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

Palavras-chave: Limiar anaerdbio, ratos, natago, glicogénio muscular, jejum.

Muscle glycogen and anaerobic threshold for swimming rats

Abstract: Anaerobic threshold (AT) can be defined as the workload in which blood lactate starts to accumulate
exponentially during exercise. In humans, the AT determined by a lactate minimum test (LMT) is influenced by
reductions of muscle glycogen stores, which is caused by low blood lactate concentrations. On the other hand,
workload is not affected. The literature lacks information about this phenomenon in laboratory animals. The present
study attempted to verify the effects of the reduction of the muscle glycogen stores on the AT determined by LMT in
rats exposed to a 48-hour fasting. The animals’ responses were similar to those described in the literature for human
beings. That is, the depletion of the muscle glycogen stores is unaffected by workload equivalent to the AT, but it
shows reduced blood lactate concentration.

Key Words: Anaerobic threshold, rats, swimming, muscle glycogen, fasting.

Introducio qual a curva em forma de “U”, obtida com os valores de

lactato sanguineo durante o teste progressivo, atinge o nadir.
Limiar anaero6bio (Lan) pode ser definido como a carga de . . -
Esse valor minimo de lactato sanguineo supostamente indica
o Lan (JONES; DOUST, 1998; TEGTBUR et al., 1993;

RIBEIRO et al., 2003).

trabalho na qual o lactato sanguineo comeca a se acumular
exponencialmente durante exercicios progressivos e ¢é
considerado bom indicador do condicionamento aerdbio e

tem sido utilizado na prescrigdo de treinamento em diferentes Por razdes oObvias, grande nimero de pesquisas

modalidades de exercicio (WASSERMAN; Mc. ILROY,
1964; KINDERMAN et al., 1979; TEGTBUR et al., 2001).

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

envolvendo o exercicio fisico tem sido conduzido em animais
de laboratério, especialmente o rato e as concentragdes de
lactato, utilizadas para a determina¢do da intensidade de
esforco. Como existem diferengas metabdlicas entre seres
humanos e ratos, ¢ razoavel especular sobre potenciais
diferengas entre espécies com respeito ao fluxo de lactato e
outras variantes durante o exercicio. A despeito da
importancia do problema, ainda sdo raros os estudos que
tratam da cinética de lactato em ratos durante o exercicio.
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Uma vez que a determinagdo do lactato minimo requer
apenas um teste realizado em um unico dia, poderia ser
adequado a obteng@o do Lan em ratos durante exercicio de
natag@o. Dessa forma, nosso grupo recentemente desenvolveu
estudos visando padronizar um protocolo para a determinagéo
do Lan em ratos durante a natagdo utilizando os principios do
TLM estabelecidos por Tegtbur et al. (1993). Em nosso
estudo, o Lan médio calculado dos animais foi obtido na
carga de 4,95+0,10% do peso corporal, enquanto que a
concentragdo média de lactato sanguineo foi obtida, nessa
carga, a 7,17£0,16 mmol/L (VOLTARELLI et al. 2002).

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

Objetivos

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

Materiais e Métodos
Animais
Foram utilizados ratos da linhagem Wistar, machos,
adultos (90-100 dias de idade) sedentarios, cujas maes eram
provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual
Paulista (UNESP) — Botucatu/SP. Os animais permaneceram
em gaiolas coletivas (5 ratos por gaiola) ¢ foram alimentados
com racdo comercial (Purina®) para roedores e agua ad
libitum bem como mantidos sob ciclo peridédico claro e escuro
de 12 horas a temperatura média de 25+£2°C.

Adaptagdo ao meio liquido

A adaptagdo consistiu em manter o animal em contato
com agua rasa a temperatura de 324+2°C, durante 3 semanas, 5
dias por semana por 30 minutos. Nas 2* e 3% semanas de
adaptacdo, os mesmo suportaram sobrecargas de chumbo
inseridas em “mochilas” de pano fechadas com velcro® e
atadas ao torax com o auxilio de um elastico (VOLTARELLI
et al., 2002). O proposito da adaptagdo foi reduzir o estresse
dos animais frente ao exercicio fisico realizado na agua
(GOBATTO et al., 2001).
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TLM adaptado as condigoes do rato
Inicialmente, os animais foram colocados no tanque cheio

d'agua suportando sobrecarga equivalente a 50% do peso
corporal e exercitaram-se, anaerobiamente (saltos), durante 6
minutos (30 segundos de exercicio interrompidos por 30
segundos de repouso), para a elevagdo da concentragdo de
lactato sanguineo circulante. Apds 9 minutos de repouso, os
animais iniciaram exercicio de natagdo com intensidades
progressivamente maiores (4,0; 4,5; 5,0; 5,5 ¢ 6,0 % do peso
corporal), com duracdo de 5 minutos de exercicio em cada
carga. Antes do inicio do teste (repouso) e a cada troca de
carga, foram coletadas amostras de sangue (25pl) para a
determinag@o do lactato no Analisador Eletroquimico YSL®
modelo 1500 SPORT, Yellow Spring, OH, USA
(VOLTARELLI et al., 2002). A curva lactato sanguineo vs
carga de trabalho, para cada rato, determinada no teste, foi
obtida por ajuste polinomial de grau 2, com auxilio de um
programa de computador (MICROSOFT OFFICE -
EXCEL®). Procedeu-se, entdo, a determinagdo matematica,
pela analise da funcdo, do menor valor da concentragdo de
lactato sanguineo e respectiva carga de trabalho. Esse menor
valor indicou o Lan individual.

Jejum

Tegtbur et al. (1993) demonstraram em sujeitos humanos,
que embora os valores de lactato sanguineo sejam mais
baixos em condigdes de deplegdo do glicogénio muscular,
isso ndo afeta a intensidade equivalente ao Lan determinado
pelo TLM. Essa série de testes foi efetuada para verificar se
estoques normais ou baixos de glicogénio muscular nos ratos
antes do inicio da aplicag@o do teste, alterariam a intensidade
de exercicio equivalente ao Lan. Para isso, os animais foram
submetidos a jejum de 48 horas, condicdo que sabidamente
depleta os estoques de glicogénio muscular (LI, Jing et al.,
1993) e avaliados quanto ao Lan através do TLM.
Imediatamente apos a realiza¢do do teste, os animais foram
sacrificados e o musculo s6leo da pata direita foi removido
para determinagdo das concentragdes de glicogénio. Animais
no estado alimentado foram simultaneamente submetidos ao
TLM, sacrificados e analisados quanto ao teor de glicogénio
do musculo so6leo. Para fins de comparagdo, foi também
avaliado o teor de glicogénio no musculo sdleo de ratos no
estado alimentado e/ou apods jejum de 48 horas, sacrificados
em repouso.

Grupos Experimentais
De acordo com o estado alimentar e a execucao ou nao de

teste de esforgo, formaram-se quatro (4) grupos
experimentais: Jejum/Exercicio (J/E), Alimentado/Exercicio
(A/E), Jejum/Repouso (J/R) e Alimentado/Repouso (A/R).
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Determinagdo do teor de glicogénio do musculo

soleo de ratos
Imediatamente apos a realizagdo do TLM (grupos J/E e

A/E) e/ou em repouso (grupos J/R e A/R), os animais foram
decapitados e exanguinados. Aliquotas de tecido do musculo
soleo foram separadas para determinagdo do glicogénio pelo
método colorimétrico com fenol e acido sulfarico (SIU LO;
TAYLOR, 1970).

Andlise Estatistica
Os dados foram expressos como Média + Desvio Padrao.

Foi utilizada Analise de Variancia (ANOVA), seguida de
BONFERRONI, e Teste t-student. O nivel de significancia foi
de p <0,05.

Resultados

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

A Tabela 1 contém os valores individuais e médios
referentes a carga de exercicio (% do peso corporal) e
concentragdo de lactato sanguineo (mmol/L) equivalentes ao
Lan individual dos animais pertencentes aos grupos
Alimentado e Jejum de 48 horas estimados pelo TLM.
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Figura 1. Curva lactato sanguineo vs carga de trabalho durante teste
do lactato minimo de um rato do grupo Alimentado/Exercicio (A/E).
A curva foi obtida por ajuste polinomial de grau 2, com auxilio de
programa de computador (EXCEL®). A equagio y= 2,1286x> —
20,848x + 57,454, que define a curva, possibilitou o céalculo do
menor valor da concentracdo de lactato sanguineo (6,41mmol/l) e
respectiva carga de trabalho (4,89% do peso corporal). Esse menor
valor de lactato sanguineo indica a carga de trabalho equivalente ao
Lan.
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Figura 2. Curva lactato sanguineo vs carga de trabalho durante teste
do lactato minimo de um rato do grupo Jejum de 48 horas/Exercicio
(J/E). A curva foi obtida por ajuste polinomial de grau 2, com
auxilio de programa de computador (EXCEL®). A equagdo y=
1,8314x> — 18,056x + 49,156, que define a curva, possibilitou o
calculo do menor valor da concentracdo de lactato sanguineo
(4,65mmol/l) e respectiva carga de trabalho (4,93do peso corporal).
Esse menor valor de lactato sanguineo indica a carga de trabalho
equivalente ao Lan.

Tabela 1. Valores de lactato sanguineo (mmol/L) e carga de trabalho
referentes ao Limiar Anaerdbio individual dos grupos Alimentado
Exercicio (A/E) e Jejum de 48 horas Exercicio (J/E) durante o TLM.

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

J/E
Rato 1 4,84 4,94
Rato 2 4,85 4,83
Rato 3 4,85 478
Rato 4 4,83 4,67
Rato 5 4,87 5,12
Rato 6 4,93 4,89
Rato 7 4,93 4,65
Média+ 4,87+ 4,84+*
DP 0,042 0,163

DP= Desvio Padrao

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

A Tabela 2 mostra os valores médios de glicogénio
tecidual (mg/100mg) do musculo séleo dos animais
pertencentes aos grupos sacrificados em repouso (J/R ¢ A/R)
e imediatamente ap6s a realizagdo do TLM de natagdo (J/E e
A/E). As concentragdes de glicogénio do musculo séleo do
grupo J/R foram significantemente menores em relacdo ao
grupo A/R. As taxas de glicogénio do musculo sobleo
referentes ao grupo A/E mostraram-se significantemente
maiores em relagdo ao grupo J/E
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Tabela 2. Teores de glicogénio (mg/100mg) no musculo soleo dos
animais nas situagdes: estado Alimentado Exercicio (A/E),
sacrificados apds o TLM; estado Alimentado, sacrificados em
repouso (A/R); Jejum de 48 horas Exercicio (J/E), sacrificados ap6s
o TLM e Jejum de 48 horas, sacrificados em repouso (J/R).

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

TLM= Teste do Lactato Minimo
*p < 0,05 em relagdo a situagdo A/R
** p < 0,05 em relagdo a situagdo A/E

Discussio

Apesar das inumeras tentativas, as bases fisiologicas para
o acumulo de lactato sanguineo durante o exercicio ainda ndo
foram totalmente elucidadas. Em diferentes estudos, a
hipétese de que a formagdo de lactato durante o exercicio
submaximo seja devida a hipoxia tecidual foi questionada. Na
verdade, esses estudos sugerem que os dados experimentais
existentes possam ser interpretados de maneira alternativa e
que a formagdo de lactato durante o exercicio submaximo ¢
conseqiiéncia da reducdo na disponibilidade de oxigénio na
mitocondria (KHATZ; SAHLIN, 1990; BROOKS, 2000). A
despeito disso, a determinagdo de “limiares”, isto ¢&,
determinacdo da intensidade de exercicio na qual o lactato
sanguineo comeca a se acumular desproporcionalmente,
denominado Limiar Anaerdbio (Lan), tem-se mostrado
ferramenta 1til na prescricdo de exercicios (SJODIN et al.,
1981; JONES; CARTER, 2000; BILLAT et al., 2003).

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

A determinagdo do Lan tem-se mostrado, também, valiosa
em estudos clinicos (WASSERMAN; Mc. ILROY, 1964,
NEIVA et al., 1999). Uma vez que existem limitagdes 6bvias
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nas pesquisas com seres humanos, em especial nos estudos
clinicos, modelos animais tém fornecido importantes
informagdes quanto a realizagdo de exercicio fisico sob
diversas condigdes experimentais, incluindo obesidade
(SCALFANI, 1984), diabetes (LUCIANO; MELLO, 1999),
desnutri¢do (GALDINO et al., 2000) e jejum (STEVANATO,
1999).

A proposta principal do presente estudo foi verificar a
relacdo entre teor reduzido de glicogénio muscular (induzido
pelo jejum de 48 horas) e Lan determinado pelo teste do
lactato minimo (TLM) em ratos durante exercicio de natagao.

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

Com base nessas informagdes, desenvolvemos, em nosso
laboratdrio, um teste para determinar o Lan durante exercicio
de natacg@o, utilizando os principios basicos do TLM proposto
por Tegtbur et al. (1993), adaptado as condi¢des do rato
(VOLTARELLI et al., 2002). O Lan, nesse ultimo estudo
(VOLTARELLI et al., 2002), foi obtido na carga média
calculada de 4,95+010% do peso corporal do animal na
concentragdo média de lactato sanguineo calculada de
7,17+0,16mmol/1.

Os valores calculados de intensidade de exercicio e lactato
sanguineo, correspondentes ao Lan, de apenas um rato do
grupo A/E do presente estudo estdo contidos na figura 1.
Como se pode observar, a carga de exercicio e concentragao
de lactato sanguineo, equivalentes ao Lan, determinados
nesse animal, mostraram-se semelhantes aos valores obtidos
por Voltarelli et al. (2002). O mesmo foi observado nos
valores médios do grupo. Tais resultados sugerem potencial
aplicagdo deste procedimento em estudos que visem a
prescrigdo de exercicio de natacdo para ratos. Contudo, antes
da adocdo do teste com esta finalidade, é necessario conhecer
melhor as respostas metabdlicas decorrentes da aplicagdo
dessa técnica, de maneira semelhante a que ocorreu com o
teste originalmente proposto para seres humanos (TEGTBUR
et al., 1993).

Uma das etapas do estudo desenvolvido por Tegtbur et al.
(1993), mostra que a deplecdo dos estoques de glicogénio
muscular pode reduzir a concentragdo de lactato sanguineo a
uma dada carga de exercicio durante a realizagdo do TLM por
humanos. Os sujeitos deste estudo (TEGTBUR et al., 1993)
realizaram o teste com estoques normais (dieta rica em
carboidrato (CHO) + repouso um dia antes do teste, para
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assegurar que os estoques de glicogénio muscular ndo fossem
depletados) e reduzidos (dieta pobre em CHO + exercicio de
alta intensidade um dia antes do teste, procedimento no qual a
redugdo dos estoques de glicogénio muscular é esperada
Bonem et al., 1985; Greenhaff et al., 1988) de glicogénio
muscular. Com base nessas informagdes, submetemos os
animais ao jejum de 48 horas, condigdo que sabidamente
depleta os estoques de glicogénio muscular (LI, Jing et al.,
1993) e os avaliamos quanto ao Lan através do TLM.

Como podemos observar na Tabela 2, o jejum de 48 horas
foi eficaz em reduzir, significativamente, os estoques de
glicogénio (mg/100mg) nos ratos do grupo J/R quando
comparados ao grupo A/R, mimetizando nos animais a
condicdo de redugdo de estoque de glicogénio muscular
proposta no estudo de Tegtbur et al. (1993) com seres
humanos.

No estudo de Tegtbur et al. (1993), a carga de trabalho
(velocidade de corrida) correspondente ao Lan dos sujeitos de
ambos os grupos (dieta rica em CHO = 4,7m/s e pobre em
CHO = 4,7m/s) ndo foi alterada quando da realizagdo do
TLM. Em contrapartida, a concentragdo de lactato sanguineo,
correspondente ao Lan dos sujeitos, foi obtida em niveis
consideravelmente menores no grupo que recebeu dieta pobre
em CHO (3,1+1,7mmol/l) quando comparada ao grupo que
recebeu dieta rica em CHO (3,7£2,2mmol/l), corroborando
achados anteriores descritos por Maassen e Busse (1989).

No presente estudo com animais, podemos observar, nas
Figuras 1 e 2, que o comportamento dos resultados, tanto de
carga de trabalho quanto de lactato sanguineo, foram
equivalentes aos encontrados por Tegtbur et al. (1993). A
carga de trabalho correspondente ao Lan do animal
pertencente ao grupo J/E (Figura 2) foi semelhante a
determinada no animal do grupo A/E (Figura 1). No entanto,
a concentragdo de lactato sanguineo, correspondente ao Lan
do animal do grupo J/E apresentou-se significantemente
menor em relagdo ao valor obtido no animal do grupo A/E. A
mesma diferenca foi observada nos valores médios
calculados, referentes ao Lan, do grupo J/E quando
comparados com os resultados do grupo A/E (Tabela 1).

Resultados que demonstram a influéncia dos estoques de
glicogénio muscular na concentragdo de lactato sanguineo
durante o exercicio estdo contidos na Tabela 2. Podemos
observar que os valores médios dos teores de glicogénio
(mg/100mg) obtidos do musculo séleo do grupo J/E mostram-
se em niveis significativamente menores quando comparados
aos valores médios da mesma variavel do grupo A/E. A
menor concentragdo de lactato sanguineo, equivalente ao Lan,

apresentada pelos animais do grupo J/E pode, entdo, ser
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explicada pela diminui¢do de 32% no conteudo total de
glicogénio do musculo séleo de ratos submetidos ao jejum de
48 horas em relagdo aos alimentados. Tal situagdo,
sabidamente, reduz oxidacdo de carboidratos, a sintese de
glicogénio, e, principalmente, a menor produgdo muscular de
lactato (LI Jinget al., 1993). Por outro lado, a intensidade
(carga de exercicio) equivalente ao Lan ndo foi afetada pela
redugdo dos estoques musculares de glicogénio, indicando a
fidedignidade da técnica utilizada para estima-lo.

Conclusao

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

. A resposta observada nos ratos foi semelhante
aquela descrita na literatura para seres humanos, ou seja,
a deplecdo dos estoques de glicogénio muscular nio
alterou a carga de trabalho equivalente ao Lan, mas
reduziu a concentracdo de lactato sanguineo, na qual o
mesmo apareceu.

. Em conjunto, estas informacdes indicam a
fidedignidade da técnica aqui descrita para a estimativa
do Lan em ratos.
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