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Resumo: Os aumentos das reservas de substratos energéticos sio respostas importantes ao
treinamento fisico e diretamente influenciam a tolerancia ao exercicio. Recentemente, tem-se . .
evidenciado a importancia dos estoques intramusculares de triglicérides como fonte de energia José Alexandre Curiacos de Almeida
durante o exercicio fisico. O objetivo deste estudo foi analisar a influéncia de quatro semanas Leme

de treinamento fisico intenso no contetdo hepatico e muscular de triglicérides e glicogénio em Eliete Luciano

ratos sob o uso de dieta padrao. Dezoito ratos machos foram divididos em grupo controle (GC)
e grupo treinamento (GT). O protocolo de treinamento consistiu em natacio, 5 vezes por semana
(1h/dia) com sobrecarga de 5% da massa corporal durante 4 semanas. Apos o sacrificio, foram
coletadas amostras de sangue para determinacao dos niveis séricos de glicose, AGL, lipidios totais, | programa de Pés Graduagio em Ciéncias da Motri-
triglicérides e colesterol total. Amostras do tecido hepatico e muscular foram coletados para deter- | cidade Humana

minacéo das concentracoes de triglicérides e glicogénio. As concentracées de glicose e colesterol Departamento de Educagao Fisica -~ 1.B. -UNESP
- - . Campus Rio Claro

séricos nao apresentaram diferencas entre os grupos, enquanto o AGL (GC: 604,9 e GT: 455 UEQ. | Ay, 24A, 1515, Rio Claro — SP, Brasil CEP: 13.506-
L-1) e TG (GS: 101,3 GT: 61,5 mg.dL-1) foram significantemente reduzidos pelo treinamento 900

fisico. Nao houve diferenca significante nas concentracoes de triglicérides e glicogénio no figado
e no soleo entre os grupos estudados. Conclui-se que dentre as variaveis estudadas, somente os
niveis séricos de TG e AGL foram significantemente reduzidos em funcao do periodo de quatro
semanas de treinamento fisico intenso. Entretanto, os estoques de substratos teciduais iMTG e
glicogénio), ndo se alteraram significativamente durante o periodo treinamento.
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ABSTRACT: The objective of this study was to analyze the influence of four weeks of heavy-intensity
exercise training on the hepatic and muscular contents of tryglicerides and glycogen in rats feed
with standard diet. Eighteen male rats were divided in control group (GC) and training group
(GT). Training protocol consisted of swimming, 5 times a week (1h/day) with overload of 5% of
their bodymass during 4 weeks. After sacrifice, samples of blood were collected for determination
of the serum glucose , AGL, total lipids, tryglicerides and total cholesterol. Samples of hepatic and
muscular tissue were collected for determination of tryglicerides and glycogen concentrations.
Serum glucose and cholesterol concentrations did not present differences among groups, while
AGL (GC: 604,9 and GT: 455 uEq.L-1) and TG (GS: 101,3 GT: 61,5 mg.dL-1) were significantly
reduced by physical training. There were not significant differences in tryglicerides and glycogen
concentrations in the liver and soleum among the studied groups. We can conclude that among
the studied variables, only the serum levels of TG and AGL were significantly reduced in func-
tion of four weeks of heavy-intensity exercise training. However, the storage of tissues substracts
(iMTG and glycogen) were not significantly altered during the training period.
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Treinamento aerobio e conteudo muscular de triglicérides e glicogénio em ratos

Introducao

Um dos maiores desafios promovidos
pelo exercicio fisico sobre o0s 6rgaos e sistemas
organicos ¢ alta demanda por trifosfato de
adenosina -ATP pelos musculos ativos. As altas
taxas de renovacdo de ATP no musculo ativo
impoem elevados niveis de estresse sobre as
reservas de substratos energéticos musculares e
hepaticos. O carboidrato ¢ o principal substrato
energético utilizado durante exercicios de alta
intensidade e sua disponibilidade endogena é
acreditada limitar a performance humana em
atividades de média a longa duracao’. Apesar
do glicogénio hepatico ser insuficiente para
manter a glicose sanguinea durante o exercicio
fisico de longa duracao, a suplementacdo
com carboidratos tem se mostrado eficaz
na manutencdo da glicemia e do contetdo
hepatico de glicogénio'”. No entanto, o
glicogénio muscular ¢ uma fonte limitada de
energia que é pouco poupada com a ingestao
de carboidratos durante o exercicio intenso'’.
Desta forma é altamente desejavel que estes
estoques estejam elevados previamente ao
exercicio fisico. Para maximizar os niveis
destes substratos, varios estudos analisaram
treinamentos especificos juntamente com
estratégias nutricionais a fim de encontrar a
melhor forma de aumentar a concentracio
de glicogénio muscular e, em potencial, a
performance durante o exercicio. Porém,
em geral, o treinamento de endurance por si
proprio pode levar a supercompensacao dos
estoques endogenos de carboidratos!®.

Recentemente, alguns pesquisadores
tem analisado a importancia do triglicérides
intramuscular iIMTG) como fonte de energia
durante o exercicio®. O fato dos iIMTG serem
armazenados no citoplasma, perto das
miofiblilas, provem uma fonte prontamente
disponivel de acidos graxos para serem
oxidados na mitocondria'. Adicionalmente, a
quantidade de energia destas reservas é tao alta
quanto as contidas nas reservas de glicogénio®.
Reforcando estas evidéncias do iMTG como
fonte de energia, Schrauwen-Hinderling et al'®
(2003) mostraram que a quantidade de IMTG
aumenta muito precocemente em reposta ao
treinamento fisico e que, apos o treinamento,
a utilizacdo deste substrato como fonte de
energia durante o exercicio ¢ diminuida,
indicando que a manutencdo de um nivel
elevado de iMTG é uma importante adaptacao
bioenergética ao exercicio fisico.

A composicdo da dieta tem-se mostrado
um importante modulador da dinamica dos
estoques musculares de glicogénio e iIMTG
frente ao exercicio fisico cronico. No entanto,
as condicoes requeridas (em especial a dieta)
para maximizar o estoque de um destes
substratos parecem inibir a estocagem do
outro’. O conteudo de iMTG parece aumentar
frente ao incremento em seu uso e/ou a
disponibilidade de lipidios circulantes®*. No
entanto os estoques de glicogénio sao mais
sensiveis a ingestao adequada de carboidratos
e energia total, que em geral podem ser
conseguidas com dietas comuns.

Em humanos, ha evidencias que um
curto periodo de treinamento pode afetar
positivamente os contetdos de iMTG e
glicogénio muscular mesmo sem o uso de
uma dieta especifica!'18. Porém, em ratos nao
esta claro se um curto periodo de treinamento
sem o uso concomitante de dieta especifica
altera o conteudo muscular de iIMTG e ao
mesmo tempo o de glicogénio. Neste cenario,
o objetivo deste estudo é analisar a influéncia
de quatro semanas de treinamento fisico
intenso no conteudo hepatico e muscular de
triglicérides e glicogénio em ratos sob o uso
de dieta padrio.

Material e Métodos
Animais

Foram utilizados neste estudo 18 ratos
machos, adultos, da linhagem Wistar, com
idade de 120 dias e massa corporal 435,41
EP) medidos ao
término do experimento. Destes, nove foram
aleatoriamente separados para o grupo controle
(GC) e nove para o grupo de treinamento (GT).
Todos os animais foram obtidos no Biotério
Central da UNESP, Campus Botucatu-SP,
mantidos em gaiolas coletivas com no maximo
5 animais por gaiola e temperatura ambiente
de 25°C. Os animais foram alimentados com
racdo balanceada padrio Labina (Purina®) e
agua ad libitum durante todo o periodo do
estudo. Também foi mantido um ciclo de
claro/escuro de 12 horas (7:00/19:00hs). O
animais do GC foram mantidos em gaiola,
sem nenhum treinamento fisico. Todos os
experimentos foram realizados de acordo
com as resolucoes brasileiras de Bioética em
experimentos com animais, Colégio Braileiro
de Experimentacéo Animal).

+ 9,67 gramas (Média =
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Protocolo de treinamento

Os animais do grupo GT foram submetidos
aquatros semanas de um programa de natacao
(tanque coletivo com a agua sendo mantida
entre 30 e 32° C). O protocolo de treinamento
consistia em uma sessdo diaria de exercicio
com periodo de duracio de uma hora, com
sobrepeso de 5% da massa corporal presos
ao tronco. cinco vezes por semana. Todas as
sessoes de treinamento foram realizadas no
mesmo periodo do dia (16:00hs).

Anadlises bioquimicas

Apos 48 horas da ultima sessiao de
treinamento todos os animais (GC e GT)
foram sacrificados por decapitacdo em
situacao de repouso. Imediatamente apos
o sacrificio foram coletadas amostras de
sangue para separacao do soro, no qual foram
determinados os teores de acidos graxos
livres (AGL), triglicérides (TG), glicose e
colesterol total.

Os teores de glicose no soro foram
determinados pelo método da glicose oxidase,
os de AGL pelo dietiltiocarbonato, e os
lipidios totais pela anilina, todos descritas
detalhadamente por Nogueira et al.'*, 1990.
Os triglicérides foram obtidos pelo processo
dalipase, e o colesterol total através da técnica
da colesterol oxidase/peroxidase, conforme
Howald et al.”, 2002.

Foram analisados os contetdos hepatico e
muscular (soleo) de glicogénio e triglicérides.
Para o glicogénio, as amostras do tecido
hepatico e muscular foram digeridas em
KOH aquecido, a precipitacao do glicogénio
foi feita pelo etanol e sua hidrolise com
acido sulfurico. A determinacao da glicose
hidrolisada foi feita através da antrona,

Tabela 1.

conforme descrito por Hassid e Abrahan®,
1957.

Para a determinacdo do conteudo de
triglicerideos tecidual foram retirados de 100
a 200mg. As amostras foram colocadas em
tubos do tipo eppendorf de 1,5ml, contendo
0,5ml de TritonX-100 a 0,1%. As amostras
foram sonicadas por 45 segundos de forma
pulsatil, apos este procedimento as amostras
foram centrifugadas a 4000 rpm por um
periodo de 10 minutos. O sobrenadante foi
extraido para a determinacio do TG através
do método fotoespectrometrial.

Anadlise Estatistica

Os dados estao expressos como média +
erro padrdo damédia (M= EP). Anormalidade e
ahomogeneidade dos dados foram verificadas
através do teste de Shapiro-Wilks e Levenes,
respectivamente. Uma vez verificado a
distribuicao normal dos dados foi empregado
o teste ¢ para amostras independentes para
verificar possiveis diferencas entre os grupos.
Foi adotado nivel de significancia p<0,05.

Resultados

Na Tabela 1 estdo expressos os valores
das concentracoes séricas de glicose,
acidos graxos livres (A.G.L.), colesterol e
triglicérides (T.G.) dos grupos Controle
(GO) e Treinado (GT). A concentracdo de
glicose nao foi diferente para os grupos. A
concentracdo de A.G.L. foi significativamente
maior (p<0,01) para o GC comparado ao
GT. A concentracio de colesterol ndo diferiu
significantemente entre os dois grupos. A
concentracdo de T.G. foi significativamente
maior (p<0,05) no grupo GC do que no
grupo GT.

Concentracées séricas de glicose, A.G.L., colesterol e T.G. dos grupos de ratos controle (GO) e
treinados (GT). Resultados expressos como Média * EP.

Glicose

(ml.dL-1)
Grupo Controle (GO n=9 98,5+ 19,6
Grupo Treinado (GT) n=9 101,5 + 11,0

AG.L Colesterol TG
(UEq.L-1) (mg.dL-1) (mg.dL-1)
604,9 + 115,1 46,6 +7,4 101,3 £ 34,0
4550+ 159 ** 51,8 + 13,6 61,5+288*

** Diferenca significativa p < 0,01
* Diferenca significativa p < 0,05

A Figura 1 expressa os valores
triglicérides figado e mo
grupos GC e
GT. Podemos notar que ndo houve

de
musculo

no
soleo dos
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diferenca significativa no conteudo de
triglicérides entre os grupos GC e GT
tanto no figado quanto no musculo
soleo, respectivamente.
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Figura 1 — Concentracao de triglicérides do figado ( n =9) e séleo (n = 7) dos grupos de ratos
treinado (GT) e controle (GQ). Resultados expressos como Média + EP.

A Figura 2 expressa os valores de comportamento da andlise dos triglicérides,
nao houve diferenca significativano contetido

glicogénio no figado e no musculo soleo ) )
de glicogénio entre os grupos GC e GT tanto

dos grupos CG e GT. Seguindo o mesmo
55

para o figado quanto para o musculo séleo.
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Figura 2 — Concentracdo de glicogénio do figado e séleo dos grupos de ratos treinado (GT) e
controle (GC; n=9. Resultados expressos como média * EP.
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Discussao

O principal achado deste estudo é que
quatro semanas do treinamento proposto
ndo alterou significativamente os conteudos
de triglicérides e glicogénio no figado
e no musculo esquelético analisado. A
intensidade de treinamento utilizada neste
estudo foi potencialmente correspondente
a maxima fase estavel de lactato sanguineo®,
que representa o limite superior do dominio
pesado de exercicio. Em um curto periodo
de tempo como o de quatro semanas aqui
utilizado, esta intensidade é capaz de induzir
adaptacoes aerobias ao treinamento®. Em
ratos sedentarios, intensidades menores que
esta ja sao efetivas em promover adaptacoes
fisiologicas
Desta forma, a ndo alteracio das reservas
energéticas teciduais parece ndo ser devida
a um protocolo de treinamento insuficiente

ao  treinamento  fisico®’.

em promover adaptacdes aerobias.

E bem reconhecido que o treinamento
aerobio eleva a taxa de ressintese muscular
de triglicérides e glicogénio. A composicdo
da dieta é outro importante fator que pode
modular as taxas de ressinteses destes
composicao
nutricional (alta ingestdo de carboidrato
ou gordura) que pode otimizar os estoques
de uma destas fontes de energia parece
inibir a estocagem da outra’. Desta forma
nos optamos por uma dieta padrio que
acreditamos ndo limitar a ressintese de

substratos'!. Entretanto, a

glicogénio e nao induzir a um aumento dos
iMTGs independente ao treinamento. Isto
em tese nao favoreceria em especial um
ou outro estoque energético, permitindo
analisar os efeitos do treinamento fisico
em um quadro nutricional mais isento. Em
humanos sem o uso de dieta especifica, foi
recentemente demonstrado que um periodo
de treinamento tio curto quanto duas
semanas € capaz de aumentar o contetudo de
iMTG e glicogénio muscular'"'®. No entanto
nés nio encontramos tais alteraces em
ratos que treinaram o dobro deste periodo.
Outros estudos em ratos com periodos
maiores de treinamento, 6 a 8 semanas,
mostram resultados divergentes em relacdo
a supercompensacao do glicogénio®. As
concentracdes de glicogénio muscular e
hepatico encontradasemambos os gruposem
nosso estudo (grafico 2) sao bem semelhantes
aos valores reportados para ratos sedentarios
no estudo de Rogatto'® (2001), que aplicou 6
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semanas de treinamento aerébio e encontrou
aumento significante na concentracao de
glicogénio muscular, no entanto o conteido
hepatico se manteve inalterado. Em geral,
os protocolos de treinamentos (intensidade,
duracao e frequéncia) sao bastante diferentes
entre estes estudos e isto pode explicar em
parte os diferentes resultados. Deste modo é
bastante importante restringir a extensao dos
nossos resultados em relacéo ao protocolo de
treinamento e ndo so6 a duracdo do periodo
de intervencao.

Muitos estudos tém analisado
efeitos agudo e cronico da atividade fisica
sobre o conteudo de iMTG, em geral ha
uma discrepancia de resultados que tem
sido especulada ser um efeito da pouca
sensibilidade do método ou de outras
limitacoes inerentes as técnicas usadas,
como a de ressonancia nuclear magnética
(alteracoes no conteudo hidrico corporal),
a de morfometria (pequenas amostragens
do tecido) e a bioquimica (influéncia dos
adipdcitosinter-miocelulares)”. Estastécnicas
também tém real interferéncia sobre o valor
absoluto de iMTG medido'. Adicionalmente
outras variaveis também interferem, como o
musculo analisado e a composicao de fibras
da amostra retirada'??. Isto implica que as
comparacoes devem se restringir a dados
da literatura que foram obtidos a partir dos

mesmos tecidos e através da mesma técnica.

0os

Belmonte et al.! (2004) utilizando-se
de técnica morfométrica, que possibilita
a analise
intramiocelular e perimisial de triglicérides,
encontrou que o treinamento de endurace
afetadiferentemente adinamica daestocagem
de triglicérides nestes dois compartimentos
no musculo soleo. Estes dados sugerem que
as alteracoes que podem ser encontradas no
contetdo de iIMTG do musculo séleo em
funcao do treinamento fisico medida pela
técnica bioquimica, seja realmente reflexos
de alteracoes dos estoques intramiocelular
deste substrato, visto que o conteudo
perimisial de triglicérides nao se modificou
em funcdo do treinamento.

separadamente do conteudo

Dentre osefeitos esperados do treinamento
fisico sobre as varidveis analisadas, somente
houve modificacdes nos niveis de AGL
e TG circulantes (tabela 1), isto ¢ um
comportamento bastante descrito e pode ser
atribuido em parte ao aumentado consumo
de ambos pela musculatura esquelética
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durante o exercicio'?, Outro fator que pode ter
contribuido para os menores valores de AGL e
TG circulantes nos ratos treinados ¢ a provavel
maior sensibilidade periférica a insulina, isto
diminui os niveis circulantes de insulina que
tem sido mostrada ser relacionada aos niveis
séricos de TG e AGL".

Apesar da técnica bioquimica de
medida dos IMTGs ser bastante utilizada
tanto em animais quanto em humano,
sua validade em detectar alteracoes deste
estoque energético ainda tem que ser melhor
investigada. Também ndo ha consenso de
qual entre os métodos bastante utilizados
(bioquimico, morfometria e ressonancia

nuclear magnética) seria o padrdo ouro para
se medir tal variavel, visto que cada um
deles apresenta limitacoes que em potencial
comprometem as analises em determinadas
situacoes?8.

Nos podemos concluir que dentre todas
as variaveis analisadas que sao esperadas
serem alteradas pelo treinamento aerdbio,
somente os niveis séricos de TG e AGL foram
significativamente reduzidos em funcéo do
periodo de quatro semanas de treinamento
fisico intenso. Entretanto, os estoques de
substratos teciduais (iIMTG e glicogénio),
néo se alteraram significativamente durante
o periodo treinamento.
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