade mitocondrial para captagio e oxidagio de 4cidos
graxos, entretanto sem modificagio no TG muscular, o que
também pode ser verificado no presente estudo.

Os resultados obtidos na andlise morfométrica do mus-
culo séleo mostraram um aumento do didmetro das fibras
no grupo CE associado a redugio na concentragio de TG
e a manutenc¢do dos demais parimetros bioquimicos. Desta
forma, o aumento das fibras pode estar associado 4 hipertrofia
muscular que, segundo Boonyarom [39], é uma das respostas
adaptativas da musculatura esquelética ao exercicio e estd
associada a um aumento de volume das fibras musculares
nos grupos exercitados.

Resultados semelhantes foram observados no estudo de
Camargo Filho ez 2/.[40] no qual ratos foram submetidos a
sessdes de natacdo e suplementagio ou nio com esterdide
anabdlico. Verificou-se que os animais placebo exercitados pela
natagio apresentaram valores de didmetro de fibras musculares
maiores que os animais controle, sendo tal fato relacionado
a hipertrofia muscular.

Concluséo

Verificou-se que uma dieta balanceada associada & prdtica
de exercicios fisicos estd relacionada a uma diminui¢io do
conteudo lipidico intramuscular, associado a um aumento das
fibras musculares e utilizagio de TG como fonte energética.
O consumo de TG como fonte de energia ocorreu mantendo
HP e, portanto o equilibrio entre os sistemas oxidantes e
antioxidantes celulares.

Desta forma, podemos concluir que o protocolo de exer-
cicio utilizado, nas duas condicées alimentares, teve efeito
benéfico. Na dieta padrio diminuiu o TG muscular e na
dieta rica em sacarose, aumentou o metabolismo aerdébico e
reduziu o estresse oxidativo.
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