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MODELO EXPERIMENTAL PARA O ESTUDO DA

INTERAGCAO ENTRE METABOLISMO DA GLICOSE'
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E DOS ACIDOS GRAXOS LIVRES NO EXERCICIO
EM CONDICAO DE HIPERLIPEMIA
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Esle estudo foi delineado para desenvolver um modelo animal
de hiperlipemia cronica, independents de maniputagao dietética, vi-
sando analise da interacan metabolica glicose/acidos graxos livies (AGL)
na exercicio. Ratos com 60 dias foram separados em 4 gnipos e trata-
dos por & semanas: Sedentario/Heparina- receberam dianiamente uma
aplicacao de heparina (250 Ulkg), para elevar os AGL circulantes; Se-
dentariofSalina- receberam diariamente uma aplicagao de salina (NaC/
0.9%}; TreinadofHeparina- receberam heparina e foram submetidos 2
natagde, Ih/dia, 5 dias/semana, com sobrecarga de 5% p.c. e Treina-
do/Salina- receberam safina e foram submetidos & natagdo. Os ani-
mais “heparina” apresentaram AGL ssricos elevados durante parte do
dia. Glicose e insuling basais no soro e insuling no pancreas foram
semelhantes para todos os grupos. Glicagénio do musculo sélea foi
malornos tremados que nos sedentarios. Durante teste de tolerdncia 3
ghcose os animais “heparina” apresentaram area sob a curva de insu-
lina supsrior e area sob a curva de giicose semelhante as dos “salina”
Durante leste de foferdncia & insuiing, 3 taxa de remogo da glicose
Sérica dos ratos “heparing” foi inferiar & dos “salina”. 4 presenga de
AGL nao afetou a deplecan da glicogénio do miisculo sleo isolado em
nenhum grupo. Em resumo, os efeitos cronicos da elevagao da dispo-
nibilidade de AGL alteraram a utilizagdo periférica de glicose enquanto
que 0 aumento agudo ndo o fez. 0'modelo parece vidvel para estudas
ta interacao melabilica glicose/AGL no exercicio.
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EXPERIMENTAL MODEL FOR THE STUDY
OF GLUCOSE/FREE FATTY ACIDS
METABOLISM INTERACTION IN
CONDITION OF HIGH SERUM LIPIDS

The present study was designed to develop an animal mode!

with chronically high circulating lipid, without using dietary

mamipulations, to study glucose/FFA metabolism interaction in exercise.
Male wistar rats, 60 days old, were separated at random into 4 Eroups
and freated for 6 weeks: Sedentary/ Heparin: injected with heparin (250
Ulkg of body weight) once a day: Sedentary/Saline: infected with saline
(NaCl 0,9%) ence a day, Exercise-trained/Heparine: injected with
hepiarin and submitted to physical training (swimming. 1 hiday, 5 days/
week, supporting a load of 5% of body weight) and Exercise-trained)
Saline: injected with saline and submiited to physica! training. Serum
FFA in heparin-treated rats were glevated during part of the day. Serum
glucase and insuitn and pancreas insulin were similar n all roups.
Soleus muscle glycogen levels were higher in trained than in sedentary
rats. During glucose tolerance test, heparin-treated rats shawed huehar
area under fnsulin curve and similar area under glucose curve compared
to saline-treated rats. During insulin tolerance fest, heparine-rats
showed lower serum glucose disappearance rales than saline-amimals.
Addition of FFA in the incubation medium did not affect isolated sofeus
miuscle glycogen depletion rais in any group. In conclusion, the chronic
effects of increased availability of FFA aliered peripheral glucose
utilization whereas acute increase failed in promaling any alteration.
The experimental model developed seems to be useful in the siudies
on glucose/FFA metabolism in exercise

KEY WORDS: metabolism, glucose, free fatty acids, exercise.
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INTRODUCAO

Habitos alimentares inadequados podem encon-
trar-se associados a diferentes patologias. Estatisticas
de 30 paises fornecidas pela Organizagio Mundial da
Saiude (OMS) e pela Food and Agricultural
Organization (FAO). das Nag¢oes Unidas, indicam cor-
relugdo positiva entre a taxa de mortalidade e ingestio
de calorias totais, gorduras totais, gorduras animais,
carne. colesterol. ovos ¢ proteina animal. Foi também
relatada correlagio negativa entre cardiopatias e
ingestao de gordura vegetal (CONNOR & CONNOR,
1972). Alteracdes dos hdbitos alimentares de ponula-

metabolismo lipidico. Esteatose hepitica é manifes-
tagdo frequentemente observada no kwashiorkor (FER-
RO-LUZI & SPADONI, 1978). Diversos estudos de-
monstram, também, actimulo hepdtico de gordura em
ratos e macacos mantidos com dietas deficientes em
proteina (GOBATTO, 1997; KUMAR et al., 1972:
TAYLOR & ZIBOH, 1972).

No kwashiorkor, hd elevacio dos teores de dci-
dos graxos livres circulantes (HADDEN. 1967: LEWIS
et al., 1964; MILNER, 1971). No marasmo, os niveis
de dcidos graxos livres circulantes encontram-se nor-
mais (GURSON et al., 1973: HADDEN, 1967) ou ele-
vados (MILNER. 1971). Macacos (KIIMAR. et al

coes tibem tém sido relacionadas a mudancas nos ni-
vers de lipidios circulantes. STAMLER (1979)
carrelacionou incidéncia de consumo aumentado de
lipidios na dieta ¢ niveis de colesterol no sangue de
homens japoneses residentes no Japao e imigrados para
ox kBstados Unidos. A medida que os japoneses adap-
taram-se i cultura norte-americana, aumentou a
ingestao de gordura saturada ¢ de colesterol. Associa-
do as mudangas no padriao alimentar, houve aumento
do colesterol circulante ¢ da incidéncia de cdrdio-
coranariopatias. A ocorréncia de mortalidade por
mlarto do miociardio ¢ coronariopatia foi menor nos

laponeses residentes no Japio do que nos imigrantes.

Diversos estudos apontam o papel da gordura na
dieta como futor interferente nos niveis lipémicos.
AHRENS et ul. (1957) jd destacavam os niveis eleva-
dos de colesterol e trigliceridios encontrados no san-
sue de pessoas de pessoas adaptadas a dietas ricas em
acidos graxos saturados. KEYS (1957) relatou baixos
nivers ipemicos em populagoes japonesas. nas quais
o consumo de colesterol e dcidos graxos saturados ¢
mterior ao de outras populagoes. MATTSON &
GRUNDY (1985) observaram concentraces elevadas
de liptdios em seres humanos alimentados com dietas
ricas em acidos graxos saturados quando comparados
aoutros alimentados com dietas ricas em dcidos graxos
msaturados. MeNAMARA (1987) constatou que a
ingestio de dietas a base dde gorduras saturadas como
manterga de leite de vaca ¢ banha de porco. associa-
vam-se a aumento significativo nos niveis de colesterol
plasmatico ao passo que dietas & base de gorduras
msaturadas como dleo de semente de girassol, éleo de
assafrao. oleo de milho ¢ dleo de linhaca, foram con-
sideradas Fator de diminuicao dos lipidios plasmiticos.

Reducio do aporte protéico a partir da dieta acar-
retu o quadro de desnutrigio, um dos mais graves pro-
blemas de sadde enfrentados pelo mundo (UVIN,
994, Ocorrem diversas alieracdes fisioldgicas no

desenvolvimento da desnutriciio protéica. inclusive no

1972) ¢ ratos (GOBATTO. 1997} alimentados com di-
ctas hipoprotéicas também apresentam aumento dos
niveis circulantes de dcidos graxos livres.

Trigliceridios e colesterol séricos encontram-se
baixos no kwashiorkor (LEWIS etal.. 1964), No ma-
rasmo. os niveis plasmiticos de lipidios totais ¢ fra-
goes permanecem. geralmente, dentro da faixa de nor-
malidade. com excecio das lipoproteinas ¢ dos
tostolipidios, que se encontram diminuidos (GURSON
ctal. 1973). Macacos e ratos alimentados com dietus
hipoprotéicas apresentam queda nos niveis circulantes
de wrigliceridios (FLORES et al.. 1969 KUMAR
al., 1972),

A atividade fisica associada a dietas programa-
das, tem sido empregada em trabalhos visando perda
e controle de peso assim como no auxilio no trata-
mento de doengas envolvendo hiperlipemia
{(POLLOCK et al., 1993) e até como coadjuvante no
processo de recuperagio da desnutrigio protéica
(TORUN & VITERI, 1994). Nesse sentudo torna-se
importante o desenvolvimento de pesquisas com a fi-
nalidade de entender melhor os efentos da atividade
fisica sobre as alteragdes do metabolismo intermediii-
o decorrentes de modificagdes no perfil lipidico do
Orzanismao,

Tem sido demonstrado, em seres humanos ¢ em
animais experimentais. que a elevagiio dos lipidios
circulantes pode inibir a captacao ¢ a utilizagio peri-
fericas da glicose. Em uma série de estudos utilizando
miocirdio perfundido como modelo experimental.
RANDLE et.al (1963) postularam que a disponihili-
dade de AGL. consequentemente sua oxidacio. Pro-
vocaria um awmento na disponibilidade de acetil-CoA.
O aumento da concentragiio deste dltimo induziria ini-
bigio direta da piruvato desidrogenase (PDH) ¢ indi-
reta da fosfofrutoquinase (PFK).via aumento do
citrato. Estas duas modificacdes resultariam em dimi-
nuicdo da glicélise e actimulo da glicose-6-fostato,
inibindo a hexoquinase (HK) ¢ a fostorilase. diminu-



indo a captacao de glicose e a glicogendlise. Assim, a
relacdo reciproca entre disponibilidade de AGL e oxi-
dacao de glicose, denominada ciclo glicose/dcidos
graxos por RANDLE et.al (1963) envolve uma série
de mecanismos interrelacionados.

A teoria do ciclo glicose/icidos graxos tem sido
investigada com resultados conflitantes. MAIZELS
et al. (1977) propuseram que o efeito dos dcidos
graxos na oxidacao de glicose deve ocorrer na mus-
culatura esquelética (vermelha) em algumas circuns-
tincias como quando a taxa de glicélise estd aumen-
tada. Observagoes in vitro demonstraram que no
musculo esquelético, o aumento na concentracio de
AGL foi capaz de diminuir a oxidagao de glicose
(MAIZELS et.al, 1977: RUDERMAN et al., 1980).
In vivo, embora a mesma relacao tenha sido obser-
viada. nao hd consenso quanto aos mecanismos que
induzem a inibicao da oxidacdo de glicose
(AUCLAIR et.al 1988, BALASSE & NEFF, 1974;
PAUL et.al. 1966). THIEBAUD et al. 1982, utiliza-
ram a téenica do clamp euglicémico, com infusio de
AGL além da glicose para manter a euglicemia, e
concluiram que o AGL inibe diretamente a oxidacio
de glicose, pois na presenca de altas concentragoes
de AGL a taxa do oxidagdo de glicose foi reduzida.
Tem se demonstrado que ao longo do exercicio pro-
longado hd aumento na concentragio de citrato e da
relacio FOP/F].6P (COGGAN et al., 1993). Estes re-
sultados sdo compativeis com a efetividade do ciclo
glicose/ AGL nessa situagio. Por outro lado, o efeito
inibitdrio da elevacao do AGL nao foi observado em
estudos realizados por FERRANNINI et al. 1983, uti-
lizando clamp hiperglicémico e hipoinsulinémico em
humanos nao obesos.

No ciclo glicose / AGL como proposto por
RANDLE et al. (1963), a oxidacao de lipideos inter-
fere em vdrios passos da glicélise, incluindo a
fosfolrutoquinase e areagho de oxidagio do pirnvato.
No entanto o ¢iclo foi demonstrado em miisculo car-
dinco e diafragma, e ndo tem sido demonstrado em
todas as fibras da musculatura esquelética (MAIZELS
et al., 1977; REIMER et.al . 1975; FERRANNINI et
al., 1983 BLACKARD et.al . 1990: HARGREAVES
etal., 1991).

Tém sido relatadas diversas adaptagdes biogui-
micas musculares ocorridas em consequéncia da pra-
tica cronica do exercicio aerébico . O misculo
estriado desenvolve capacidade aumentada de
metabolizar carboidratos como consequéncia de
mudancas adaptativas nas mitocéndrias, tanto no la-
manho quanto no niimero , associadas a aumento na
atividade de enzimas envolvidas na glicélise, no ci-

clo de Krebs e no sistema de transporte de eletrons
(McARDLE et al., 1994). Os estoques de glicogénio
muscular permanecem elevados e ¢ reduzido o
actimulo de lactato sanguineo ¢ muscular durante a
realizaclio de exercicios (DONOVAN & BROOKS,
1983). Sugeriu-se que aumento na sensibilidade &
insulina (KING et al, 1987) bem como na concentra-
cdo do transportador de glicose GLUT-4 (SLENTZ
et al., 1992) sejam componentes dessas respostas
adaptativas proporcionando maior aporte de glicose
ao miusculo

Estudos mostraram que altas concentragoes de
AGL diminuem a utilizagdo de carboidratos na mus-
culatura vermelha de ratos exercitados e no musculo
séleo estimulado in situ (FITTS etal.. 1976 ; ASHOUR
& HANSFORD, 1983). Musculos isolados de ratos
em recuperacao de desnutricio protéica, condicio
determinante de aumento cronico dos AGL circulantes,
incubados na auséncia de AGL apresentaram redugio
da captacao de glicose e aumento da producio de
lactato. A associacao de atividade fisica regular ao pro-
grama de recuperagao nutricional foi eficaz em rever-
ter tais alteracoes (GOBATTO, 1997).

OBJETIVO

Na maior parte das vezes, as manipulacaes
dietéticas utilizadas para induzir elevacdo dos teores
de lipidios circulantes de animais de laboratério m-
plicam em alteragdes no aporte de outros nutrientes,
o que dificulta uma conclusio sobre os efeitos espe-
cificos dos lipidios sobre a utilizacdo dos
carbeidratos. Por isso € de grande interesse o desen-
volvimento de um modelo experimental de
hiperlipemia cronica nao dependente de manipula-
coes dietéticas e associada a menor quantidade pos-
sivel de alteracoes na disponibilidade dos demais
nutrientes. Assim sendo, o presente estudo foi deli-
neado para caracterizar um modelo experimental de
hiperlipemia crénica, utilizando ratos jovens trata-
dos com heparina, submetidos ou nio ao treinamen-
to fisico. Foram determinados os seguintes
parimetros bioquimicos: teores séricos de dcidos
graxos livres (AGL)., colesterol total (CT),
trigliceridios (TG), lipopdroteinas de baixa densida-
de (LDL), lipoproteinas de alta densidade (HDL) e
teores hepiticos de lipidios totais. Nesse estudo vi-
sou-se, ainda, verificar os efeitos da elevagio aguda
dos dcidos graxos livres sobre a deplegao de
glicogénio i vitro pelo misculo séleo isolado dos
Mesmos animais.



MATERIAL E METODOS

1. Animais

Foram utilizados ratos machos, da linhagem
Wistar, com 60 dias de idade e peso corpéreo entre
200 e 300 g. procedentes do Biotério Central da Uni-
versidade Estadual Paulista, sistuado no Campus de
Botucati, SP. que receberam dgua e alimento (racio
comercial para roedores) ad libitum.

2. Grupos Experimentais

Os animais foram separados aleatériamente em
4 grupos:

* Sedentdrio/Salina: animais que receberam in-
jecoes de solucio salina diariamente por periodo de 6
semanas e nao realizaram exercicio;

« Sedentario/Heparina: animais que receberam
injecoes de heparina diariamente por periodo de 6 se-
manas e nao realizaram exercicio;

 Treinado/Salina: animais que receberam inje-
¢bes de solucdo salina diariamente e realizaram exer-
cicto por periodo de 6 semanas;

* Treinado/Heparina: animais que receberam in-
jecoes de solucdo heparina diariamente e realizaram
exercicio por periodo de 6 semanas.

3. Administracao de heparina e solucao salina

Os animais receberam injegoes subcutineas, na
regiao dorsal. de heparina (250 U/mL) ou solugio sa-
lina (NaCl 0.99) em dose correspondente a 1% do
peso corporal, diartamente no mesmo hordrio (15:00h).
A heparina foi administrada com o intuito de elevar
os niveis circulantes de AGL, uma vez que a mesma
ativa a enzima lipase lipoprotéica, enzima que hidrolisa
trigliceridios liagados a lipoproteinas (ZANINI &
OGA, 1979). A solucgao salina foi administrada com o
objetivo de provocar o estresse da administragao nos
animais utilizados como controles.

4. Protocolos de Exercicio
4.1. Treinamento Fisico

O treinamento a que foi submetida parte dos ani-
mais consistiu de natagdo por 60 minutos com so-
brecarga correspondente a 5% do peso corporal do
animal. seis dias por semana, as 9:00h., durante 6 se-
manas. em tanques coletivos contendo dgua a 32
graus.

4.2, Teste de esforco

Foi realizado na quinta semana de experimento.
visando avaliar o condicionamento fisico. quando os
animais de todos os grupos foram submetidos & nata-
¢ao em tanques individuais. suportando carga equiva-
lente a 5% do peso corporal. Antes do inicio da ativi-
dade e durante trinta minutos de execucio da mesma.
em intervalos de 5 minutos, foram coletadas amostras
de sangue através de corte na extremidade posterior
da cauda dos animais, para dosagem de lactato.

5. Parametros Gerais avaliados
5.1. Peso corporal

Durante todo o periodo experimental, os animais
foram pesados a cada 2 dias. Para a determinagio do
ganho de peso, subtraiu-se do peso no tltimo dia do
experimento, o peso inicial.,

5.2. Ingestio e eficiéncia alimentares

A ingestdo alimentar dos animais foi registrada
diariamente. Por subtracio da quantidade de alimento
colocada no dia anterior, obteve-se a quantidade de ali-
mento ingerido pelos animais. A eficiéncia alimentar
foi calculada dividindo-se o ganho de peso total dos
animais pela quantidade de alimento ingerida durante
todo o experimento.

6.Teste de tolerincia a glicose (TTG):

Cinco animais de cada grupo foram submetidos
ao teste de tolerlncia i glicose. na 5 semana de expe-
rimento. Nas 12 horas que antecederam ao teste. {oi
retirado o alimento das gaiolas. No momento do mes-
mo, seccionou-se a ponta da cauda para a coleta de
sangue. Retirada a primeira amostra (tempo zero). foi
introduzida uma canula de polietileno. via oral até o
estomago, através da qual injetou-se solucio de glicose
20% na dose de 2,0g/kg peso corporal. Em seguida, a
cinula foi retirada e coletou-se sangue apés 30, 60 e
120 minutos. A resposta da glicose sérica durante o
teste foi avaliada pela estimativa das dreas totais sob
as curvas de glicose (AG) e insulina(Al) | utilizando-
se 0 métado trapezoidal (MATHEWS et al., 1990).

7. Teste de tolerdncia a insulina (TTI):

Na quinta semana de experimento, 5 animais de
cada grupo foram sangrados. por meio de corte na
extremidade da cauda. para determinagao dos niveis



basais de glicose. Para a obtengao dos outros pontos da
curva do TTL injetou-se insulina na dose de 30 mU/
100g de peso corpéreo, via subcutinea, em cada ani-
mal. Apds 30, 60, 120 ¢ 180 minutos foi coletado san-
aue da mesma forma descrita para os valores basais.
Foi calculada a constante para a remogio da glicose
sérica (Kitt) a partir da férmula 0,693/ ,(LUNDBAEK,
1962). A glicose séricat,, foi calculada pela inclinagio
da reta obtida através da andlise dos minimos quadra-
dos das concentragoes séricas de glicose 0-30 min apos
a administragao da insulina.(quando a concentragio
sérica de glicose caiu linearmente.

8. Niveis circulantes de dcidos graxos livres
séricos (AGL) ao longo do experimento

Os teores circulantes de AGL foram medidos a
cada 15 dias, em diferentes hordrios ao longo do dia.
Para isso. os animais foram anestesiados com éter etilico
¢ foram coletados 500 ml de sangue através de corte na
extremidade distal da cauda.

9. Obtencao de amostras no momento do sa-
crificio
9.1. Sangue

Ao final do experimento, os animais foram sa-
crificados por decapitagdo, em estado alimentado e em
repouso, os animais treinados 48 horas apés a dltima
sessio de treinamento. Foi coletado sangue do tronco
paraa separacdo do soro e dosagem de glicose, dcidos
graxos livres (AGL). colesterol total (CT), trigliceridios
(TG), lipoproteinas de baixa e alta densidades (LDL e
HDL) e insulina.

9.2. Tecidos

Apos a coleta de sangue procedeu-se i incisdo
mediana para a retirada de porcao do figado para dosa-
gem de lipides totais e glicogénio. Foram, também, ex-
traidas uma porgao do misculo gastrocnémio para do-
sagem de glicogénio, duas fatias do mdsculo séleo, uma
de cada pata, para procedimentos de incubagio e o pan-
creas para determinagio do contetido de insulina,

10. Incubacao do miisculo séleo

Apas sacrificio por decapitagiio, as patas traseiras
foram retiradas e o s6leo de cada uma delas isolado. O
musculo foi entio fatiado para apresentarem peso vari-
ando entre 25-35 mg, sendo fixados in situ em compri-
mento de repouso a grampos em “U” recobertos por
canulas de polipropileno. As fatias foram pré-incuba-
das em Ringer contendo piruvato de sédio (5.0 mM)

e Numerg |,

sob gaseamento continuo por 30 minutos e incubadas
em Ringer contendo glicose (5.5 mM), insulina (100
pUI/mL), e oleato incorporado & albumina em duas con-
centragoes distintas (0.0 e 0.8 mM). Apés 60 minutos
de incubacao com gaseamento nos primeiros |5 minu-
tos em temperatura mantida em 37°C, as amostras dos
musculos foram analisadas, para a determinacio da
deple¢ao do glicogénio muscular, calculada através da
diferen¢a entre o teor de glicogénio presente em fatia
nio incubada e aquele obtido apds a incubacio. Mais
detalhes sobre o procedimento de incubagdo podem ser
obtidos em GALDINO et al. (2000).

11. Extracao da insulina pancreitica

Inicialmente, (,2g de tecido foram colocados em
frascos contendo 2 mL de HCI 1 N e incubados em
estufa a 40°C durante 24 horas. O material extraido
do pancreas por esse processo foi diluido 1: 5000 em
soro-albumina bovina a 25% em tampiio borato pH
5.5, conforme preconizado por CARPINELLI (1978).

12. Determinacoes Bioquimicas

Os teores séricos de AGL. TG, LT. CT. LDL e
HDL e os teores hepiticos de lipides totais foram de-
terminados pelos métodos descritos por NOGUEIRA
et al, (1990). Os niveis de lactato séricos e no meio de
incubagio foram medidos em analisador eletroquimico
de lactato (Yellow Springs Instruments [YSI] 2300
STAT). A concentragiio muscular de glicogénio foi ava-
liada através do método do fenol (SIORGREEN et al.,
1938). Os teores de insulina pancredticos e séricos
foram determinados por radioimunoensaio (Kit DPC
Coat-A-Count, USA)

13. Procedimentos Estatisiticos

Foi empregada andlise de varidncia seguida de teste
complementar de Bonferroni, onde apropriado, adotan-
do-se o nivel de significincia de 5%.

RESULTADOS

Nao foram detectadas diferengas entre os grupos
quanto a ganho de peso e eficiéncia alimentar. A
ingestio alimentar foi maior enquanto que o peso do
tecido adiposo epididimal foi menor nos ratos treina-
dos heparina que nos demais ao final do experimento
(Tabela 1).

Na 6" ¢ dltima semana de experimento, ao se-
rem examinados os teores de dcidos graxos livres



séricos ao longo das 24 horas seguintes da adminis-
tragao de heparina ou salina aos animais constatou-se
que nao houve alteragdes significativas nos animais
que receberam salina. No caso daqueles que recebe-
ram heparina, os valores mostraram-se elevados nas
cinco primeiras horas apds a administragio, apés o
que retornaram aos valores pré-administragao. Os va-
lores presentes nos ratos heparina sedentdrios foram
superiores aos dos heparina treinados (Tabela 2). Re-
sultados semelhantes foram obtidos em avaliagoes
equivalentes efetuadas ao final das 2" e 4° semanas de
experimento (dades ndo apresentados).

Tabela 1

Na 5" semana de experimento, animais de todos
os grupos foram submetidos ao teste de tolerincia a
glicose oral, sendo avaliados os teores séricos de
glicose e insulina. Nao foram constatadas diferengas
para os valores obtidos entre animais treinados ¢ se-
dentdrios dentro do mesmo tratamento (salina ou
heparina) por isso os resultados foram agrupados. Os
animais tratados com heparina apresentaram drea sob
a curva de insulina significativamente superior a dos
tratados com salina (Figura 1-A e B) enquanto que a
drea sob a curva de glicose foi semelhante para os dois
grupos (Figural-CeD),

Ganho de peso corporal (g) ingestao alimentar (g), eficiéncia alimentar e peso do tecido adiposo
periepididimal (¢) dos ratos dos diferentes ¢rupos ao final do experimento. Resultados expressos
como médiaerro padrao da média, com o nimero de animais entre parénteses. Letras iguais indi-

cam valores semelhantes (ANOVA, p<0,05)

Grupos Ganho de peso Ingestao Eficiéncia Peso do tecido
) . corporal Alimentar alimentar adiposo epididimal
Sedentario 162 +7.3" 446 +0,13" 47,7+ 3.1¢ 1.9+ 02"
Salina (9) (9) (9) (9)
Treinado 5%+ [§.1* 3,73+ 010" 40,8 £ 4.1" 1.7 +0.3"
Salina (D (7) . _
Sedentdrio 168 + 6.3 3,56 £0.15" 48,7 £ 3.5° 24+ 04"
~ Heparina (10) (10) (10) (10)
Treinado 139 +9 8" 2.94+0.11" 40,9+ 3.2° 1.4+0,1°
Heparina (1) (0 (10 (10)
Tabela 2

Acidos graxos livres (mEq/L) no soro dos animais dos diferentes grupos imediatamente antes e ao
longo das 24 horas seguintes a administracao de heparina ou salina ao final do experimento. Re-
sultados expressos como médiaterro padrao da média, de 10 animais por grupo. Letras iguais in-

dicam valores semelhantes (ANOVA, p<0,05)

Grupos Tempo (horas) apés a administracio de heparina ou salina
0 1 2 3 5 19 23
Sedentdrio 0,580 0,680 0,710 0.500 0.603 0.690 0.680
Salina  +0,025"  +£0,032" +0.032" £0.016" +0016" +0,041" +0.028"
- (10) (10) (10) (10) (10) (10) (10)
Treinado  0.398 0.501 0.350 0,400 0.370 0.400 0,570
Salina— £0.013"  £0019" +0,022" +0,011" +0022" +0025" +0019°
(10) (10) (10) — (10)  (10) (10) (10)
Sedentdrio 0,590 [.100 1.201 1,200 0,950 0.570 0.400
Heparina  £0.031"  £0,034° +0,035° 0063 +0,028° +0.018" +0.035"
(10) (10 (10) (10) (10) (10) (10)
Treinado 0,405 0,720 0,600 0.920 0,500 0.430 0.550
Heparina  £0,013"  +0,022" +0016" +0056° +0,019' +0.014" +00[9"
ey 1o 1oy (10) (10) (10) (10)



Figura 1

e Numerg .

Concentragoes de glicose (mmol/L) [A] e insulina (nmol/L) [C] no soro dos ratos tratados com sali-
na ou heparina durante teste de tolerancia a glicose oral e areas sob as curvas de glicose (AG em
mmol/L.120 min) [B] e insulina (Al em nmol/L) [D] durante o mesmo teste, realizado na 5a semana
do experimento, 19 horas ap6s a administragdo de salina ou heparina. Como nao foram constata-
das diferencas significativas entre animais treinados e sedentarios dentro de um mesmo tratamen-
to (salina ou heparina), os dados foram agrupados. Resultados expressos como médiazerro pa-
draodamédia, de 10 animais por grupo. Letras iguais indicam valores semelhantes (teste t, p<0,05).
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Também na 5° semana de experimento, ratos de
todos os grupos foram submetidos ao teste de tolerfin-
claa insulina subcutiineo, tendo sido avaliados os teo-
res de glicose séricos bem como a taxa de remocao da
glicose sérica (Kitt). Ndo foram verificadas diferen-
gas significativas entre os ratos sedentdrios e treina-
dos dentro de um mesmo tratamento (salina ou
heparina), portanto os dados de ambos os grupos fo-
ram reunidos. Kitt mostrou-se significativamente re-
duzido no grupo heparina (Figura 2 -A e B).

A Figura 3 contém as curvas de lactato no san-
gue dos animais de todos os grupos experimentais
durante teste de esfor¢o realizado na 5' semana de
experimento, visando avaliar o condicionamento fisi-
co dos mesmos. Os valores para os ratos sedentirio
salina e treinado salina foram semelhantes durante todo
0 feste a0 passo que os ratos treinados heparina mos-
traram valores inferiores aos dos sedentirios aos 30
minutos do teste.
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De modo geral, ndo houve diferencas significa-
tivas entre os grupos quanto aos niveis séricos de
glicose, AGL, LDL, HDL e CT ao final do experi-
mento. Apenas os ratos heparina mostraram mostri-
ram menores teores de TG que os salina (Tabela 3).
Como nao ocorreram diferengas significativas entre
os valores registrados para os ratos sedentdrios e trei-
nados dentro de um mesmo tratamento. os dados fo-
ram agrupados.

Também nao foram detectadas diferencas en-
tre 0s grupos quanto aos teores de lipidios totais e
glicogénio no figado ao final do experimento. Os
teores de glicogénio nos muisculos gastrocnémio e
séleo foram superiores nos animais treinados quan-
do comparados aos sedentdrios correspondentes
(Tabela 4).

Na Tabela 5§ encontram-se resumidos os resulta-
dos referentes aos teores de insulina presentes no soro
€ no pancreas dos animais, que foram semelhantes para



0s ratos heparina e salina, no momento do sacrificio,
na 6* semana de experimento. Mais uma vez, os valo-
res para animais sedentdrios e treinados foram agru-
pados por nio terem sido constatadas diferencas sig-
nificativas entre eles.

Figura 2

Nos estudos in vitro com os misculos séleo iso-
lados, ndo foram constatadas diferencas significativas
quanto a deplegao de glicogénio e teores de glicogénio
em fatias incubadas na presenca e na ausénicia de AGL
no meio de incubagio (Tabelas 6 e 7).

Concentracoes de glicose (mmol/L) [A] no soro dos ratos tratados com salina ou heparina durante
oteste detoleranciaainsulina e taxa de remocao da glicose (Kitt em % min) [B] calculada utilizando
amostras de soro obtidas 0-30 min apés administracdo subcutanea de insulina de ratas controles e
desnutridas. Como nao foram constatadas diferencas significativas entre animais treinados e se-
dentarios dentro de um mesmo tratamento (salina ou heparina), os dados foram agrupados. Resul-
tados expressos como médiaterro padrao da média, de 10 animais por grupo. Letras iguais indi-

cam valores semelhantes (teste t, p<0,05).
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AG (mmol/L)

Lactato no sangue (mmol/L) dos ratos dos diferentes grupos durante teste de esforco realizado na 5a
semanado experimento. Resultados expressos como médiaerro padrao da média, de 5 animais por
grupo. * Diferenca significativa em relagao aos demais grupos (ANOVA, p<0.05).
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Tabela 3

Glicose (mmol/L), acidos graxos livres (AGL=mEq/L), trigliceridios (TG= ¢/L), lipoproteina de baixa
densidade (LDL= g/L), lipoproteina de alta densidade (HDL= g¢/L) e colesterol total (CT= ¢/L) no soro
dos ratos tratados com salina ou heparina ao final do experimento. Resultados expressos como

médiaterro padraodamédia, comonimerode animais entre parénteses. Letras iguais indicam valo-
res semelhantes (teste t, p<0,05)

AGL TG

Griupos Glicose LDL HDL CT
Salina  6,70£0.15" 0.2124£0.01" 113+2.8" 0482+0.05" 0.369+0,03" 0,727+0,02°
(16) (16) (16) (16) (16) (16)
Heparina 7.09+0.12" 0.19140,03"° 75£5.8" 0.45840.05" 0,344+0,04"  0.666+0.02"
(20) (20) (20) (20) (20) (20)
Tabela 4

Lipidios totais (mg/g) e glicogénio (mmol/g) no figado e de glicogénio (mmol/g) nos musculos séleo
e gastrocnémio dos ratos dos diferentes grupos ao final do experimento. Resultados expressos
como médiaterro padrao da média, com o nlimero de animais entre parénteses. Letras iguais indi-
cam valores semelhantes (ANOVA, p<0,05)

Grupos Lipidios totais Glicogénio Glicogénio m.  Glicogénio m.
B ~ figado Figado Séleo gastrocnémio
Sedentdrio- 34.1£2.5° 0.49+0.02" 0.030+0.002" (0,076+0.,001"
Salina (9) (9) (9) (9) B
Treinado- 33,3+3,3° 0,4440.10° 0,034+0.002" 0.10420,001"
Salina (7) I v (7) (N
Sedentdrio- 38.4+2 2" 0.45+0,02" 0.031£0,003" 0,069+0,001"
Heparina (10) (10) (1 (10)
Treinado- 32,0+2.8" 0,46x0,04" 0,03740,002° 0,100+0,001"
Heparina - (10 (10) (1D (10)

Tabela 5

Insulina no soro (nmol/L) e no pancreas (U/g) dos ratos tratados com salina ou heparina ao final do
experimento. Como ndo foram constatadas diferencas significativas entre animais treinados e se-
dentarios dentro de um mesmo tratamento (salina ou heparina), os dados foram agrupados. Resul-
tados expressos como médiaterro padrao da média, com o nGmero de animais entre parénteses.
Letras iguais indicam valores semelhantes (teste t, p<0,05)

_ Grupos Soro Pancreas
Salina 0.264+0,05" ) _2,31+0,17° o
Heparina ~ 0.34610.30"

2,00+0.11"



Tabela 6

Teores de glicogénio (mmol/g) no misculo séleo dos ratos dos diferentes grupos experimentais
apos 60 minutos de incubagao in vitro em meio suplementado (C/AGL) ou nao (S/AGL) com acido
graxolivre (oleato 0,8mM). Resultados expressos como médiazerro padraodamédia, com o niime-
ro de experimentos entre parénteses. Letras iguais indicam valores semelhantes (ANOVA, p<0,05)

Grupos - ~ S/AGL ~ C/AGL
Sedentdrio- 2.59+0.12" 2.46x0,17"
Salina (12) (12)
Treinado- 2,3940,10" 2.204+0.16"
Salina - (12) 12y -
Sedentdrio- 2.414+0,19° 24120.17"
Heparina (12) (12)
Treinado- 2 .80+0,18" 2,85+0.20"
Heparina - (12) (12)

Tabela 7

Deplecao de glicogénio (mmol/g) no misculo séleo (calculada através da diferenca de concentra-
¢cao de glicogénio presente em fatia ndo incubada do mesmo masculo e aquela presente na fatia
em questao apos 60 minutos de incubacao)dos ratos dos diferentes grupos experimentais durante
60 minutos de incubacao in vitro em meio suplementado (C/AGL) ou nao (S/AGL) com acido graxo
livre (oleato 0,8mM). Resultados expressos como média+erro padrao da média, com o nimero de
experimentos entre parénteses. Letras iguais indicam valores semelhantes (ANOVA, p<0,05).

Grupos S/AGL C/AGL
Sedentdrio- 1,4640,15" 1,65+0,19"
Salina (12) (12)
Treinado- 1,2540.11° 1,1240,19"
Salina o R > ) a2y .
Sedentdrio- 0,89+0,18" 0,9840.06"
Heparina B . ou 12y
Treinado- 1,2340.06" 0,97+0,18"
Heparina (12) (12)

DISCUSSAO

Diversas patologias acarretam elevaciio cronica dos
dcidos graxos livres (AGL) circulantes. Entre estas,
podem ser citadas desnutricdo protéica, diabetes

para o estudo da interagao metabélica AGL/glicose fren-
le ao exercicio fisico.

Em nosso laboratério, vimos. nos dltimos anos.

mellitus, obesidade, entre outras (NEIVA et al., 1995:
MAZZAFERRI, 1988). Considera-se que aumento na
disponibilidade de AGL acarreta alteracdes na
metabolizagio dos carboidratos (RANDLE et al., 1963).
Por outro lado, o exercicio fisico tem-se mostrado titil
na prevengdo e na terapia de patologias onde ocorrem
alteragdes no metabalismo dos carboidratos e dos
lipidios (IVY et al., 1999). Dessa forma, é de grande
interesse o desenvolvimento de modelos experimentais

desenvolvendo modelos animais, utilizando roedores.
para o estudo das alteragdes dos metabolismos lipidico
e glicidico gerados principalmente da desnutrigio
protéica e outros estados patoldgicos decorrentes de
alteragGes nutricionais. Nesse sentido, SILVA et al.
(1999) estudou os efeitos da atividade fisica regular,
de cariteres aerdbio ¢ anaerébio sobre parimetros
gerais ¢ metabélicos de ratos obesos pela ingestao de
dieta hiperlipidica/hipercalérica; MARCONDES et al.



(1997) avaliaram o perfil lipidico de camundongos
alimentados com dieta rica em colesterol, potencial-
mente aterogénica e MELLO (1994) e GALDINO et
al. (2000) avaliaram os efeitos da desnutri¢ao protéica
intra-uterina sobre as adaptacdes metabdlicas ao exer-
cicio especialmente no que se refere ao metabolismo
glicidico,

No trabalho desenvolvido por SILVA et al. (1999),
ratos adultos foram alimentados com dietas normo
(13%) e hiperlipidicas (35%) e submetidos a protoco-
lo de treinamento aerdbio (natacdo, 1 hora por dia, 5
dias por semana, suportando sobrecarga de 5% do peso
carporal) ou anaerébio (saltos na dgua, suportando so-
brecarga de 50% do peso corporal, 10 sessoes de 30 s
interrompidas por | min de repouso, 5 dias por sema-
na). A suplementacio lipidica constou de gordura ani-
mal . na forma de banha de porco. No estudo de
MARCONDES et al. (1997), foram usados camun-
dongos adultos mantidos com dieta suplementada com
2% de colesterol 0 0,5% de colato de sédio submeti-
dos a treinamento aerébio aerébio (natagao, 1 hora por
dia, 5 dias por semana, suportando sobrecarga de 5%
do peso corporal), Nas pesquisas de MELLO (1994)
e GALDINO et al. (2000) foram utilizados ratos jo-
vens, crias de maes mantidas durante a gestagdo com
dieta hipoprotéica (6% proteina), submetidos ao exer-
cicio agudo (50 min de natagio livre) ou ao treinamen-
to aerdbio (natagido, 1 hora por dia. 5 dias por semana,
suportando sobrecarga de 5% do peso corporal),

Todos esses estudos apresentam uma importante
limitagio no que diz respeito i avaliacio do metabo-
lismo da glicose e dos dcidos graxos: baseiam-se em
manipulagoes dos nivers de mais de um componente
dietético. No trabalho de SILVA et al. (1999) a eleva-
¢ao dos teores de lipidios da dieta encontrava-se asso-
ciada a aumento do teor caldrico e diminuicao do teor
glicidico enquanto que nos de MELLO (1994) e
GALDINO et al. (2000) a redugio do teor protéico foi
associada a elevacio daquele de carboidratos. O con-
Junto dessas alteragoes, sem sombra de dividas, pode
interferir na interpretagiio dos resultados.

No presente estudo procuramos desenvolver um
protocolo experimental visando a elevacio crénica dos
teores circulantes de AGL ndo dependente de manipu-
lacoes dietéticas e associada a menor quantidade possi-
vel de alteracdes dos outros substratos energéticos.
Buscamos atingir tal objetivo através da administragio
regular de heparina aos animais, agente que,
sabidamente, mobiliza as reservas de dcidos graxos a
partir de lipoproteinas (ZANINI & OGA, 1979).

As avaliagoes dos niveis circulantes de AGL nas
2", 4" (dados ndo apresentados) e 6" semanas do expe-
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rimento mostraram teores mais elevados nos ratos
heparina do que nos salina durante parte do dia. Isso
demonstra que a heparina foi eficaz em aumentar a con-
centra¢do de AGL no sangue, conforme o esperado.

Os valores de lactato sanguineo encontrados nos
ratos heparina treinados durante o teste de esforgo re-
alizado na 5" semana do experimento, foram signifi-
cativamente menores do que os dos sedentdrios equi-
valentes. Isso demonstra que o treinamento fisico nesse
estudo foi eficaz para os ratos tratados com heparina,
uma vez que estudos prévios apontam redugdo dos
teores de lactato circulante com o treinamento
(McARDLE et al., 1994),

Quanto aos pardmetros gerais, ndo houve dife-
rengas significativas em relaglio ao ganho de peso e
eficiéneia alimentar mas a ingestio alimentar dos ra-
tos heparina treinados foi significativamente menor que
a dos demais. Geralmente ratos machos quando sub-
metidos ao treinamento fisico apresentam redugio ou
preservacao dos niveis de ingestio alimentar (OSCAL
1973). A elevagdao dos AGL circulantes aliada ao
estresse provocado pela manipulagcao dos animais ¢
pelas injecoes de heparina e associados ao treinamen-
to fisico podem ter contribuido para a menor ingestio,
provavelmente estimulando a secregio de hormonios
como adrenalina e glicocorticoides que atuam. direta
ou indiretamente, no hipotilamo, onde se situam os
principais neurénios envolvidos no comportamento ali-
mentar, diminuindo assim o apetite (GUYTON &
HALL., 1996).

Quanto aos parametros bioquimicos avaliados no
sangue ao final do experimento, nao houveram dife-
rencas significativas quanto a: glicose, AGL, LDL,
HDL e colesterol total. Esses resultados foram seme-
lhantes aos observados por SILVA et al. (1999) nos
ratos submetidos a dieta hiperlipidica, exceto para HDL
¢ LDL e divergiram quanto aos niveis de AGL em
relacdo ao trabalho de MARCONDES et al. (1997),
que utilizaram camundongos. Os resultados
conflitantes devem-se a diferengas nos protocolos ex-
perimentais utilizados para promover altera¢oes do
perfil lipidico dos animais,

Os teores de TG encontrados nos ratos heparina
foram inferiores aos dos ratos salina, nao havendo al-
teracio com o treinamento. Esses resultados diferem
dos encontrados por SILVA et al. (1999) e também de
outros dados da literatura em relagiio ao treinamento.
KRAMSCH et al (1981) em um estudo cldssico re-
portam concentra¢des plasmaticas de TG mais baixas
em animais treinados do que em sedentdrios. Por ou-
tro lado, nossos resultados dos animais tratados com
heparina foram coerentes com a agao desse farmaco.



Através da ativagio da lipase lipoprotéca, a heparina
hidrolisa os trigliceridios das lipoproteinas, provocan-
do deplecao dos TG e elevacao dos AGL circulantes
(GUYTON &HALL, 1996).

Nio foram encontradas quaisquer diferencas nos
teores pancredticos e séricos de insulina entre os ani-
mais heparina e salina. Esses resultados diferem da-
queles encontrados no modelo de desnutri¢@o protéica,
onde es teores pancredticos acham-se aumentados
enquanto que os séricos, diminuidos (GALDINO et
al.. 2000).

As concentracoes de glicogénio nos musculos
soleo e gastroenémio foram superiores nos animais
treinados quando comparados aos sedentarios. Esse é
outro aspecto que reflete o efeito do protocolo de exer-
cicio em promover melhoria do condicionamento fi-
sico dos animais (GOBATTO et al, 1991),

Testes de tolerincia i glicose e & insulina sio uti-
lizados na clinica para o diagnédstico de enfermidades.
como o diabetes mellitus, que provocam resisténcia a
insulina e intolerdncia a glicose (GUYTON & HALL,
1996). No presente estudo utilizamos essas provas no
sentido de verificar se os procedimentos empregados
para elevar cronicamente os teores de AGL circulantes
¢ para promover o treinamento fisico dos animais im-
plicaram em alteractes na tolerdncia a glicose.

Os animais heparina mostraram intolerancia a
glicose visto que apresentaram drea sob a curva de
glicose semelhante associada com drea sob a curva de
msulina significativamente superior i dos animais sa-
lina durante o teste de tolerdncia i glicose. Além dis-
50, 08 ratos heparina mostraram, também, resisténcia
i ac@o da insulina exdgena, uma vez que a taxa de
remogio da glicose (Kitt) apds a administracio do
horménio para esses animais foi inferior a dos ani-
mais salina. Esses resultados contrastam com aqueles
obtidos no modelo de desnutrigiio protéica, onde os
animais manifestam aumento da tolerincia a glicose
em consequéncia do aumento da sensibilidade perifé-
rica i isulina (LATORRACA et al., 1998). Em con-
Junto com os achados referentes a insulina pancreiti-
ca, essas informagoes sdo indicativas de que as altera-
coes do metabolismo glicidico presentes no modelo
de desnutri¢ao protéica sejam decorrentes da caréncia
protéica propriamente dita e nao apenas consequéncia
das alteragdes lipidicas a ela associadas.

Quanto ao fato de nio termos observado efei-
tos do treinamento fisico sobre a tolerfincia i glicose,
isto contrasta com estudos prévios mostrando que o
treinamento fisico aerébio melhora a tolerincia a
glicose, por aumentar a captagio do substrato pelo

musculo esquelético tanto em animais normais
quanto naqueles submetidos a jejum (STEVANATO
et al., 1998) ou desnutri¢ao protéica (GALDINO et
al., 2000). Talvez o tempo de treinamento (6 sema-
nas) a que foram submetidos os animais do presen-
te estudo ou o periodo da vida em que 0 mesmo teve
inicio (60 dias), tenham concorrido para essa falha.
Nos estudos de STEVANATO et al. (1998) e de
GALDINO et al.(2000), os ratos foram submetidos a
protocolo de natagao semelhante ao utilizado no pre-
sente trabalho, s6 que iniciado precocemente (30 dias
de idade) e mantido por tempo mais prolongado (8
semanas ou mais).

Em relagdo aos estudos “in vitro”, realizados com
os musculos isolados, ndo conseguimos detectar qual-
quer efeito do oferecimento agudo de AGL no meio
de incubagio sobre o teor e a depleciio de glicogénio
nos diferentes tratamentos experimentais.

De acordo com STEVANATO et al. (1998). tal-
vez & disponibilidade aguda de AGL nao seja o prin-
cipal fator determinante da metabolizagio de
carboidrato pelo musculo, conforme proposto por
RANDLE et al. (1963). Segundo os mesmos autores
(STEVANATO et al., 1998), o estado celular parece
ser mais importante para a metabolizagio de
carboidrato do que a disponibilidade momentinea de
AGL, pois em seu estudo condigdes como exercicio,
treinamento e jejum induziram alteragdes celulares
que interferiram na utilizagdo muscular de glicose
independentemente dos AGL.

Parte dos dados do presente estudo parecem cor-
roborar essa hipétese. Nas avaliagoes efetuadas “in
vivo”, os ratos heparina apresentaram intolerincia
glicose e resisténcia a insulina. Como os testes de to-
lerdncia a glicose e a insulina foram realizados 18
horas upds a adminisstragao de heparina, momento em
que os AGL circulantes dos animais heparina néo di-
feriam daqueles dos animais salina, provavelmente as
adaptagoes celulares cronicas ao tratamento com
heparina provocaram o quadro.

Os resultados dos experimentos “in vitro” nio
confirmaram esses achados, talvez pela reduzida sen-
sibilidade da metodologia empregada: medida estéiti-
ca de teores de glicogénio muscular. Provavelmente
se tivéssemos utilizado recursos semelhantes aos em-
pregados por STEVANATO et al. (1998), como subs-
tancias radiomarcadas para avaliar captagao e oxida-
¢do de glicose e sintese de glicogénio pelo misculo,
pudéssemos ter identificado alguns dos efeitos celula-
res cronicos decorrentes do tratamento a longo prazo
com heparina.



CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo indicam que:

* A administracao cronica de heparina manteve
elevados os niveis de dcidos graxos livres circulantes
durante parte do dia;

* Protocolo de exercicio regular imposto aos ani-
mais promoveu sinais de treinamento {isico nos mes-
maos:
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