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A restricdo calérica e a suplementagdo com vitamina E
consistem em condutas dietéticas com potencial efeito antioxidante para limitar o
prejuizo oxidativo aos tecidos do organismo, promovido por fatores como o
exercicio fisico. Consistiu o objetivo do presente estudo comparar os efeitos da
restricéo caldrica e da suplementagdo com vitamina E frente ao estresse oxidativo
induzido pelo exercicio exaustivo, investigando-se ainda seus efeitos nos
substratos energéticos exigidos para aquela atividade. Para tanto, ratos Wistar
machos de 11 semanas de idade foram divididos em trés grupos de dieta: controle
(AIN-93M), restrita (30% de restrigdo calérica, em carboidratos) ou suplementada
(controle adicionada de 1425 Ul de all-rac-a-tocoferil acetato). Apdés 5 meses
nesses regimes dietéticos, os animais em cada grupo de dieta foram subdivididos
em duas categorias: exercitados e ndo exercitados. Antes do sacrificio, estando
todos os ratos em jejum, os animais do primeiro subgrupo foram submetidos, sem
treinamento anterior, a corrida em esteira, até exaustao, registrando-se o tempo
para alcangar tal condicdo. Posteriormente, efetuaram-se as determinacdes de
TBARS (substéncias reativas ao acido tiobarbiturico) e carbonilas protéicas, para
avaliagéo do prejuizo oxidativo, e das substancias antioxidantes glutationa (GSH)
e vitamina E, em figado, musculo ou plasma; mediram-se ainda glicogénio
hepatico e muscular, glicose e insulina plasmatica, bem como lactato sanguineo. A
restricio calérica aumentou a resisténcia a exaustéo, enquanto a suplementagéo
com vitamina E apresentou uma tendéncia em diminui-la. A concentragio de
TBARS foi reduzida, em figado e musculos, pela suplementagio com aquela
vitamina, a0 mesmo tempo que nédo sofreu nenhum efeito da restrigéo calérica. A
dieta, por outro lado, ndo exerceu influéncia sobre a concentragio de carbonilas
protéicas. No presente caso, o exercicio parece ndo ter promovido estresse
oxidativo, como se percebeu pelos valores nio alterados dos indicadores de
prejuizo oxidativo. A concentragdo de vitamina E apresentou-se aumentada
naqueles animais que receberam suplementag&o da vitamina, em todos os tecidos
analisados. O exercicio promoveu redugdo da vitamina E plasmatica, no
alterando sua concentragdo em figado e musculo. O teor de GSH ndo sofreu
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influéncia de nenhum dos parametros analisados. A restrigdo calérica produziu
aumento do glicogénio hepatico, em animais ndo exercitados, enquanto que, no
grupo exercitado os animais suplementados apresentaram maior concentracéo de
glicogénio muscular. O exercicio exaustivo associado a restricdo caldrica
acarretou diminuigdo do glicogénio hepatico, enquanto que no musculo essa
reducdo apresentou-se independente da dieta administrada. Similar associag&o
entre restricdo e exercicio ocasionou redugdo da glicemia. A concentragéo de
insulina plasmatica e lactato sanguineo ndo sofreram influéncia da dieta,
alterando-se apenas em razdo do exercicio aplicado, havendo uma redugdo no
primeiro € um aumento no segundo parametro. Esses resultados nos permitiram
concluir que a restrigdo caldrica, embora nao diminuindo o prejuizo lipidico,
proporcionou maior resisténcia a exaustédo, a qual correlacionou-se com a maior
reserva hepatica de glicogénio observada nos animais daquele grupo. Por outro
lado, o fato de os animais com restricdo e exercitados ndo apresentarem aumento
da peroxidagdo lipidica pode ser interpretado como um aumento relativo da
resisténcia a oxidagdao exacerbada, visto que a quantidade de trabalho fisico
executado foi consideravelmente maior. A suplementagdo com vitamina E, de
forma diversa, embora tenha reduzido a peroxidagdo lipidica nos tecidos
analisados, apresentou uma tendéncia a piorar a performance fisica. Percebe-se,
portanto que as dietas empregadas com a mesma proposta, de potencial efeito
protetor, apresentaram efeitos distintos. Entretanto, investigagoes adicionais séo
necessarias, envolvendo especialmente os diferentes modelos de dieta utilizados,
para melhor compreenséo dos fendmenos observados.

Palavras chave: restricao calbrica, vitamina E, estresse oxidativo, exercicio.
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The present study was designed to investigate the effects of caloric
(carbohydrate) restriction (CR) and vitamin E supplementation on stress oxidative
and others exercise-induced metabolic modifications. Male Wistar, eleven-wk oid
rats were fed control (C)(AIN-93M), or restricted amounts of a modified control (R),
or control plus vitamin E (1425 Ul of all-rac-a-tocopheryl acetate)(S) diets. After
feeding the diets for five months, the animals in each group were divided into
exercised (E) and non-exercised (NE) categories. Before being killed, the rats of
the exercised category were required to run on a treadmill to exhaustion. The time
to reach exhaustion was registered and lipid peroxidation (thiobarbituric acid-
reactive substances [TBARS]), protein damage (reactive protein carbonyis), GSH
(glutathion) and vitamin E in gastrocnemius, liver or plasma, and hepatic and
muscular glycogen, plasma glucose, insulin and lactate were determined. Caloric
restriction increased resistance to exhaustion, whereas vitamin E supplementation
presented tendency to decrease it. Lipid peroxidation was significantly lower in
livers and muscles of rats fed S diet when compared to the others groups. Exercise
slightly decreased TBARS in muscle, whereas GSH in liver and reactive protein
carbonyls in liver and muscle were similar for all groups. Vitamin E
supplementation increased vitamin E levels in liver, muscle and plasma, but
exercise decreased it in plasma. Caloric restriction increased hepatic glycogen, but
did not produce any effect in the insulin and lactate concentrations. When
associated to exercise, CR lowered the glycemic levels. Caloric (carbohydrate)
restriction increased resistance to exhaustive without depleting vitamin E stores or
exacerbating oxidative damage. Although vitamin E supplementation showed a
protective effect against lipid peroxidation, which was not afforded by caloric
restriction, there was a decreased physical endurance, when compared to caloric
restriction, but not to the normal diet. The biochemical basis for the choking effect
shown by vitamin E supplementation is not known.

Key words: caloric restriction, vitamin E, oxidative stress, exercise.
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Dieta e atividade fisica constituem dois importantes fatores a
influenciar a qualidade de vida do homem. Seus diversos modelos e suas
implicagdes, separada ou conjuntamente, vém sendo investigados por varios
estudiosos. No presente trabalho, tratou-se especificamente dos efeitos de duas
manipulagdes dietéticas, a restrigdo calérica e a suplementagido com vitamina E,
nas modificagdes induzidas pelo exercicio exaustivo, particularmente no que se
refere ao fendmeno do estresse oxidativo. Seus efeitos na performance fisica e na
disposigdo de substratos energéticos fundamentais aquela atividade fisica também
foram abordados. Para melhor compreenséo do contexto apresentado, segue-se,
portanto, uma revisao bibliografica acerca dos principais pontos envolvidos nessa
discussao e suas inter-relagdes: o estresse oxidativo, dieta -restrigdo calérica e
suplementagido com vitamina E- e exercicio fisico.

O estresse oxidativo

A relagdo da vida aerdbia com o oxigénio molecular envolve
um interessante paradoxo: ao lado de sua essencialidade para a ocorréncia das
reacoes metabdlicas que mantém aquela existéncia, encontra-se sua potencial
toxicidade para os componentes celulares que a constituem, levando a
degradagdao ou inativagdo de moléculas essenciais, tais como DNA (acido
desoxiribonucleico), proteinas e lipidios. Estes danos devem-se a propria estrutura
atdmica do oxigénio, molécula dirradical que, sofrendo sucessivas redugdes
parciais (um unico elétron), gera sequencialmente O2z* (radical superéxido), H2O-
(peréxido de hidrogénio) e *OH (radical hidroxila). Esses produtos, por sua vez,
podem originar varias outras espécies reativas de oxigénio (ERO), causando
extenso prejuizo oxidativo as macromoléculas biolégicas (Sohal e Weindruch,
1996).
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As ERO, que incluem elementos radicais e nao radicais, sdo
constantemente formados no corpo humano, seja com um propédsito funcional,
como no caso da produgao de O3 por células fagocitarias, ou mesmo por geracéo
acidental, como a captagdo de elétrons pelo O, em etapas intermediarias da
cadeia respiratéria, produzindo Oz*. Cerca de 1 a 3% do oxigénio que respiramos
é desviado para produgéo de O2*, que, por dismutagdo, espontanea ou enzimatica,
gera H,O, (Halliwell, 1991; Halliwell, 1994a; Halliwell et al., 1995; Sohal e
Weindruch, 1996). Este, por sua vez, sofre redugdo por intermédio de metais de
transigdo, particularmente ferro e cobre, produzindo o relativamente in6cuo HO™
(anion hidroxila) e o radical altamente reativo *"OH, através da conhecida reag¢ao de
Fenton (Farber, 1994).

Os prejuizos provocados pelas ERO incluem a peroxidagao de
acidos graxos poliinsaturados de membranas celulares, uma reagdo em cadeia
que atinge outros acidos graxos e também proteinas, alterando propriedades da
membrana (como fluidez ou estrutura dinamica) e, conseqlientemente, a atividade
de enzimas e receptores a ela ligados; compreendem ainda modificagdes do DNA,
envolvendo alteragdes das bases e ligagdes cruzadas com proteinas, bem como a
oxidagdo de grupos tidis das proteinas e producéo de derivados carbonila dos
aminoacidos; estes Ultimos, especialmente, podem causar inativagio enzimatica e
aumentar a protedlise (Sohal e Weindruch, 1996; Wiseman, 1996).

O risco de uma excessiva exposi¢do aos efeitos dos radicais
livres no organismo, entretanto, encontra a resisténcia de um complexo sistema de
defesa antioxidante. Dele fazem parte tanto enzimas como superéxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e o sistema glutationa peroxidase/glutationa redutase
(GSH-PX/GR), como outras classes de substancias, incluindo tocoferol, acido
ascorbico e glutationa (GSH) (Duthie et al., 1989; Chow, 1991; Halliwell, 1991:
Halliwell et al., 1995). Esse grupo, assim formado, compreende a primeira linha de
defesa. No entanto, por ndo ser completamente efetiva em todos os casos, a ela
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associa-se uma segunda linha de defesa, constituida de enzimas encarregadas de
reparar os danos produzidos por aquelas espécies, destruindo proteinas
modificadas, removendo acidos graxos oxidados das membranas e reparando o
prejuizo oxidativo causado ao DNA (Crawford e Davies, 1994: Halliwell, 1994a).
Outro importante mecanismo antioxidante consiste da manutengio de ions como
ferro e cobre ligados a proteinas transportadoras ou de armazenamento, de forma
a evitar o aumento dos danos oxidativos que seriam causados se estivessem no
estado livre (Duthie et al., 1989; Chow, 1991; Halliwell, 1991: Halliwell et al., 1995).

Os diferentes mecanismos de defesa desempenham papéis
especificos no combate aos radicais livres formados no organismo. A enzima
SOD, encontrada na mitocéndria (forma contendo Mn em seu sitio ativo, MnSOD)
e no citoplasma (Cu,ZnSOD), remove O2*, por acelerar sua conversido a H,O,,
reacao que pode ocorrer espontaneamente, porém a uma velocidade muito
menor. O H2O, formado, por sua vez, sofre redugdo a H,O pela CAT, enzima
encontrada nos peroxissomas, mas principaimente pela GSH-PX, uma enzima
contendo selénio (embora exista outra forma, independente deste mineral), que
oxida GSH a GSSG (giutationa oxidada). GR, uma flavoproteina contendo FAD
(flavina adenina dinucleotideo), regenera o GSH a partir do GSSG produzido,
utilizando NADP (nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato) (Halliwell, 1994:
Halliwell et al., 1995).

Como substancia antioxidante, convém destacar o papel da
vitamina E. O a-Tocoferol, principal e mais ativo constituinte das vitaminas
lipossoluveis coletivamente conhecidas como vitamina E, &€ o mais importante
sequestrante de radicais livies em membranas e lipoproteinas (Halliwell, 1994b;
Halliwell et al., 1995; Wiseman, 1996).

O estresse oxidativo, portanto, estabelece-se quando “um
disturbio no balango de fatores prooxidantes e antioxidantes favorece os primeiros,
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levando a um prejuizo potencial” (Sies, 1994). No organismo, normalmente,
aquele balango favorece, com pequena margem, as condigbes prooxidantes, em
vitude dos papéis fisiolégicos assumidos pelas ERO. Entretanto, quando sua
produgdo é exacerbada ou ocorre falha na defesa antioxidante —as proprias
se o estresse oxidativo (Halliwell et al., 1995; Jenkins e Goldfarb, 1993). Quando
este processo se apresenta moderado, o desequilibrio pode ser suportado por um
reforgo no sistema de defesa antioxidante, no entanto, quando constitui-se um
processo severo podera causar dano e morte celular (Halliwell, 1994a; Halliwell et
al., 1995). Na verdade, a presenga das ERO, bem como de produtos de sua
reagdo com macromoléculas, em condigdes “normais” (“steady-state”) indicariam
que as células estéo sob estresse oxidativo cronico e que o envelthecimento € uma
conseqiiéncia do prejuizo oxidativo (Sohal e Weindruch, 1996).

Varios mecanismos podem mediar o estresse oxidativo, quais
sejam: elevada atividade das enzimas geradoras de radicais (por exemplo, xantina
oxidase, enzima cuja atividade catalitica gera O.°) e/ou seus substratos (por
exemplo, hipoxantina); ativagdo dos fagocitos; ativagdo das fosfolipases,
cicloxigenases e lipoxigenases; diluicdo ou destruicdo de antioxidantes; liberagdo
dos metais dos sitios de seqliestro; liberagdo de proteinas heme (hemoglobina,
mioglobina) e, finaimente, interrupgdo da cadeia respiratéria, aumentando o desvio
de elétrons para formar O2® (Aruoma, 1994).

A relativa importéncia do prejuizo resultante dependera, por
outro lado, do grau de estresse, do mecanismo e do tempo durante o qual é
imposto, bem como da natureza do sistema afetado (Halliwell et al., 1995). Ha
muitas condigbes que podem iniciar ou aumentar o estresse oxidativo no ambiente
celular, tais como desequilibrio nutricional -por exemplo, deficiéncia de
vitaminas antioxidantes ou de minerais cofatores das enzimas antioxidantes (como
Cu e Zn para a SOD citosélica)-, exposicao a substincias quimicas como
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alcool, tetracloreto de carbono e paraquat ou ainda a poluentes do ar como
ozbnio e diéxido de nitrogénio, radiagdo, desordens hereditarias (como a
doenca de Wilson, caracterizada por acimulo de cobre), lesbes e, ainda, intensa
atividade fisica (Chow, 1991).

No contexto da influéncia da dieta na prevengdo ou retardo
desses fendémenos, destacam-se os efeitos da restrigio calérica e da
suplementagéo antioxidante, particularmente de vitamina E, temas que serdo
desenvolvidos nas segbes seguintes.

Dieta e estresse oxidativo: efeitos da restricdo calérica

A restricdo calérica -sem ma nutrigdo- constitui a Unica
manipulagéo reconhecida, reproduzivel, que aumenta o tempo maximo de vida
(TMV) de espécies de mamiferos (Masoro, 1985). O efeito que a restricdo
alimentar exerce sobre a longevidade foi primeiramente evidenciado por McCay e
Crowell em 1934, quando os autores colocaram a hipétese do retardo do
crescimento e desenvolvimento por este regime alimentar. Entretanto, em virtude
dos beneficios desse regime terem sido observados também em animais adultos,
varios estudos se seguiram, contestando esta e apresentando novas hipéteses
(Masoro, 1985). Destaca-se, por exemplo, a relagdo entre os efeitos da restricdo
na redugdo da concentragdo de glicose plasmatica e a teoria da glicagao, que
enfoca a glicose como mediador do envelhecimento, através de sua reagdo com
proteinas e acidos nucléicos, alterando a atividade dessas substancias (Masoro et
al., 1991).

Recentemente, o argumento que tem somado suportes mais
convincentes indica que a restrigdo calérica estende a sobrevivéncia e vitalidade
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primariamente por limitar a injuria de radicais livres & mitocdndria, onde estes séo
principalmente gerados na maioria das células (Yu,1994; Weindruch, 1996). A
teoria de radicais livres fornece a base celular mais razoavel, relacionando a
intervengdo nutricional no processo de envelhecimento pela restricdo dietética
com a sua agdo antioxidante (Yu, 1994). O mecanismo, pelo qual este fenémeno
ocorre, entretanto, permanece desconhecido (Weindruch, 1996).

Varios efeitos da restricdo calérica nas modificagbes
fisiolbgicas associadas com a idade s&o relatados em diversos estudos. O retardo
ou mesmo a prevengao de alteragdes fisiolégicas tais como perda da resposta
lipolitica de adipécitos a horménios, modificagéo da estrutura e fungéo do musculo
esquelético, aumento nas concentragbes séricas de calcitonina e hormonio
paratireoidiano, bem como de triglicerideos e colesterol, declinio na atividade
locomotora espontinea e ainda, efeitos nos sistemas nervoso, imune e reprodutor
encontram-se entre os beneficios atribuidos aquele regime (Masoro et al., 1991).
Redug3o da glicemia e da concentragdo plasmatica de insulina constituem outros
efeitos observados (Reaven e Reaven, 1981; Cartee e Dean, 1994; Cartee et al,,
1994; Weindruch, 1996), referindo-se ainda a melhora da sensibilidade a insulina
(Wing et al., 1994; Kemnitz et al., 1994; Colman et al., 1995; Silva et al., 1998) e
aumento do transporte de glicose estimulado pela insulina (Cartee et al., 1994).

Diversos modelos de restricdo calérica tém sido empregados
para se estudar os seus efeitos em animais experimentais. Um dos mais
utilizados, a restrigio dietética, caracteriza-se pela redugdo da quantidade de dieta
oferecida em relagéo ao grupo controle, diminuindo a quota diaria de ragéo ou
alternando dias de alimentacédo e jejum. Outro modelo empregado, a restrigéo
_calérica propriamente dita, consiste na restricdo de um ou de todos os nutrientes
energéticos, carboidratos, lipidios e/ou proteinas, elaborando-se, para tanto, uma
dieta modificada, equilibrada em relagéo aos demais nutrientes. Apesar de ser
bastante utilizado (Rao et al., 1990; Dubey et al., 1996; Lee e Devi, 1996; Pieri et
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al., 1996), ao primeiro modelo contrapde-se o argumento de que a restrigio é
total, alterando-se calorias, mas igualmente nutrientes como vitaminas e minerais.
Rojas e colaboradores (1993) advertiram a respeito de uma redugéo cronica na
ingestéo de vitaminas antioxidantes, levando a um aumento compensatério nos
antioxidantes enddégenos, o que nao estaria relacionado diretamente com a
restricéo caldrica. Sendo assim, diversos pesquisadores adotaram a redugéo na
ingestéo calérica, alterando unicamente um ou mais nutrientes energéticos.

Quanto a importancia de cada um dos macronutrientes nos
beneficios atribuidos a restrigao calérica, Weindruch (1996) referiu que a restrigdo
de lipidios, proteinas ou carboidratos, sem redugio calérica ndo aumenta o TMV
de roedores. A esse respeito, Yu (1994), relatando resultados obtidos por seu
grupo, mencionou um efeito da restricao protéica (atribuido, na verdade, ao efeito
da baixa ingestdo protéica na nefropatia) de muito menor magnitude do que
aquele promovido pela restricdo calérica. Os autores concluiram ser a restrigéo
caldrica o fator determinante no prolongamento do periodo de vida obtido em seus
estudos.

Outros aspectos relevantes no estudo dos efeitos da restrigao
caldrica s&o a sua duragdo e a idade apropriada para sua introdugéo. O periodo
pelo qual a restricdo foi aplicada nas diversas pesquisas efetuadas, variou de
semanas até a vida inteira do animal, dependendo do objetivo determinado.
Estudos envolvendo longevidade exigem, obviamente, um acompanhamento
prolongado, alcangando o final da vida do animal. Pesquisas enfocando o prejuizo
oxidativo, por sua vez, tem sido realizadas em tempos variaveis. Rojas e
colaboradores (1993) enfatizaram a importancia de se considerar este aspecto
quando da comparagdo dos resultados obtidos; os autores n3do encontraram
beneficios da restrigdo de curta duragdo (8 semanas) sobre os indicadores de
estresse oxidativo medidos -defesa antioxidante e peroxidagao lipidica. Djuric e
colaboradores (1992), por outro lado, encontraram efeitos antioxidantes da
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restricdo sobre o0 DNA, com apenas 2 semanas de experimento. Por este mesmo
periodo, Habib e colaboradores (1990) administraram dieta de restricdo alimentar
a ratos e detectaram uma redugéo na taxa de exalagdo de etano -um indice in vivo
da peroxidacgao lipidica.

Diante do exposto, percebe-se a diversidade de modelos que
podem ser esquematizados para o estudo dos efeitos da restricdo caldrica em
animais experimentais. Particularmente, aqueles relativos ao estresse oxidativo
tém sido investigados em roedores por diversos autores, enfocando tanto a
repercussao daquele regime na peroxidagao lipidica, oxidagao protéica e danos
oxidativos ao DNA, como sobre a defesa antioxidante do organismo.

A acdo antioxidante da restricdo calérica sobre a oxidagao
lipidica foi estudada por Laganiere e Yu (1987), em mitocondria € microssoma de
figado de ratos em diferentes idades, demonstrando que a restricao dietética total
cronica efetivamente inibiu 0 aumento associado a idade na oxidagao lipidica em
membranas subcelulares. Além disso, os autores destacaram que a restricdo
interferiu na composi¢cao em acidos graxos da membrana, aumentando o indice de
insaturagao/saturagao, o que manteve a integridade e fluidez de membrana, ao
mesmo tempo que minimizou a oxidagéo lipidica associada a idade. Similarmente,
Chen e Yu (1994) relataram que a restrigdo dietética total suprimia a alteragéo da
fluidez da membrana induzida por hidroxinonenal (um dos produtos da oxidagao
lipidica), em figado de ratos, provavelmente por reduzir a ligagdo daquele produto
com os lipidios da membrana mitocondrial.

Koizumi e colaboradores(1987) evidenciaram que a restrigédo
calérica em carboidratos de longo termo pode seletivamente aumentar a CAT no
figado de camundongos, o que foi acompanhado por uma diminuigdo da
peroxidagéo lipidica naquele tecido. Por outro lado, Rojas e colaboradores (1993),
estudaram os efeitos da restricdo calérica, total e de carboidratos, sobre a
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atividade de enzimas antioxidantes e a peroxidag3o lipidica, aiém de medirem a
GSH e GSSG, ascorbato e acido urico, em figado de camundongos. Neste caso,
nao foi detectado nenhum beneficio por influéncia da restricio; em sentido oposto,
ambos os regimes ocasionaram uma redugio no ascorbato e um aumento no
GSSG, enquanto que a restrigdo em carboidratos ainda acarretou um aumento do
prejuizo lipidico, como medido por TBARS (substincias reativas ao acido
tiobarbiturico). Os autores concluiram, desse modo, que a restrigdo por curto
periodo de tempo nao aumentou os antioxidantes endégenos nem reduziu a
peroxidagéo e que a restricdo em carboidratos provocou um desequilibrio na dieta
que desencadeou um forte aumento da peroxidagao no figado.

Estudando especificamente o efeito desse regime alimentar
sobre o prejuizo oxidativo, Youngman e colaboradores (1992) verificaram que
tanto a restricio cal6rica total como a protéica, por 6 ou 12 semanas, inibiram o
prejuizo oxidativo a proteinas, medido através do contelido de carbonilas
proteicas. A esse respeito, deve ser ressaltado que muitas afirmagées baseadas
na variagéo de carbonilas protéicas sdo controvertidas devido as dificuldades
analiticas criticas ja apontadas por Cao e Cutler (1995). Quanto ao dano oxidativo
de DNA, Djuric e colaboradores (1992), administraram dietas de baixo e de alto
teor de gordura ou de restrigdo calérica total a ratos, investigando seus efeitos
sobre o contetudo de S-hidroximetiluracil -um produto de oxidagdo do DNA- no
figado e glandula mamaria. Apés duas semanas de experimento, concluiram que
tanto a ingestéo de gordura como a de calorias poderiam regular os niveis de
prejuizo oxidativo do DNA.

Lee e Devi (1996) encontraram que a restrigéo dietética total
conferiu maior resisténcia & mucosa gastrica de ratos submetidos a injaria
experimental e atribuiram este efeito protetor & manutengio dos estoques de
antioxidantes endégenos, tais como GSH, e energia (na forma de ATP).
Estudando eritrécitos de ratos submetidos & hemdlise, Pieri e colaboradores
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(1996) constataram similar protegdo, verificando que a maior susceptibilidade
daquelas células a peroxidagao lipidica associada a idade poderia ser prevenida
pela restricdo alimentar, imposta pelo esquema de jejum alternado com
alimentagao ad libitum.

Dubey e colaboradores (1996) observaram um aspecto muito
interessante acerca dos beneficios promovidos pela restricao calérica total, no que
diz respeito ao prejuizo oxidativo de proteinas associado a idade, em cérebro de
ratos: sua reversibilidade. Apés 6 semanas de alimentagéo ad libitum, os animais
antes submetidos a 12 meses de restricdo apresentaram no cérebro um teor de
carbonilas equivalente ao do grupo que recebeu alimentagao ad libitum por todo o
experimento, ou seja, o efeito protetor exercido pela restricao por 12 meses foi
perdido em pouco mais de um més.

Percebe-se, portanto, que os beneficios da restricdo caldrica
verificados em roedores e outras espécies potencialmente representam uma
alternativa na milenar busca dos seres humanos pelos segredos da longevidade.
Os efeitos adversos resultantes dessa pratica alimentar parecem ser poucos;
mencionam-se como Unicas exce¢des conhecidas o retardo no processo de
cicatrizagdo e a baixa tolerdncia ao frio (Yu, 1994). Entretanto, segundo
Weindruch (1996), a resposta definitiva aquela questéo -os beneficios potenciais
para seres humanos- pode levar mais 10 ou 20 anos para ser obtida.
Paralelamente a isso, outros procedimentos vém sendo estudados no combate ao
estresse oxidativo, como a suplementacdo com vitamina E, tema que sera
desenvolvido na proxima segéo.
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Dieta e estresse oxidativo: efeitos da suplementacido com vitamina E

Os primeiros relatos a respeito da vitamina E datam de 1922,
quando Evans e Bishop demonstraram que um fator nutricional lipossolivel
prevenia morte e reabsorgdo fetal em ratos, sendo, portanto, essencial para a
reprodugéo (Halliwell, 1991; Chow, 1991). Desde entdo, varios sintomas de sua
deficiéncia tém sido relatados por alguns autores em numerosas espécies de
animais jovens, como necrose hepatica em ratos e porcos, destruicio de
eritrocitos em ratos e galinhas e doenga muscular em bezerros, ovelhas e
camundongos (Chow, 1991). Animais adultos, por outro iado, ndo desenvolvem
sintomas de deficiéncia e mesmo em animais mais jovens é dificil depletar
totalmente os tecidos de vitamina E, ainda que apés uma prolongada exposigéo a
uma dieta deficiente nesta vitamina (Packer e Landvik, 1989). Em humanos,
nenhum efeito especifico da deficiéncia aguda desse fator foi observado, a ndo ser
por algumas evidéncias em bebés prematuros de uma predisposi¢do a anemia
hemolitica, devido provavelmente a maior fragilidade da membrana eritrocitica
(Halliwell, 1991). Frequentemente, esses efeitos sido exacerbados pela
necessidade de aplicagdo da terapia de inalagdo (100 % oxigénio), em bebés de
baixo peso ao nascer (Packer e Landvik, 1989).

Vitamina E consiste em um termo coletivo para um grupo de
tocoferdis e tocotriendis que ocorrem naturalmente em plantas; ambos contém um
anel cromanol e uma cadeia lateral fitila. As diferentes substituicdes metila no anel
aromatico originam os compostos a, B, y € 3. A distingdo entre os dois subgrupos
se da, entdo, pela existéncia, nos tocotrientis, de trés duplas ligagées na cauda
hidrofébica, que ancora a molécula nas membranas ou lipoproteinas; nos
tocoferdis, a cadeia é totaimente saturada. Essa diferenga estrutural, portanto,

responde pelas diferentes agbes biologicas de ambos os tipos de compostos
(Packer, 1995).
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Embora existam pelo menos oito estruturas de tocoferol, 0 a-
tocoferol predomina em muitas espécies vegetais, apresentando a mais alta
atividade biolégica (Bjerneboe et al., 1990; Chow, 1991). Seu sitio ativo consiste
do grupo hidroxila, localizado em uma posigdo 6tima para seqiiestrar radicais
livres e interromper a peroxidagao lipidica (posi¢do 6 do anel cromanol); a por¢ao
fitla (posicéo 2), por outro lado, facilita a incorporacdo e retencéo da vitamina E
em biomembranas (Packer, 1995). Entretanto, apesar da reconhecida
superioridade deste composto no grupo, experimentos in vitro em membranas
isoladas e lipoproteinas indicaram maior atividade antioxidante do a-tocotrienol
(Packer, 1995).

O mecanismo pelo qual a vitamina E previne varias lesées
metabdlicas permanece obscuro. Neste contexto, seu papel primario na prevengéo
do prejuizo oxidativo aos tecidos, induzido por radicais livres, & aceito pela maioria
dos investigadores. Outras fungbes sdo relacionadas a essa vitamina, como a
participagéo na sintese protéica, nos mecanismos de sinalizagdo transcelular e
expressao génica e ainda na regulagio do metabolismo xenobiético e da resposta
imune; ndo se sabe, contudo, se esses efeitos sdo independentes da sua fungéo
antioxidante (Chow, 1991; Packer, 1995). Apesar de sua baixa concentragio nas
membranas, a vitamina E efetivamente desempenha o papel de principal
antioxidante lipossolivel, “interruptor da reacdo em }cadeia”, prevenindo a
peroxidagao lipidica (Packer e Landivik, 1989).

Os 4acidos graxos polinsaturados dos fosfolipidios de
lipoproteinas ou nas membranas podem sofrer oxidagao, através da abstragéo de
um hidrogénio por um forte oxidante como o radical OH®, por exemplo, e assim
desencadear a peroxidacdo lipidica. Esse processo destréi os lipidios, mas
também moléculas vizinhas como proteinas e acidos nucléicos, afetando a
homeostase celular (Hiramatsu et al,1990; Packer, 1995). No entanto, a vitamina
E pode interromper a reagdo em cadeia iniciada pelos radicais livres, na fase de
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propagacao,; para tanto, torna-se ela propria um radical livre, porém menos reativo,
devido a sua localizagdo no anel aromatico. Por sua maior estabilidade, o radical
tocoferila (ou cromanoxila) formado persiste nesta forma até ser regenerado a
tocoferol através de mecanismos bioquimicos que incluem vitamina C, ubiquindis
ou reagdes enzimaticas, como as catalisadas pelo sistema GSH-Px/GR (Packer,
1995). O tocoferol também pode reagir com o oxigénio singlete e OH’, mas sua
principal ag¢éo antioxidante nas membranas biologicas € reagir com radicais
lipidicos, interrompendo a peroxidagao lipidica (Halliwell, 1991).

O a-tocoferol ndo parece ser homogeneamente distribuido na
membrana; foi associado principalmente as regides mais fluidas, provavelmente
préximo aos acidos graxos insaturados. Além disso, 0 seu “turnover” varia entre
os diferentes tecidos, sendo o cérebro e a medula espinhal os de mais lento e
pulmdes e figado os de mais rapido ritmo (Goldfarb, 1993).

Varios estudos, em diversas situagdes experimentais, t€m sido
realizados, destacando o papel protetor da vitamina E contra o estresse oxidativo.
Garrido e colaboradores (1993), por exemplo, investigaram o papel do a-tocoferol
na susceptibilidade de membranas de eritrécitos ao estresse oxidativo induzido
pela ingestdo de altas doses de dleo de peixe, em ratos jovens e idosos. Os
autores verificaram uma menor susceptibilidade nos animais jovens que
receberam suplementagéo vitaminica do que nos idosos. Essa diferenca foi
atribuida a uma reduzida capacidade do a-tocoferol em sequestrar radicais livres
no segundo grupo, uma vez que sua concentragdo no plasma e eritrécitos
encontrava-se elevada. Por outro lado, nos animais que nao receberam
suplementagdo, independente da idade, a susceptibilidade ao estresse
apresentou-se aumentada. Em estudo anterior, Leibovitz e colegas (1990)
similarmente haviam detectado efeito protetor da vitamina E em figado e coragao
de ratos alimentados com dieta contendo 6leo de peixe ou uma mistura de 6leo de
milho e gordura animal (1:1). Convém mencionar ainda o estudo de Cruz Neira
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(1997), que verificou um rapido e potente efeito da vitamina E na reducgéo da
oxidagcdo da LDL (‘low density lipoprotein”) nativa e daquela submetida a
estresse oxidativo induzido por sulfato de cobre.

Em camundongos diabéticos ndo obesos (NOD [non-obese
diabetic], que desenvolve espontaneamente uma forma de Diabetes Mellitus
dependente de insulina), a suplementagdo com vitamina E, desde o desmame,
retardou o inicio do Diabetes Mellitus, sem alterar a incidéncia geral da doenca;
esse efeito deveu-se provavelmente a agao da vitamina E contra a peroxidacéao
lipidica em membranas celulares (Beales et al., 1994). Em contexto diverso, no
plasma de pacientes diabéticos tipo I, essa suplementagéo resultou em beneficio
semelhante contra o prejuizo lipidico, além de reduzir os niveis de triacilglicerois
naquele tecido. Concluiu-se, desse fato, que a suplementagao com vitamina E
poderia ser benéfica na redugdo do risco de doenga cardiovascular em pacientes
diabéticos (Jain et al., 1996). Atribui-se também a essa suplementagdo uma
melhora da captagdo da glicose e da resposta hepatica a insulina em individuos
normais e diabéticos (Caballero, 1993; Paolisso et al., 1993) envolvendo,
provavelmente, seu papel antioxidante (Caballero, 1993).

Diversos outros trabalhos relativos aos efeitos antioxidantes
da vitamina E nas células poderiam ser mencionados. O volume de pesquisas
nessa area é grande, embora muitas questdes relativas a sua capacidade de
exercer a atividade antioxidante in vivo persistam sem resposta, principaimente
devido a conclusdes conflitantes obtidas pela comparagéo de estudos conduzidos
de forma similar (Chow, 1991). Embora animais deficientes em vitamina E sejam
mais susceptiveis aos efeitos adversos de agentes quimicos e fisicos associados
ao estresse oxidativo, a suplementagdo com vitamina E em individuos
nutricionalmente adequados, ndo necessariamente proporcionaria protegio
adicional (Chow, 1991).
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O estresse oxidativo € um fenémeno compiexo envolvendo
varios fatores. Aqueles de natureza antioxidante, como a restrigdo calérica e a
vitamina E, representam apenas uma das faces do processo, trabalhando para
inibi-lo ou minimiza-lo. No sentido oposto, encontram-se os fatores prooxidantes
que incluem uma diversidade de condigdes, entre as quais destaca-se o exercicio
fisico intenso, cujas implicagdes serao discutidas a seguir.

Exercicio e estresse oxidativo

O exercicio fisico representa uma situacio de especial
demanda fisiolégica para o organismo, em que as aumentadas necessidades
energéticas, particularmente dos miusculos, sido satisfeitas pelas reservas de
carboidratos, cuja utilizacdo depende de varios elementos, tais como intensidade e
duragéo da atividade fisica, treinamento e dieta, entre outros (Hargreaves, 1991).
Tal condigdo encontra-se entre os diversos fatores que podem interferir no
estresse oxidativo (Chow, 1991).

Na verdade, o exercicio fisico intenso ou exaustivo, em
individuos n&o treinados, mais provavelmente induz aquele prejuizo. Muitas
evidéncias existem acerca do aumento da produgéo de radicais livres durante o
exercicio (Novelli et al., 1990; Kumar et al., 1992; Alessio, 1993; Jenkins et al.,
1993; Witt et al., 1992; Goldfarb, 1993) e o dano oxidativo ocasionado atinge
musculos, figado, sangue e talvez outros tecidos (Witt et al., 1992). O sistema de
defesa antioxidante preserva a homeostase para as fungdes normais da célula em
repouso e, talvez, durante o exercicio moderado; quando a produgéo de ERO é
excessiva, no entanto, como durante um exercicio aerébio prolongado, o sistema
de defesa é superado por aquelas espécies, levando a dano celular. Sendo assim,
o exercicio fornece um excelente modelo para se estudar o balango dinamico
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entre dano oxidativo e defesa antioxidante nos sistemas biolégicos (Ji, 1995),
sendo que uma Unica bateria de exercicio exaustivo poderia induzir prejuizo
oxidativo em diversos tecidos (Sumida et al., 1989; Viguie et al., 1993; Ji et al.,
1988; Reznick et al., 1992; Radak et al., 1995).

Parece haver poucas duvidas acerca dos efeitos danosos que
o exercicio drastico pode exercer sobre as estruturas celulares, entretanto, as
implicagbes patologicas dessas alteragdoes necessitam de investigagéo adicional
(Ji, 1995).

Os mecanismos pelos quais as ERO podem ser produzidas
durante o exercicio incluem tanto a cadeia respiratéria, considerada a principal
fonte, como também a reagdo catalisada pela xantina oxidase e a ativagédo de
neutréfilos (Witt et al., 1992; Singh, 1992; Ji, 1995). No primeiro caso, o desvio de
elétrons, provavelmente na etapa ubiquinona-citocromo b, levaria @ produgao de
0% em virtude do aumento do consumo de oxigénio durante o exercicio, a
produgéo daquele radical livre, consequentemente, estaria muito aumentada (Witt
et al., 1992). O segundo mecanismo, envolvendo a xantina oxidase, assemelha-
se a injuria de isquemia e reperfusdo, devido a hipdxia que pode ser produzida em
alguns tecidos durante o exercicio e a subseqiiente reoxigenagéo quando do seu
término, o que promoveria o conhecido “burst’ da produgdo de ERO (Witt et al.,
1992; Singh, 1992; Ji, 1995). No entanto, ha poucas evidéncias de que o musculo
sofra isquemia no exercicio dindmico, sendo este caminho discutivel (Ji, 1995).
Quanto ao papel dos neutréfilos, deve ser considerada a producao de Oz° e H.0,
por estas células, quando s&o atraidas por miécitos e células endoteliais, como
resultado do prejuizo da célula muscular; contudo, este mecanismo ndo explica a
produgdo aguda daquelas espécies e o estresse oxidativo durante o exercicio,
podendo servir, por outro lado, como importante fonte secundaria de ERO (Ji,
1995).
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Singh (1992) apresenta ainda dois outros mecanismos para a
producdo das ERO durante o exercicio. A hiperventilagédo resultante da atividade
fisica extenuante, podendo aumentar a exposigéo aos radicais livres associados a
poluicdo ambiental, consistiria o primeiro. O segundo mecanismo envoiveria o
estimulo a secregcdo e circulagdo das catecolaminas ocasionado por exercicio
daquela intensidade. As catecolaminas, por sua vez, poderiam gerar radicais livres
por autoxidagido ou através da oxidagado catalisada por O2® ou ions de metais de

transicao.

Os resultados relativos ao estresse oxidativo promovido pelo
exercicio parecem depender, além de sua intensidade, da modalidade praticada,
do tecido, do biomarcador analisado e do estado de saude e treinamento do
individuo. O treinamento, inclusive, reduz o prejuizo oxidativo. A atividade de alta
intensidade, sem preparo prévio, por outro lado, induz dano muscular e miopatia
necrética aguda. Desse modo, o estresse em questdo € melhor tolerado por
individuos treinados, trabalhando em uma intensidade moderada, o que é
confirmado pelo mais baixo conteido de produtos da peroxidagdo lipidica em
individuos treinados em comparagdo aos nao treinados. O treinamento traz o
beneficio de estimular determinados componentes do sistema de defesa (Alessio,
1993; Utsuyama et al., 1996).

Os produtos da oxidagdo lipidica, como o MDA, e gases
hidrocarbonetos leves, como etano e pentano, sdo os marcadores mais
freqlientemente estudados do estresse oxidativo induzido pelo exercicio fisico
(Witt et al., 1992). Em relagdo aos primeiros, a maioria dos trabalhos utilizando
TBARS para mensurar a peroxidagdo lipidica indicam um aumento nesse
parametro apés o exercicio, em musculo, figado ou cérebro; desse modo, este
método é considerado um bom indice geral de estresse oxidativo em sistemas
biolégicos (Alessio et al., 1988; Alessio, 1993). Diferentemente, a medi¢do de
dienos conjugados e hidroperdxidos lipidicos, outras técnicas utilizadas para
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aquele fim, tém produzido resultados confiitantes (Alessio, 1993). No que diz
respeito ao efeito do exercicio sobre o prejuizo oxidativo protéico, existem poucos
dados (Witt et al., 1992; Ji, 1995).

Muitos trabalhos ja foram realizados relacionando exercicio
fisico e estresse oxidativo. Davies e colaboradores (1982), investigando as
consequéncias do exercicio exaustivo, detectaram, em musculos e figado de ratos
submetidos a corrida em esteira, um aumento de duas a trés vezes na
concentracdo de radicais livres; os autores observaram ainda diminuicdo no
controle respiratério mitocondrial, perda da integridade dos reticulos
sarcoplasmatico e endoplasmatico e maior concentragdo de produtos da
peroxidagao lipidica. Estas modificagdes foram igualmente encontradas naqueles
animais nao exercitados deficientes em vitamina E, indicando um mecanismo
comum de prejuizo entre as duas condigoes.

Alessio e colaboradores (1988), pesquisaram a influéncia da
intensidade do exercicio e do tipo de fibra muscular no prejuizo oxidativo por ele
ocasionado. Nos dois tipos de fibras musculares estudados -fibras oxidativas ou
glicoliticas de rapida contragao- os autores encontraram aumentada concentragdo
de TBARS como resuitado do exercicio agudo, nas duas intensidades analisadas,
alta e moderada; constataram ainda que 0 aumento apresentou-se menor no
exercicio moderado. Assim, concluiram esses autores que o aumento de TBARS
foi dependente da intensidade do exercicio executado. Similarmente, Ji e
colaboradores (1992) registraram uma relagdo direta entre o efeito do exercicio
agudo sobre a concentragdo de GSH no musculo e a sua intensidade, na porgéo

mais profunda do musculo vastus lateralis (fibra do tipo oxidativa de rapida
contragao).

Um aspecto de especial interesse nesse tema consiste da
suplementagdo antioxidante. Tem-se demonstrado que a deficiéncia de varios
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sistemas antioxidantes exacerba a injuria oxidativa ao tecido, enquanto que a
suplementacéo de antioxidantes tem produzido resultados variaveis (Ji, 1995). A
maioria dos estudos, porém, sustentam a hip6tese de que a suplementagédo com
vitamina E exerce efeito protetor contra o estresse oxidativo induzido pelo
exercicio. Quanto a sua influéncia na performance, os dados produzidos ainda n&o
séo claros (Witt et al., 1992), embora muitos estudos em humanos nao tenham
demonstrado efeitos benéficos (Goldfarb, 1993).

A vitamina E representa um papel de maior importancia que o
sistema glutationa na execugcao do exercicio, em intensidade abaixo da maxima;
portanto, os animais com deficiéncia nessa vitamina comecgariam a atividade
fisica ja apresentando comprometimento das membranas pelo prejuizo oxidativo,
0 que os faria alcangar a exaustdo mais rapidamente (Witt et al., 1992). A sua
suplementagéo, por outro lado, embora reduza a peroxidagao lipidica,
provavelmente ndo aumenta a capacidade aerdébia maxima nem a habilidade de
tolerar o exercicio de alta intensidade (Witt et al., 1992). Devido a possibilidade de
regeneragdo no uso das vitaminas nas reagdes metabdlicas, acredita-se que as
necessidades desses nutrientes para pessoas fisicamente ativas nao sejam
maiores do que aquelas para pessoas sedentarias (Armstrong e Maresh, 1996).

Entre os relatos de efeitos protetores da vitamina E
suplementar contra o dano promovido pelo exercicio exaustivo, encontram-se o do
efeito inibitério sobre a peroxidagéo lipidica em sangue coletado de humanos
(Sumida et al, 1989), efeito protetor do miusculo cardiaco através da agdo
sequestradora de radicais, inibicdo das lipoxigenases e redugdo dos peréxidos em
associagdo com as lipoxigenases (Kumar et al., 1992) e redugéo no contetido de
carbonilas protéicas em musculo esquelético (Reznick et al.,, 1992). Goldfarb e
colaboradores (1994) verificaram que além de proteger o plasma e os trés tipos de
fibras estudadas contra o prejuizo induzido pelo exercicio, a vitamina E reduziu

também os efeitos promovidos por DHEA (desidroepiandrosterona, um esterdide

Introdugéo 25



lipolitico que estimula a peroxidagdo). Hartmann e colaboradores (1995)
notificaram ainda uma redugdo do dano ao DNA em leucécitos periféricos de
humanos.

Apesar de haver muitas indicagdes dos efeitos benéficos da
vitamina E contra os potenciais prejuizos ocasionados pelo exercicio, ainda nao
esta claro se uma dose adicional representaria uma maior protecdo. Contribuindo
para esta incognita, encontra-se a falta de uniformidade nas condigcdes
experimentais empregadas, notadamente dose, periodo e forma de
suplementag@o, o que dificulta a obtengdo de resultados mais conclusivos da
literatura. Em virtude desse fato, faz-se necessaria a obtengao de evidéncias mais
definitivas, somando-se investigagdes que possam esclarecer as diversas lacunas
ainda existentes quanto ao papel desta importante vitamina antioxidante.

Percebe-se, diante da literatura consultada, que a natureza
extremamente complexa do fendmeno do estresse oxidativo e dos fatores a ele
relacionados, ou que o determinam, dificulta a recomendag¢dao de medidas para
contorna-lo, especiaimente no que se refere a dieta. Neste contexto, a importancia
das duas manipulagdes dietéticas anteriormente abordadas, restricdo calérica e
suplementagédo com vitamina E, merece destaque, em virtude de seus potenciais
beneficios. Por outro lado, n&o foram ainda produzidas evidéncias de como
melhor aproveitar esse potencial ao incorpora-lo aos habitos humanos, nem a
respeito das possiveis diferengas de eficiéncia entre os dois tratamentos frente
aquele processo. Justifica-se, portanto, empreender estudos comparativos dos
efeitos da restricido calérica e da suplementagcdo com vitamina E no estresse
oxidativo, particularmente naquele promovido pelo exercicio fisico intenso.
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rn Geral:

Comparar os efeitos das dietas de restricio calérica e
de suplementagdo com vitamina E sobre o estresse oxidativo e
modificagdes nos substratos energéticos induzidas pelo exercicio fisico
exaustivo em ratos.

u Especificos:

Ratos Wistar de onze semanas de idade, submetidos a
dieta experimental de restricao caldrica ou de suplementagio com
vitamina E foram empregados para:

o analisar a performance fisica;

a determinar a peroxidagao lipidica em figado e musculo;

u mensurar o prejuizo oxidativo protéico naqueles tecidos;

o medir a concentragio das substancias antioxidantes
glutationa, formas reduzida (GSH) e oxidada (GSSG), em
figado e musculo, e vitamina E, em figado, musculo e plasma;

u determinar glicogénio hepatico e muscular;

= medir glicose e insulina plasmaticas e lactato sanguineo.
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Efeitos da restrigcao calérica e suplementagcdo com vitamina E
no estresse oxidativo induzido pelo exercicio exaustivo

Effect of caloric restriction and vitamin E supplementation on exercised-
induced oxidative stress

Oliveira, S. L. de, Diniz, D. B, Macedo, D. V. de, Amaya-Farfan, J.

Abstract

The present study was designed to investigate the effects of caloric (carbohydrate)
restriction and vitamin E supplementation on one-time exercise-induced oxidative
stress. Eleven-wk old male Wistar rats 11wk old were fed control (C) (AIN-93M), or
restricted amounts of a modified control (R), or control plus vitamin E (S) (1425 Ul of
all-rac-o-tocopheryl acetate) diets. After being on the diets for five months, the
animals in each diet group were divided in exercised (E) and non-exercised (NE)
categories. Before being killed, the rats of the exercised category were required to
run on a treadmill to exhaustion. Exhaustion points were reached at 39 + 6, 69 + 11
and 18 + 2 minutes for the C, R and S groups, respectively. Lipid peroxidation
(thiobarbituric acid-reactive substances [TBARS]), protein damage (reactive protein
carbonyis), GSH (glutathion) and vitamin E were determined in gastrocnemius, liver
or plasma. Lipid peroxidation was significantly lower in livers and muscles of rats fed
S diet when compared to the others groups. Exercise slightly decreased TBARS in
muscle, whereas GSH in liver and reactive protein carbonyls in liver and muscle
were similar for all groups. Vitamin E supplementation increased vitamin E levels in
liver, muscle and plasma, but exercise decreased it in plasma. Caloric restriction
increased resistance to exhaustive exercise without depleting stores vitamin E or
exacerbating oxidative damage. Although vitamin E supplementation resulted in a
tendency in decreased physical endurance, there was a protective effect against lipid
peroxidation, which was not afford by caloric restriction.

Key words: caloric restriction, vitamin E, oxidative stress, exercise.
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Introducao

A restricdo caldrica, sem ma nutricdo, tem sido objeto de
diversos estudos por constituir-se a Gnica manipulagdao reconhecida a promover
aumento de longevidade em varias espécies animais (Masoro, 1985). Embora o
mecanismo detalhado desse efeito permaneg¢a desconhecido, o argumento que
tem somado evidéncias mais convincentes indica que a restricao calérica prolonga
a sobrevivéncia por limitar a injuria de radicais livres a mitocdndria, principal lugar
onde sao gerados na maioria das células (Yu, 1994; Weindruch, 1996). Quando
essa injuria supera a capacidade do mecanismo de defesa antioxidante, o
resultado € um dano potencial a célula, ou seja, o processo de estresse oxidativo
(Sies, 1994).

As pesquisas relativas a influéncia da restrigdo caldrica no
estresse oxidativo tém produzido resultados divergentes. Referem-se tanto efeitos
benéficos, medidos por varios indicadores do prejuizo oxidativo (Koizumi et al.,
1987; Rao, et al., 1990; Djuric et al., 1992; Youngman et al., 1992; Chen e Yu,
1994), como nenhuma alteracao apds estabelecida a restrigio calérica (Masoro et
al.,, 1991; Rojas et al., 1993; Venkatraman et al., 1998). Vale salientar que dois
importantes fatores a serem considerados na analise dos resultados e
comparagao dos varios estudos, sd0 0 modelo e o periodo de restrigdo (Rojas et
al., 1993), que tém variado nas diferentes pesquisas.

Neste contexto, outra intervengdo dietética que poderia
representar um potencial beneficio na prevengéo ou redugéo do estresse oxidativo
é a suplementagdo dietética com substancias como a vitamina E, principal
antioxidante lipossoluvel na prevengdo da peroxidagdo lipidica nas membranas
celulares (Packer e Landivik, 1989). Véarios estudos, em diversas situagdes
experimentais, tém destacado o seu papel protetor contra o dano oxidativo de
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lipideos, proteinas € DNA (Leibovitz et al., 1990; Garrido et al., 1993; Haegele et
al., 1994, Beales et al., 1994; Jain et al., 1996;lbrahim et al., 1997;Sen et al., 1997;
Zhang et al., 1997).

O estresse oxidativo pode ser estimulado ou agravado por
muitos fatores, dentre os quais a atividade fisica intensa (Chow, 1991). Existem
diversas evidéncias acerca do aumento da produgio de radicais livres durante o
exercicio (Novelli et al., 1990; Kumar et al., 1992; Alessio, 1992; Goldfarb, 1993),
sendo que o prejuizo ocasionado atinge musculos, figado, sangue e talvez outros
tecidos (Witt et al., 1992). Na verdade, segundo Witt e colaboradores (1992), o
exercicio exaustivo em individuos néao treinados mais provavelmente induz aquele
prejuizo, sendo uma Unica bateria deste tipo de exercicio suficiente para ocasiona-
lo em diversos tecidos (Reznick et al., 1992; Viguie et al., 1993; Ji, 1995).

A proposta do presente trabalho consistiu em estudar os
efeitos da restricdo caldrica e da suplementagdo com vitamina E no estresse
oxidativo induzido por exercicio exaustivo em ratos, analisando-se, para tanto, a
peroxidacao lipidica, o prejuizo oxidativo protéico, como indicadores do dano
oxidativo, bem como a concentragdo de dois importantes componentes do sistema
de defesa antioxidante do organismo, glutationa (GSH) e vitamina E, em figado,
musculo ou plasma.

Material e Métodos

Animais e dietas

Sessenta ratos Wistar machos do Centro de Bioterismo da
Universidade Estadual de Campinas, de 21 dias de idade, foram mantidos em
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dieta comercial (Labina, Ralston Purina do Brasil LTDA), com livre acesso a
ragdo, em gaiolas coletivas, nas condi¢gdes do biotério (ciclo de claro/escuro de 12
h, 22 + 2°C), até atingirem aproximadamente 11 semanas de idade. Nesta fase,
os animais foram transferidos para gaiolas individuais e divididos em trés grupos
(n=20), por sorteio, conforme trés diferentes dietas: Controle (C), formulada
conforme AIN-93 M (Reeves et al, 1993); Restrita (R), elaborada a partir de
modificagdo da controle, com restricdo de 30% de calorias, em termos de
carboidratos, e Suplementada (8), obtida acrescentando-se 1425 Ul de vitamina E
(All-rac-a. tocoferil acetato, 50 % de atividade) a dieta controle (Tabela 1).

A dieta de restricdo foi constituida de modo que os animais,
consumindo 30% menos ragdo que o grupo controle, recebessem a mesma
quantidade dos demais nutrientes, sofrendo redugéo exclusiva no aporte calérico
em carboidratos. Desse modo, a restricdo calérica total de 30% foi obtida
mediante diminuigdo no consumo (30%) de uma dieta com menor teor glicidico,
resultando em decréscimo de 40% na ingestdo de carboidratos. A dieta de
suplementagio com vitamina E, caracterizada por uma concentragéo vinte vezes
superior a recomendada (dieta controle), foi selecionada com o objetivo de
simular situacdo de elevado consumo defendido recentemente pela medicina
ortomolecular (cerca de quarenta vezes). Tal recomendagao tem por finalidade

aumentar a protegéo do organismo humano contra o estresse oxidativo e retardar
o envelhecimento.

Para mais eficiente controle da ingestao calérica, efetuou-se a
determinag¢ado das calorias das dietas oferecidas, em bomba calorimétrica (PARR
modelo 1261, acoplada a um banho PARR modelo 1563).

Inicialmente, todos os grupos receberam dieta controle,
por um periodo de 8 dias, com a finalidade de ambientar os animais as novas
condigoes: diferente apresentagcdo da dieta e isolamento em nova gaiola.
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Tabela 1- Composicdo das dietas experimentais

Ingredientes Dietas (g/ 100g)
Controle Restrita Suplementada

Caseina (85 %) 14,00 20,00 14,00
Amido de milho (87,6%) 62,07 54,15 62,07
Sacarose (99,5%) 10,00 7,22 10,00
Oleo de soja 4,00 5,71 4,00
Fibra (celulose) 5,00 5,86 5,00
Mistura mineral AIN-93 M? 3,50 5,00 3,50
Mistura vitaminica AIN-93 M° 1,00 1,43 1,00
L-cistina 0,18 0,26 0,18
Bitartarato de colina 0,25 0,36 0,25
Ter-butilidroquinona 0,0008 0,0011 0,0008
Todo-rac-a-tocoferil acetato — —_ 0,285°
(50 % de atividade)
Calorias totais 347,71 347,62 347,71

2 contém 20,98% de sacarose
®contém 97,47% de sacarose
° para dar uma suplementagso de 1425UI / kg de dieta (total de 1500U1/kg)
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Terminada esta etapa, as respectivas dietas experimentais foram entdo
oferecidas, permitindo-se uma adaptagdo de 4 dias, apés a qual iniciou-se o
periodo experimental propriamente dito, cuja duragio foi de 21 semanas. Os
animais dos grupos controle e suplementado tiveram livre acesso a dieta,
enquanto que aqueles do grupo restrito ofereceu-se 70% da quantidade média
diaria de ragdo ingerida pelo grupo controle, calculada a partir dos dados de
ingestdo e rejeito, obtidos periodicamente (irés vezes por semana). O peso
dos animais foi acompanhado semanalmente. A agua (livre acesso) e a ragéo
eram renovadas no dia do controle da ingestdao. O manuseio e o procedimento
experimental seguiram as normas estabelecidas pela Comissado de Etica da FEA
(Faculdade de engenharia de Alimentos) para o Uso de Animais de
Experimentagao.

Procedimento

Ao final do periodo experimental, entre a 20% e a 212 semana,
os ratos de cada grupo foram subdivididos, por sorteio, em duas categorias:
Exercitados (E) e Nao Exercitados (NE). Apdés uma noite sem alimento, o
primeiro subgrupo foi submetido a exercicio, sem treinamento, em bateria Unica,
em esteira rolante com 15° de inclinagéo, a velocidade de 27 m/min, até a
exaustao, condicdo definida em fung¢do da prostragdo assumida pelo animal
na esteira. O estimulo para a corrida foi proporcionado por choque elétrico de
baixa intensidade, disparado a cada vez que o animal parasse no inicio da
plataforma de corrida. O segundo foi deixado em repouso. Os ratos foram
exercitados em conjuntos de seis componentes dos diferentes grupos
experimentais, sendo cronometrado o tempo de corrida. Os animais nao
exercitados também permaneceram na sala de exercicio, a fim de se uniformizar
a interferéncia do ambiente. Ap6s exaustdo, procedeu-se ao sacrificio, por
deslocamento cervical, submetendo-se os ndo exercitados ao mesmo processo.
Ratos de ambos os subgrupos foram sacrificados de maneira intercalada.
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Coletaram-se amostras de sangue (pun¢do cardiaca), bem como o figado e os
muasculos  gastrocnemius. 0] sangue foi tratado com acido
etilenodiaminotetraacético (EDTA, solugéo a 10% em cloreto de sédio 0,9%, para
uma concentracdo final de 1%; Sigma), seguido por repouso e posterior
centrifugagdo a 1514 x g, por 15 min. O plasma assim obtido e os demais
tecidos foram imediatamente congelados em nitrogénio liquido e armazenados
a -80°C, até posteriores analises.

Andlises bioquimicas

Peroxidagdo lipidica. A determinagio de peréxidos
lipidicos pela reagao com o acido tiobarbitarico (TBA, Sigma), em figado e
musculo, seguiu o método de Ohkawa e colaboradores (1979), com modificagoes.
O tecido foi homogeneizado (10%, p/v) em tampao fosfato 0,05M, pH 7.4,
contendo butilidroxitolueno (BHT, concentragdo final de 90 uM; Sigma), em
homogeneizador de pistilo de Teflon (Potter-Elvehjem), em gelo. A uma aliquota
de 0,5 mL do homogenato, foram adicionados 1 mL de H>SO4 0,04 M (Merck) e 1
mL da solugédo de TBA (0,67% TBA, 0,4% dodecilsulfato de sédio [SDS, Sigma]
em NaOH 0,06M [Merck]), sendo a mistura homogeneizada e levada a banho-
maria de 90°C, por 20 minutos. O branco continha NaOH 0,06M, em vez da
solugdo de TBA. Apés esse periodo, as amostras foram colocadas em banho de
gelo por 10 minutos, seguindo-se a adigdo de 3 mL de n-butanol (Merck, p.a.),
com vigorosa agitagdo. Procedeu-se, entdo, a centrifugagdo a 1978 x g, por 15
minutos. A camada organica assim separada foi coletada, medindo-se sua
absorbancia a 532 nm, em espectrofotdmetro modelo Beckman DUR-70. Os
resultados foram expressos como substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS), em termos de nmoles de malonaldeido (MDA) por mg de proteina. Para
o calculo da concentragdo de MDA, utilizou-se uma curva padrdao de 1,1,3,3-
tetrametoxipropano (Sigma). A concentragdo de proteina foi determinada pelo
método de Lowry (1951), utilizando-se albumina bovina (Sigma) como padrao.
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Prejuizo oxidativo protéico. A quantificacido de carbonilas

protéicas reativas, como medida da modificagdo oxidativa de proteinas, em
amostras de figado e musculo obedeceu o método espectrofotométrico da 2,4-
dinitrofenilidrazina (DNPH), conforme Reznick e Packer (1994). O tecido analisado
(150-200 mg) foi homogeneizado em 3 mL de tampao fosfato 0,05M, pH 7.4,
contendo digitonina (Calbiochem) (1%), um coquetel de antiproteases
(phenyimethyisulfonyl fluoreto, 40ug/mL; leupeptina, S5ug/mL; pepstatina, 7ug/mL e
aprotinina, 5S5ug/mL; Sigma) e EDTA 1mM. O homogenato foi incubado, na
temperatura ambiente, por 15 minutos, e centrifugado a 6000 x g, por 10 minutos.
Para remogéo dos acidos nuciéicos (compostos interferentes, cuja presenga pode
acarretar superestimacédo da quantidade de carbonilas), incubaram-se as
amostras com solugdo de sulfato de estreptomicina a 10% (Sigma, concentragéo
final de 1%), deixando-as a temperatura ambiente por mais 15 minutos. Em
seguida, foram centrifugadas a 6000 x g, por 10 minutos e o sobrenadante
coletado para a reagdo com DNPH (Sigma). Para tal, transferiu-se 1 mL do extrato
protéico para cada um de dois tubos (12 mL); a um deles foi adicionado 4 mL de
solugdo de DNPH (10 mM em HCL 2,5 M) e ao outro, 4 mL de HCL 2,5 M. Os
tubos foram deixados por 1 hora, a temperatura ambiente, no escuro, sendo
agitados a cada 15 minutos. Ao final deste periodo, adicionou-se 5 mL de acido
tricloroacético (TCA) 20% a ambos os tubos (concentragdo final de 10%),
deixando-os em gelo, por 10 minutos e centrifugando-os, a seguir, por 5 minutos;
os precipitados protéicos foram reservados, descartando-se os sobrenadantes. Os
precipitados resultantes foram ent&o tratados com solugdo de TCA a 10%, sendo
desintegrados com bastdo de vidro e submetidos a trés lavagens com 4 mL de
etanol/acetato de etila (Merck, 1:1), para remog¢do de DNPH livre e contaminantes
lipidicos. O precipitado final foi dissolvido em 2 mL de hidrocloreto de guanidina
6M (Calbiochem), com agitacdo a 37°C, por 10 minutos e sua absorbancia
registrada na faixa de 355-390 nm, contra o branco, representado pela
amostra tratada com HCL. A absorbancia méxima foi empregada na formula:
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C= Abs(355-390) x 45,45 nmol/mL. Os resultados foram expressos em nmol de
carbonilas protéicas reativas por mg de proteina. Para a determinagé&o de
proteina, procedeu-se a leitura das amostras tratadas com HCL, a 280 nm,
utilizando-se uma curva padrao de albumina bovina. A denominagao de carbonilas
protéicas reativas justifica-se pelo fato dos grupos carbonilas naturaimente
presentes nas ligagdes peptidicas néo reagirem com DNPH (Cao e Cutler, 1995).

Vitamina E. A concentragéo de vitamina E, em figado,
musculo e plasma foi determinada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC), segundo o método de Sharma & Kumar (1990), com modificagdes. A
preparacao dos tecidos obedeceu o seguinte procedimento: a 400uL de
homogenato (obtido conforme descrito para TBARS) de figado ou musculo ou a
200uL de plasma (+ BHT 9,1mM) adicionou-se 400ulL de etanol absoluto,
agitando-se em vortex por 1 minuto. Acrescentou-se ao meio de extragao 480puL
de hexano (EM SCIENCE, grau HPLC), agitando-se a mistura por 45 segundos e
centrifugando-se, em seguida, a 1112 x g, por 5 minutos. Coletou-se 320ul. da
camada de hexano, o qual foi evaporado sob fluxo de N2, sendo o residuo
dissolvido em 100ul. de metanol (EM SCIENCE, grau HPLC). Finaimente, uma
amostra de 20uL foi injetada na coluna, a um fluxo de 1mL/min, utilizando-se
metanol 100% como fase moével, e a fluorescéncia monitorada por 6 minutos
(excitagdo, 290 nm; emissdo, 330nm). Utilizou-se o cromatégrafo Solvent Delivery
System, Varian, modelo 9012, equipado com detector de fluorescéncia, modelo
9075 e com o software Star Chromatography Workstation. A coluna constituiu-se
uma C-18, 125 x 4 mm (LiChorospher 100RP-18, 5uM, Merck). (t)-a-Tocoferol
(Sigma) foi utilizado como padrdao externo. Os resultados foram expressos em

ug/mg de proteina, para figado e muasculo, e em pg/mbL de plasma, para este
tecido.
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Glutationa. O tripeptideo glutationa (GSH) foi determinado
em figado, por eletroforese capilar de alta eficiéncia (HPCE), segundo
procedimento modificado de Ercal e colaboradores (1996). No preparo da
amostra, aproximadamente 250 mg de figado foram homogeneizados em 1 mL de
agua ultra pura , acrescentando-se em seguida igual quantidade de acetonitrila
(EM SCIENCE, grau HPLC), para precipitagdo de proteinas; a mistura foi agitada
em vortex, por 30 segundos, e centrifugada a 10.000 x g, por 5 minutos. O
sobrenadante foi filtrado (Millipore, 13mm, 0.22 um) e injetado no capilar. O
equipamento empregado para as determinagdes consistiu-se do sistema de
eletroforese capilar HP*®, controlado pelo software HP ChemStation System
(Hewlett Packard). Utilizou-se um capilar de silica fundida, sem revestimento, com
comprimento efetivo de 72 cm e didmetro interno de 75um, empregando-se como
eletrélito tampao fosfato 50mM, pH 7.0 (Hewlett Packard). A temperatura do
capilar foi de 23°C e o comprimento de onda de detecgdo, 214 nm. As amostras
foram introduzidas por pressao (50 mBar, 5 segundos), sendo aplicada voltagem
de 30 kV. No inicio de cada corrida, estabelecia-se um pré-condicionamento, com
NaOH 0.1 N (Hewlett Packard), por 2 minutos, seguido de agua ultra pura, por 1
minuto e, finaimente, tampado fosfato por 2 minutos, para equilibrar o capilar.
Glutationa reduzido e oxidado(Sigma) foram utilizados para confecgdo das
respectivas curvas padrédo. O resultado foi expresso em ug/mg de proteina.

Andlises estatisticas

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de varidncia
(ANOVA) de duas vias, para determinar a significancia (P < 0,05) das diferencas
devidas aos principais efeitos, dieta e exercicio, bem como sua interagio. Quando
F resultou significativo, seguiu-se o teste de classificagdo de Duncan. Com a
finalidade de analisar as possiveis correlagdes entre as variaveis estudadas, o
método de correlagcdo simples de Pearson foi selecionado, verificando-se a
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significancia do r calculado (P <0,05). Para tais andlises, utilizou-se o programa
STATISTICA para Windows, versdo 5.0 (StatSoft, Inc.).

Resultados

Ponto de exaustdo. Os tempos de resisténcia ao exercicio

variaram consideraveimente com o tipo de dieta. Enquanto os grupos mantidos
nas dietas controle e de suplementagio atingiram a exaustdo aos 39 +t6e 18 £ 2
min, respectivamente, a média do grupo restrito apresentou-se significativamente
superior a ambos, com 69 + 11 min (P < 0,0025). Apesar de n&o diferir do grupo
controle, os animais que receberam suplementagdo com vitamina E apresentaram
uma tendéncia a pior performance. Essas diferengas evidenciaram a vantagem da
restricao calérica e a potencial desvantagem da suplementagéo com vitamina E na
performance fisica dos animais.

Peroxidacdo lipidica. Os valores de TBARS, para o figado,
obtidos no presente estudo, encontram-se na Figura 1. No que se refere a este
parametro, houve diferenga significativa entre as diversas dietas (P < 0,0001), néo
ocorrendo, entretanto, efeito do exercicio isoladamente, nem interagédo entre os
dois fatores (P > 0,05). Percebe-se que o grupo suplementado com vitamina E,
independentemente do exercicio, apresentou menor peroxidacéo lipidica (0,26 +
0,01 nmoles MDA/mg proteina), enquanto que é restricdo calérica ndo mostrou
efeito protetor (0,33 + 0,01 nmoles MDA/mg proteina), em relagdo ao grupo
controle (0,32 + 0,01 nmoles MDA/mg proteina). Analisando-se esses resultados e
aqueles referentes ao ponto de exaustéo, verifica-se que os animais sob restrigéo,
apesar de terem desenvolvido uma atividade fisica de maior magnitude, por
resistirem maior tempo até alcangar a exaustdo, ndo apresentaram maior
peroxidagao lipidica. Por outro lado, foi notdvel a tendéncia a diminuicdo da
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Figura 1 — Efeito da dieta na peroxidagéo lipidica no figado. Os valo-
res consistem em média e erro padrdo (CNE, n = 8; RE,
n =9; demais grupos, n= 10). Letras diferentes indicam
diferenca estatistica significativa (P < 0,0001).
C: controle, R: restrito, S: suplementado; NE: ndo exerci-
tado, E: exercitado).
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resisténcia fisica pelos animais suplementados, embora a dieta, isoladamente,
tenha promovido menor prejuizo lipidico.

No musculo, similarmente, dieta e exercicio néo interferiram
de forma conjunta (Figura 2), mas detectou-se a influéncia individual de ambos
os fatores (P < 0,02). A suplementagdo com vitamina E reduziu a concentragéo de
TBARS (S: 0,14 + 0,003 nmoles MDA/mg proteina), quando comparada aos outros
dois grupos de dieta (C: 0,15 + 0,004; R: 0,16 + 0,004 nmoles MDA/mg proteina),
efeito semelhante ao produzido pelo exercicio (E: 0,15 + 0,003; NE: 0,16 + 0,004
nmoles MDA/mg proteina).

Prejuizo oxidativo protéico. Os resultados relativos a

concentragdo de carbonilas protéicas reativas no figado e no musculo dos
grupos estudados podem ser observados na Tabela 2. Analisando este parametro
como medida da extens&o do dano oxidativo de proteinas, verifica-se que tanto no
figado como no musculo, nem a suplementagdo com vitamina E nem a restrigao
calérica demonstraram qualquer efeito (P > 0,05). De modo semelhante, o
exercicio nao influiu no dano protéico (P > 0,05).

Vitamina E. A concentragio de vitamina E dos diferentes
grupos variou em fungdo do tecido analisado. O figado e musculo de animais
suplementados, como consequéncia do maior aporte recebido na dieta,
apresentaram maiores concentragdes de a-tocoferol (3,25 + 0,22 e 0,25 + 0,006
ug/mg de proteina, respectivamente) do que os grupos controle e restrito (C: 0,25
+ 0,006 e 0,14 + 0,005; R: 0,31 + 0,012 e 0,13 + 0,006 ng/mg de proteina,
respectivamente), independentemente do exercicio aplicado (P < 0,0001) (Figuras
3 e 4). Do mesmo modo que a atividade fisica nao apresentou influéncia neste
parametro, ndo houve interagédo entre este fator e a dieta (P > 0,05).
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Figura 2 - Efeito da dieta (1) e do exercicio ( Il ) na peroxidagso lipidica
no musculo. Os valores consistem em média e erro padrdo
(CNE, n = 8; RE, n = 9; demais grupos, n =10).Letras diferentes
indicam diferenca estatistica (P < 0,02).
(C: controle, R: restrito, S: suplementado; NE: ndo exercitado,
E: exercitado).
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Tabela 2 — Efeito da dieta e exercicio no dano oxidativo
protéico em figado e musculo.

Carbonilas protéicas

Grupo (nmoles/mg de proteina)
Figado Musculo

CNE 4,80 + 0,20 5,61 +£0,21
CE 4,89 +0,18 5,82 £0,17
RNE 5,03+£0,10 5,52 +£0,24
RE 5,02 £0,30 5,60 + 0,11
SNE 4,80 +0,25 5,20 + 0,23
SE 4,92 + 0,23 5,58 + 0,25

Os valores consistem na média + erro padrio (CNE,
n=8; RE, n=9; demais grupos, n = 10). Resul-
tados de uma mesma coluna n&o apresentaram dife-
renca significativa entre si (P> 0,05). C: controle;

R: restrito; S: suplementado; NE: n&o exercitado;

E: exercitado.
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Vitamina E (ug/mg de proteina)

CNE CE RNE RE SNE SE

Figura 3 — Efeito da dieta na concentraggo de vitamina E no figado. Os
valores consistem da média e erro padréo (CNE, n = 8;
RE; n = 9; demais grupos, n = 10). Letras diferentes indicam
diferenga significativa (P < 0,0001). (C: controle, R: restrito,
S: suplementado; NE: ndo exercitado; E: exercitado).
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Vitamina E (ug/mg proteina)

A

CNE CE RE SNE SE

Figura 4 - Efeito da dieta na concentragio de vitamina E no
musculo. Os valores consistem da média e erro padrio
(CNE, n = 8; RE, n = 9; demais grupos, n = 10).Letras
diferentes indicam diferenga significativa (P < 0,0001).
(C: controle, R: restrito, S: suplementado;
NE: nao exercitado; E: exercitado).
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No plasma, por outro lado, o exercicio (P < 0,006), bem como
a dieta (p < 0,0001), isoladamente, exerceram influéncia na concentragdo de
vitamina E, néo sendo detectada, entretanto, interagéo entre os dois fatores (P >
0,05) (Figura 5). Animais suplementados apresentaram maiores concentragoes
deste antioxidante (6,35 + 0,5 ug/mg de proteina), comparado aqueles sob dieta
controle (2,92 + 0,24 pg/mg de proteina) e de restricdo (3,28 + 0,23 ug/mg de
proteina), da mesma forma que nao exercitados (4,91 + 0,5 ug/mg de proteina) em

relagéo aos que sofreram exercicio exaustivo (3,63 + 0,30 pg/mg de proteina).

Os resultados obtidos para o plasma correlacionaram-se
significativamente com aqueles de figado e musculo, apesar do distinto
efeito do exercicio nesses tecidos (Figura 6). Por outro lado, a proporgdo do
aumento da concentragéo de vitamina E nos animais suplementados em relagao
aos demais grupos mostrou-se diferente: o figado demonstrou uma maior
elevagéo (da ordem de 10 x) do que em musculo e plasma (de aproximadamente
2 x), superioridade esperada em virtude do papel de armazenamento
desempenhado pelo tecido hepatico.

Com o intuito de verificar a relago entre prote¢éo antioxidante
e dano oxidativo nos tecidos analisados, obtiveram-se os dados de correlagdo
entre a concentragio de vitamina E e o prejuizo lipidico, em figado e musculo
(Figura 7). Observa-se que, em ambos os tecidos, estabeleceu-se uma pequena
correlagéo negativa, porém significativa (figado: r=- 0,50 P < 0,001; musculo: r =
- 0,32 P<0,03).

Na Figura 8 podem ser observados os cromatogramas tipicos
obtidos para o padrao e os tecidos analisados.

Glutationa. Os resultados relativos aos teores de GSH no

figado podem ser observados na Tabela 3. Tal como a formagao de carbonilas
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Figura 5 — Efeito da dieta (1) e exercicio (ll) na concentragdo de
vitamina E do plasma. Os valores consistem da média e
erro padrdo (CNE, n = 8; RE, n = 9; demais grupos,

n = 10).Letras diferentes indicam diferenga
significativa (dieta, P < 0,0001; exercicio, P < 0,004).
(C: controle, R: restrito, S: suplementado;

NE: ndo exercitado; E: exercitado).
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Tabela 3 - Efeito da dieta e do exercicio na concentragao
de glutationa (GSH) no figado.

GSH

Grupo (ug GSH/ mg proteina)
CNE 6,15+ 0,67

CE 5,16 +0,44
RNE 6,28 + 0,66

RE 5,75 £ 0,21

SNE 6,13 +0,81

SE 6,09 + 0,68

Os valores consistem da média + erro padrio

(CNE, n = 8; RE, n = 9; demais grupos, n = 10).

N&o houve diferenca significativa entre os grupos

(P > 0,05). (C: controle, R: restrito, S: suplementado;
NE: ndo exercitado; E: exercitado).
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protéicas reativas, seus valores nao sofreram alteragio em fungio de nenhum dos
dois fatores estudados (P > 0,05), apesar de ser verificada uma leve tendéncia a
reducdo com o exercicio. A quantificagdo da forma oxidada deste tripeptideo,
GSSG, que constitui valiosa informagéao na caracterizagdo do estresse oxidativo,
também foi objeto do presente estudo, uma vez que o método se destinava a
identificar ambos os compostos, de forma simultanea. Entretanto, os resultados
obtidos demonstraram imensa variabilidade (Tabela 4). As determinagées de
ambas as formas, no musculo, também foram efetuadas; neste tecido a forma
oxidada ndo foi nem detectada pelo método e a reduzida, presente em
quantidades menores do que no figado (Tabela 4), demonstrou, além de elevada
variabilidade, limitada reprodutibilidade entre repeticdes de uma mesma amostra
(Tabela 5). Os eletroferogramas caracteristicos dos padrdes e figados analisados
encontram-se nas Figuras 9 e 10.
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Tabela 4- Resultados de glutationa reduzida (GSH) no musculo e
oxidada (GSSG) no figado, por HPCE.

GSH GSSG
Grupo (ng/mg proteina) (ng/mg proteina)
musculo figado
CNE 0,187 + 0,016 (20) 0,197 + 0,084 (85)
CE 0,501 + 0,077 (38) 0,552 + 0,364 (147)
RNE 0,321 £ 0,131 (60) 0,992 + 0,354 (80)
RE 0,294 + 0,028 (21) 0,498 + 0,452 (91)
SNE 0,342 + 0,050 (36) 0,656 + 0,271 (72)

SE 0,384 + 0,059 !34! 0,984 + 0,532 (121)

Os valores representam a média + erro padr&o (entre parénteses
encontram-se os coeficientes de variagdo%) (CNE, n = 8; RE,

n = 9; demais grupos, n = 10). (C: controle, R: restrito,

S: suplementado; NE: n&io exercitado; E: exercitado).
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Tabela 5 - Determinagdo de glutationa reduzida (GSH) em musculo,
por HPCE

Repeticdo 1 2 3 4 5 6 7 8 9
(CNE) (CE) (CE) (RNE) (RNE) (RE) (SNE) (SE) (SE)

1 129 085 044 0,13 067 031 034 060 044

2 046 159 042 030 085 084 143 095 059

Mdtep 088 122 043 022 0,76 058 0,88 0,78 0,52
t + t+ * + b t t +

029 026 0,007 006 006 019 039 0,12 005

C: controle, R: restrito, S: suplementado; NE: n&o exercitado, E: exercitado.
Md + ep: média + erro padrdo das repeticbes em cada coluna.
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Figura 9 - Eletroferograma de amostra padrio de glutationa reduzida
(GSH; 0,2 mg/mL de agua ultra pura) [tempo de reteng3o:

17,635 min] e glutationa oxidada (GSSG; 0,2 mg/mL) [tempo:
24,264 min].
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Discussao

As evidéncias experimentais do aumento de longevidade
produzido pela restrigdo caldrica tém suscitado inimeros estudos. Entre os quais,
aqueles que investigam seu efeito especifico no combate ao estresse oxidativo,
como mecanismo para explicar aqueles resultados. Neste sentido, os trabalhos
relacionando a restrigdo calérica com os parametros indicadores de estresse
oxidativo tém produzido informagbes contraditérias. O papel da vitamina E na
protegéo contra o dano oxidativo também tem sugerido varias discussées.

Cabe enfatizar, inicialmente, as diferengas observadas na
performance fisica entre os trés grupos de dieta. A restrigio aumentou a
resisténcia a exaustéo, enquanto a suplementagéo, apesar de n&o ter produzido
diferengca em relagdo a alimentagdo normal, mostrou tendéncia a diminui-la.
Percebe-se que, independente do efeito daquelas dietas nos parametros
bioquimicos, as diferengcas de magnitude do trabalho fisico realizado entre os trés
grupos ja demonstram distinta repercusséo dos regimes.

No presente estudo, analisando-se particularmente o papel da
dieta na peroxidacdo lipidica, independente do exercicio, a suplementagdo com
vitamina E reduziu os valores de TBARS encontrados para figado e musculo, em
relagdo a alimentagéo normal, efeito ndo detectado para a restrigdo calérica.
Empregando igual modelo de restrigdo a camundongos, por um periodo de 8
semanas, Rojas e colaboradores (1993) detectaram mesmo um aumento nos
valores de TBARS, bem como na sensibilidade & peroxidacgao lipidica, atribuidos
a restricdo. Esses autores também estudaram o efeito da restricdo alimentar
global, ndo encontrando alteragéo desses valores em relagéo ao grupo controle.
Tais resultados levaram os pesquisadores a conclusio de que a restrigdo de curta
duracio n&do exerceu efeito antioxidante. Concluiram ainda que a redugdo nos
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carboidratos ocasionou um desequilibrio na dieta, levando a um forte aumento na
peroxidagao lipidica. Em trabalho anterior, Koizumi e colaboradores (1987), por
outro lado, verificaram redugdo da peroxidacao lipidica pela restrigao caldrica em
carboidratos, apos 11 meses de imposi¢ao do regime.

Ainda a respeito da influéncia do tempo de restricdo e seu
efeito na peroxidagdo, Rao e colaboradores (1990) nao detectaram alteragéo com
aproximadamente 3 meses de restricdo calérica global, mas foi perceptivel uma
reducio nos valores de TBARS em figado dos animais sob este regime por 11 e
20 meses. Efeito similar foi detectado anteriormente (Koizumi e colaboradores,
1987), em camundongos, aos 11 meses, mas ndo aos 23 meses de restrigdo
calérica. Por outro lado, Armeni e colaboradores (1997), mesmo em animais sob
restricio durante 25 meses, nao verificaram seu efeito protetor contra o dano
lipidico. Venkatraman e colaboradores (1998), estudando a restricdo com
diferentes tipos de dieta, por 4 meses, também concluiram nao exercer a restri¢éo,
de forma geral, nenhum efeito benéfico sobre a peroxidagao lipidica.

O efeito protetor da vitamina E, ora relatado, assemelha-se ao
referido por outros estudos. Leibovitz e colaboradores (1990) verificaram uma
redugdo dos valores de TBARS, em amostras de figado e coragéo de ratos que
receberam suplementacdo com vitamina E. Resultados semelhantes foram
descritos em outros estudos em eritrécitos (Zamora et al.,, 1991; Garrido et al.,
1993), em plasma e musculo (Goldfarb et al., 1994; Sen et al., 1997) e em figado
de animais que receberam diferentes tipos de lipideos na dieta (lbrahim et al.,
1997; Sen et al., 1997). Toma-se interessante ressaltar que a via e,
especialmente, a dosagem de vitamina administrada variaram bastante entre os
diversos estudos.

Analisando o efeito da atividade fisica na peroxidagao lipidica,
verificou-se que o exercicio fisico exaustivo, nas condigbes do presente estudo,
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nao aumentou os valores de TBARS no figado e mesmo os reduziu no musculo,
diferentemente de muitos relatos encontrados na literatura, em que se encontra
uma associagéo entre o aumento da peroxidagéo lipidica em diversos tecidos e a
atividade fisica intensa em animais nao treinados (Alessio et al., 1988; Goldfarb et
al.,, 1994; Venditti e Meo, 1996; Sen et al., 1997). Entretanto, nem todos os
trabalhos, tal como no presente, demonstram essa associagéo (Alessio, 1993).

Convém destacar que a intensidade do exercicio consiste em
importante fator a influenciar o estresse oxidativo (Witt et al., 1992; Alessio, 1993:
Ji, 1995). Ji e colaboradores (1992), avaliando os efeitos de uma bateria aguda de
exercicio em esteira, executada em cinco diferentes graus de intensidade,
verificaram aumento na peroxidagdo apenas em dois dos tratamentos (de ordem 3
e 5). No presente caso, em teste fisico Unico, o tempo para alcangar a exaustao
variou entre os diferentes grupos de dieta, alterando consequentemente a
magnitude do trabalho fisico realizado. Deve-se destacar que o grupo restrito,
apesar de se ter exercitado por tempo significativamente maior, ndo apresentou
diferentes valores de TBARS, o que poderia sugerir algum efeito protetor desse
regime. Nesse sentido, estes resultados estdo de acordo com os de Venkatraman
e colaboradores (1998), que nédo observaram aumento da peroxidagéo lipidica em
figado de ratos, mesmo apés serem submetidos, por dois meses, a sessdes
diarias de exercicio exaustivo.

No que diz respeito ao dano oxidativo de proteinas, expresso
no aumento da formagao de grupos carbonila reativos, ndo se detectou nenhuma
diferenga entre os diferentes grupos de dieta e nem interferéncia do exercicio
fisico, no presente estudo. Entretanto, encontram-se trabalhos relatando a
reducdo dessas substincias em diversas situagdes experimentais, como pela
restricdo cal6rica em figado de ratos (Youngman et al., 1992) e cérebro de
camundongos (Dubey et al., 1996), bem como através da suplementagio com
vitamina E (Reznick et al., 1992; Ibrahim et al., 1997; Sen et al., 1997). Embora o
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dano protéico decorrente da atividade fisica tenha sido pouco estudado, existem
também referéncias de aumento daquele prejuizo causado pelo exercicio
extenuante (Reznick et al., 1992; Sen et al., 1997). Por outro lado, Cao e Cutler
(1995) nao encontraram variagdo desse parametro entre os ratos de diferentes
idades, nem detectaram a influéncia de PBN (N-feri-butyl-a-fenilnitrona), uma
substancia que demonstrou, em estudos precedentes, reverter o aumento de
grupos carbonilas associado a idade.

A quantificagdo de carbonilas protéicas reativas pelo método
da 2,4-dinitrofenilhidrazina, utilizado neste e nos trabalhos anteriormente citados,
entretanto, tém merecido criticas. Cao e Cutler (1995) estudaram esse
procedimento, concluindo que nZo poderia medir, de forma confiavel, as
carbonilas reativas em extratos brutos de tecidos, apresentando como um dos
principais problemas a interferéncia dos 4&cidos nucléicos. Os autores
argumentaram, inclusive, que estudos relatando aumentos de carbonilas protéicas
com a idade, ndo introduziram no procedimento analitico etapa para remogéo
desses interferentes. Para minimizar o problema, portanto, adicionaram sulfato de
estreptomicina, seguida de uma etapa de didlise, 0 que reduziu muito a
concentracdo de carbonilas no extrato. No presente trabalho, empregou-se o
sulfato de estreptomicina, mas ndo a etapa de didlise e os valores ora
encontrados, em figado de ratos, apresentaram-se superiores aos daquele estudo;
as elevadas concentragbes presentes em varios trabalhos sdo atribuidas, pelos
autores, a contaminagdo com o DNPH nao eliminado, um outro importante
problema nesse método. Portanto, as limitagbes do método da 24-
dinitrofenilhidrazina devem ser consideradas nos resultados aqui encontrados.

O papel da vitamina E no combate ao estresse oxidativo nas
membranas celulares encontra-se bem definido e tem sido objeto de estudo nos
mais diversos contextos experimentais. A expectativa de incrementar sua agéo
antioxidante através do aumento de seu aporte na dieta constituiu o interesse de
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muitos pesquisadores. Na presente investigagéo a concentragdo de vitamina E,
em todos os tecidos analisados, apresentou-se, conforme esperado,
significativamente maior nos ratos que receberam suplementagdo desta vitamina
na dieta, aumento que repercutiu em menores valores de TBARS, conforme
descrito anteriormente. A restricdo calérica ndo apresentou nenhum efeito nesse
parametro antioxidante. Rojas et al. (1993) encontraram mesmo uma redugdo, nio
de vitamina E, mas de outra importante vitamina do sistema de defesa
antioxidante, a vitamina C, em animais submetidos tanto a restricdo alimentar
como a calérica, em termos de carboidratos.

No que se refere a influéncia do exercicio, somente a
concentracdo plasmatica de vitamina E mostrou-se alterada, sofrendo uma
reducéo pela atividade fisica exaustiva. Neste contexto, a literatura retne relatos
de diferentes resultados: nenhum efeito do trabalho fisico no contetido de vitamina
E em musculo, apés exercicio em esteira (Warren et al., 1992), tal como no
presente caso ou, contrariamente, redugao neste tecido (Reznick et al., 1992; Sen
et al., 1997) e no figado (Sen et al., 1997) e ainda, elevagéo no figado e misculo e
reducéo no plasma de animais submetidos a treinamento antes da bateria de
exercicio exaustivo (Benderitter et al., 1996). Viguie e colaboradores (1993),
submetendo voluntarios a exercicio progressivo, nio detectaram alteragdo na
concentragédo plasmatica de vitamina E antes, durante e apés a atividade fisica
realizada. Pincemail e colaboradores (1988), por outro lado, observaram um
aumento nessa concentragdo na metade do exercicio, seguida por uma redugéo
na exaustéo, voltando aos valores iniciais ap6s 10 minutos de repouso posterior
ao exercicio.

Os estoques de vitamina E podem sofrer redistribuicdo entre
os diferentes tecidos. O jejum e o exercicio constituem fatores que podem interferir
nessa transferéncia (Parker, 1989). No presente estudo, sua menor concentragio
no plasma de animais exercitados, sem alteragéo das concentragdes hepatica e
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muscular, poderia sugerir uma captagao aumentada pelo musculo, para dispéndio
e manutencdo de seu préprio pool, sem que tivesse havido ainda a reposi¢ao
plasmatica a partir do estoque hepatico. Isto pode significar rapida mobilizagao do
sangue para o musculo e lenta do figado para o sangue. Verificou-se, desse
modo, a mobilizagao do pool de vitamina E por ocasido do exercicio aplicado.

A concentracdo de outro importante antioxidante, GSH,
consiste uma valiosa informag¢ao no estudo do estresse oxidativo. Mais do que a
glutationa total, a quantificacdo das duas formas separadamente, reduzida e
oxidada, indica, por diminuigdo da primeira € aumento da segunda, aumento do
dano oxidativo. No presente caso, os valores de GSH nao variaram em
decorréncia de nenhum dos fatores presentemente estudados. A dieta,
particularmente, seja a restrigdo caldrica ou a suplementagdo com vitamina E,
aparentemente nado exerceu qualquer interferéncia neste parametro.
Consistentemente com o observado para os niveis de peroxidacao lipidica, dano
protéico e estoques de vitamina E, os valores inalterados de GSH podem reforgar
a possibilidade de um efeito protetor da restricdo, por ndo se detectar prejuizo
apesar do trabalho fisico de maior magnitude realizado. Estudos investigando
restricdo caldrica de curto (Rojas et al., 1993) e longo prazo (Masoro et al., 1991)
verificaram efeito semelhante, embora haja relatos de um aumento de GSH em
conseqiiéncia deste tipo de regime (Albrecht et al.,, 1992; Armeni et al., 1997). A
suplementag¢do com vitamina E, por quatro semanas, similarmente, ndo produziu
alteragdo na concentragdo de GSH, em figado de camundongos (lbrahim et al.,
1997).

O exercicio exaustivo, tal como a dieta, no presente caso, nao
produziu alterag@o no teor hepatico de GSH. A carga e a intensidade do exercicio
parecem ser importantes no seu efeito na concentragdo deste antioxidante (Ji et
al.,, 1992). Em estudo realizado com ratos exercitados com diferentes cargas de
trabalho, em esteira, Ji e colaboradores (1992) detectaram elevagdo na
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concentragédo de GSH, em um dos misculos analisados, apenas nos dois
tratamentos de maior intensidade. Outros relatos indicaram uma severa deble@o
de glutationa total (GSH+GSSG) (Pyke et al., 1986) e GSH (Leeuwenburgh e Ji,
1995) em figado, mas ndo em musculo, de animais submetidos a exercicio
exaustivo. No presente caso, entretanto, ap6s os animais restritos terem realizado
exercicio de maior magnitude que os demais, em condigées comparaveis as dos
estudos citados, nao foi detectada alteragéo na concentragao hepatica de GSH.

Um outro ponto que merece discussdo € a metodologia
empregada para quantificar o GSH. A eletroforese capilar de alta performance
constitui uma promissora técnica na separagio de pequenas moléculas biolégicas,
mesmo diante de desvantagens como a interferéncia do material do capilar na
separagdo dos componentes (Ercal et al., 1996; Deyl e Struzinsky, 1991). O
procedimento empregado no presente estudo permite a determinagdo simultanea
das duas formas do tripeptideo, sem etapa prévia de derivatizagdo, o que resulta
em vantagem consideravel, dada a importadncia da razdo GSH/GSSG para
estudos de estresse oxidativo.

Realizaram-se determinagdes de GSH e GSSG em figado e
musculo dos animais estudados. Entretanto, apenas os resultados de GSH em
figado foram considerados. Os dados de GSSG, neste tecido, apresentaram
elevada variabilidade; as concentragées muito mais baixas desse composto,
normalmente encontradas nos tecidos, quando comparadas as da forma reduzida,
podem ter contribuido para este resultado. Ercal e colaboradores (1996)
mencionaram esta limitagdo, recomendando este método para situagbes de
estresse oxidativo, quando o GSSG aumenta (a razdo GSH:GSSG é de
aproximadamente 250 na auséncia de estresse oxidativo). No musculo, o GSSG
ndo foi nem mesmo detectado; a determinagdo de GSH neste tecido, por outro
lado, apresentou consideravel variabilidade, a que pode ser entendida pela
dificuldade de homogeneizagdo do musculo apenas em agua. A introdugéo de
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substincias no meio de homogeneizagdo que permitam a solubilizagdo das
proteinas musculares, sem, no entanto, ocasionar alteragao na parede do capilar,
devera ser um interessante objeto de estudo.

Dos resultados apresentados, verifica-se que, nas condigdes
do presente trabalho, o exercicio exaustivo imposto aos animais nao promoveu
estresse oxidativo; de forma oposta, reduziu, embora levemente, os valores de
TBARS, no musculo. Por outro lado, a suplementagdo com vitamina E,
independentemente do exercicio aplicado, porém nao a restrigdo calérica, em
termos de carboidratos, exerceu efeito protetor, no que diz respeito a peroxidagao
lipidica, no figado e no musculo dos animais estudados, aumentando ainda a
concentragdo desta vitamina em todos os tecidos analisados. Nao deve ser
esquecido, ainda, o potencial efeito protetor da restrigido calérica, em virtude de
néo ter permitido aumento do prejuizo oxidativo, apesar do trabalho fisico de maior
magnitude realizado pelo grupo de animais submetidos a esse regime.
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Alteragées metabdlicas induzidas no rato exercitado por

restricao calérica e suplementagcao com vitamina E

Metabolic changes induced by caloric restriction and vitamin E supplementation in
the exercised rat

Oliveira, S. L. de, Diniz, D. B., Macedo, D. V. De, Amaya-Farfan, J.

Abstract

The effects of caloric (carbohydrate) restriction (CR) and vitamin E supplementation
on some exercise-induced metabolic modifications in rats were studied. Male
Wistar, eleven-wk old rats were fed control (C)(AIN-83M), or restricted amounts of
a modified control (R), or control plus vitamin E (1425 Ul of all-rac-a-tocopheryl
acetate)(S) diets. After feeding the diets for five months, the animals in each group
were divided into exercised (E) and non-exercised (NE) categories. Before being
killed, the rats of the exercised category were required to run on a treadmill to
exhaustion. Hepatic and muscular glycogen, plasma glucose, insulin and lactate
were determined and the time to reach exhaustion was registered. Caloric
(carbohydrate) restriction increased hepatic glycogen and resistance to exhaustive
exercise, but not produce any effect in the insulin and lactate concentrations. When
associated to exercise, CR lowered the glycemic levels. Vitamin E suppiementation
decreased the resistance to exhaustion in the exercised animals, when compared
to caloric restriction, but not to the normal diet. The biochemical basis for the
choking effect shown by vitamin E supplementation is not known. These results
indicate that caloric restriction improved physical performance, whereas vitamin E
supplementation showed a tendency to decreased it.

Key words: caloric restriction, vitamin E, exercise, glycogen.

Artigo 2 73



Introdugao

O impacto da dieta na nutrigdo humana e seu papel na
qualidade de vida constituem tema de especial interesse de diversas areas da
pesquisa cientifica. Neste contexto, a restricdo calérica vem se destacando por
seu reconhecido efeito sobre a longevidade, aumentando o tempo de vida de
varias espécies estudadas (Weindruch, 1996).

Encontram-se descritos na literatura os beneficios da restrigo
calbrica na prevengdo de varias modificagdes relacionadas a idade, tais como
perda da resposta lipolitica de adipécitos a horménios, alteragdo da estrutura e
fungdo do musculo esquelético, aumento dos niveis de calcitonina sérica e
declinio na atividade locomotora espontanea. Seus efeitos no sistema nervoso
central, fungdo reprodutora e sistema imune também tém sido objetos de
investigagdo (Masoro et al., 1991). Descrevem-se ainda alteragdes metabélicas
como reducéo da glicemia, da insulina circulante (Reaven e Reaven, 1981; Cartee
and Dean, 1994; Cartee et al, 1994; McDonald, 1997) e da concentragdo
plasmatica de colesterol e triacilglicer6is (Masoro et al., 1991).

Na tentativa de elucidar o mecanismo pelo qual essa
manipulagao dietética promove retardo das mudancas fisiologicas e patologicas
associadas ao envelhecimento, algumas teorias foram propostas (Masoro et al.,
1991). Entre elas, tem merecido particular enfoque aquela que discute o papel
antioxidante da restrigdo calérica no prejuizo oxidativo acumulado no decorrer da
vida (Masoro et al., 1991; Yu, 1994; Weindruch, 1996). Desse modo, uma outra
alternativa dietética que tem sido bastante investigada compreende a
suplementacdo com substéncias como a vitamina E, importante antioxidante
lipofilico das membranas celulares. Relatam-se diversos efeitos benéficos desse
procedimento, incluindo efeito protetor contra o prejuizo oxidativo em eritrocitos,
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figado e coragédo de ratos (Leibovitz et al., 1990; Garrido et al., 1993), inibicdo da
modificagdo do DNA e incidéncia de cancer (Zhang et al., 1997) melhora da
utilizagéo de glicose e resposta hepatica a insulina em humanos (Paolisso et al.,
1993) e retardo do inicio da diabetes em camundongos (Beales et al., 1994).

A influéncia da dieta em situagbes de alterada demanda
fisiolégica, como o exercicio fisico, também tem despertado a atengéo de alguns
pesquisadores (Slentz et al., 1990; Koubi et al., 1991; Spriet e Peters, 1998).
Neste sentido, os efeitos da suplementagdo com vitamina E vém sendo mais
exaustivamente investigados do que aqueles da restricao, especialmente seu
papel antioxidante no prejuizo induzido por aquela atividade fisica (Reznick et al.,
1992; Witt et al., 1992; Ji, 1995; Sen et al., 1997). No entanto, poucos estudos sdo
encontrados acerca da repercussdo de ambos os regimes nas modificagdes
metabdlicas induzidas pelo exercicio.

O objetivo do presente trabalho, portanto, consistiu no estudo
dos efeitos da restrigio calérica e da suplementagdao com vitamina E em aiguns
parametros relacionados ao exercicio fisico exaustivo, a saber, estoques hepatico
e muscular de glicogénio, performance fisica, glicemia, insulinemia e lactato
sanguineo.

Material e Métodos

Animais e dietas

Sessenta ratos Wistar machos, do Centro de Bioterismo da
Universidade Estadual de Campinas, de 21 dias de idade, foram mantidos com
dieta comercial (Labina, Ralston Purina do Brasil LTDA), com livre acesso a
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ragéo, em gaiolas coletivas, nas condiges do biotério (ciclo de claro/escuro de 12
h, 22 + 2°C), até atingirem aproximadamente 11 semanas de idade. Nesta fase,
os animais foram transferidos para gaiolas individuais e divididos em trés grupos
(n=20), por sorteio, conforme trés diferentes dietas (Tabela 1): Controle (C),
formulada conforme AIN-93 M (Reeves et al, 1993), Restrita (R), elaborada a
partir de modificagéo da controle, com restriciao de 30% de calorias, em termos de
carboidratos, e Suplementada (S), obtida acrescentando-se 1425 Ul de vitamina E
(All-rac-a-tocoferil acetato, 50% de atividade) a dieta controle.

A dieta de restrigéo foi constituida de modo que os animais,
consumindo 30% menos ragdo que o grupo controle, recebessem a mesma
quantidade dos demais nutrientes, sofrendo redugéo exclusiva no aporte calérico
em carboidratos. Desse modo, a restrigdo caldrica total de 30% foi obtida
mediante diminuigdo no consumo (30%) de uma dieta com menor teor glicidico,
resultando em decréscimo de 40% na ingestdao de carboidratos. A dieta de
suplementagédo com vitamina E, caracterizada por uma concentragdo vinte vezes
superior a recomendada (dieta controle), foi selecionada com o objetivo de
simular situagcdo de elevado consumo, defendido recentemente pela medicina
ortomolecular (cerca de quarenta vezes). Tal recomendagédo tem por finalidade
aumentar a prote¢do do organismo humano contra o estresse oxidativo e retardar
o envelhecimento.

Para mais eficiente controle da ingestdo calérica, efetuou-se a
determinagdao energética das dietas, em bomba calorimétrica (PARR modelo
1261, acoplada a um banho PARR modelo 1563).

Inicialmente, todos os grupos receberam dieta controle, por
um periodo de 8 dias, com a finalidade de ambientar os animais as novas
condi¢cdes: diferente apresentagdo da dieta e isolamento em nova gaiola.
Terminada esta etapa, as respectivas dietas experimentais foram entido
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Tabela 1- Composigao das dietas experimentais

Ingredientes Dietas (g/ 100g)
Controle  Restrita Suplementada

Caseina (85 %) 14,00 20,00 14,00
Amido de mitho (87,6%) 62,07 54,15 62,07
Sacarose (99,5%) 10,00 7,22 10,00
Oleo de soja 4,00 5,71 4,00
Fibra (celulose) 5,00 5,86 5,00
Mistura mineral AIN-93 M? 3,50 5,00 3,50
Mistura vitaminica AIN-93 M® 1,00 1,43 1,00
L-cistina 0,18 0,26 0,18
Bitartarato de colina 0,25 0,36 0,25
Ter-butilidroquinona 0,0008 0,0011 0,0008
Todo-rac-a-tocoferil acetato — — 0,285°
50% de atividade)

Calorias totais 347,71 347,62 347,71

* contém 20,98%
® contém 97,47% de sacarose
¢ para dar uma suplementag&io de 1425Ul / kg de dieta (total de 1500U1 /kg)
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introduzidas, permitindo-se uma adaptagéo de 4 dias, ap6és a qual iniciou-se o
periodo experimental propriamente dito, cuja duragdo foi de 21 semanas. Os
animais dos grupos controle e suplementado tiveram livre acesso a dieta,
enquanto que aqueles do grupo restrito ofereceu-se 70% da quantidade média
diaria de ragdo ingerida pelo grupo controle, calculada a partir dos dados de
ingest&o e rejeito, obtidos periodicamente (trés vezes por semana). O peso dos
animais foi acompanhado semanalmente. A agua (livre acesso) e a ragdo eram
renovadas no dia do controle da ingestdo. O manuseio e o procedimento
experimental seguiram as normas estabelecidas pela Comissdo de Etica da FEA
(Faculdade de engenharia de Alimentos) para Uso de Animais de Experimentagao.

Procedimento

Ao final do periodo experimental, entre a 202 e a 212 semana,
os ratos de cada grupo foram subdivididos, por sorteio, em duas categorias:
Exercitados (E) e N&o Exercitados (NE). Apés uma noite de jejum (15 h), o
primeiro subgrupo foi submetido a exercicio, sem treinamento, em bateria Gnica,
em esteira rolante com 15° de inclinagéo, a velocidade de 27 nm/min, até a
exaustao, condigéo definida em fungdo da prostragio assumida pelo animal na
esteira. O estimulo para a corrida foi proporcionado por choque elétrico de baixa
intensidade, disparado a cada vez que o animal parasse no inicio da plataforma de
corrida. O segundo subgrupo foi deixado em repouso. Os ratos foram exercitados
em conjuntos de seis componentes dos diferentes grupos experimentais, sendo
cronometrado o tempo de comida. Os animais n3o exercitados também
permaneceram na sala de exercicio, a fim de se uniformizar a interferéncia do
ambiente. Apés exaustdo, procedeu-se a medigéo de lactato no sangue retirado
da cauda, seguindo-se, imediatamente, o sacrificio, por deslocamento cervical e
submetendo-se os ndo exercitados ao mesmo processo. Ratos de ambos os
subgrupos foram sacrificados de maneira intercalada. Coletaram-se amostras de
sangue (pungio cardiaca), bem como o figado e os musculos gastrocnemius.
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O sangue foi tratado com &cido etilenodiaminotetraacético (EDTA, solugéo a 10%
em cloreto de sédio 0,9%, para uma concentragdo final de 1%), seguido por
repouso e posterior centrifugagdo a 1514 x g, por 15 min. O plasma assim obtido
e os demais tecidos foram imediatamente congelados em nitrogénio liquido e
armazenados a -80°C, até posteriores analises.

Andlises bioquimicas

Glicogénio. As determinagbes de glicogénio muscular e

hepéatico obedeceram o procedimento de extragdo de Sjorgreen e colaboradores
(1938) e do ensaio colorimétrico de Hassid & Abrahams (1957). Amostras de
musculo (200 mg) ou figado (500 mg) foram adicionadas a 1 mL de KOH 30%
(tubos de 15 mL) e colocadas em banho maria fervente, por 60 minutos, para
digesto do tecido. Apés este periodo, acrescentou-se 0,1 mL de Na,SO, saturado
e, em seguida, 3,5 (musculo) ou 7 mL (figado) de etanol (Merck, p.a.), sendo
deixados em banho fervente até o inicio da ebuligdo do alcool, quando o material
foi centrifugado a 1112 x g, por 5 minutos. Descartou-se o sobrenadante e o
precipitado foi dissolvido em 1 mL de agua destilada, previamente aquecida,
seguindo-se nova adicédo de 3,5 ou 7 mL de etanol e posterior centrifugacéo.
Dissolveu-se o precipitado assim obtido em 5 mL de agua destilada (mtsculo) ou
25 mL de agua deionizada (figado) e a uma aliquota de 0,2 mL dessa solugéo,
acrescentou-se 0,8 mL de agua destilada e 2 mL de solugédo de antrona (0,2%). A
mistura foi colocada em banho fervente, por 15 minutos, e a absorbancia medida a
650 nm. Utilizou-se como padréao D-glicose anidra (Sigma) e os resultados foram
expressos em mg de glicogénio por 100 mg de tecido.

Insulina. Procedeu-se a quantificacio de insulina no plasma
coletado, por radiocimunoensaio, conforme método de Desbuquois & Aurbach
(1971). Os resultados foram expressos em pU/mL de plasma (1ng = 24pU).
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Glicose e lactato. A concentragdo plasmatica de glicose foi
medida através da utilizagédo de kit especifico (Glicose GOD-ANA, Labtest), sendo
o resultado expresso em mg/dL de plasma. O lactato das amostras de sangue foi
determinado em lactimetro (ACUSPORT, Boehring Mannheim), através da
disposicdo de uma gota da amostra em fita apropriada e os resultados foram
expressos em nmoles/mL de sangue.

Andalises estatisticas

Os resultados obtidos foram submetidos & analise de variancia
(ANOVA) de duas vias, para determinar a significancia (P < 0,05) das diferencas
devidas aos principais efeitos, dieta e exercicio, bem como sua intera¢do. Quando
F resultou significativo, seguiu-se o teste de classificagdo de Duncan. Com a
finalidade de analisar as possiveis correlagdes entre as variaveis estudadas, o
método de correlagdo simples de Pearson foi selecionado, verificando-se a
significancia do r calculado (P < 0,05). Para tais andlises, utilizou-se o programa
STATISTICA para Windows, versao 5.0 (StatSoft, Inc.).

Resultados

Peso e ingestdo. No inicio do experimento, os animais
apresentavam médias de peso equivalentes (C: 323 + 25; R: 332 + 25; S: 326 + 27
g, P > 0,05). Apés a primeira semana, aqueles submetidos a restricio ja
apresentavam peso significativamente menor do que os das demais dietas (p <
0,003). Ao final, o grupo restrito exibiu 78 % do peso (382 + 14 g) do controle (489
* 38 g), enquanto que animais suplementados mantiveram-se equiparados a este
grupo (493 * 40 g) (P < 0,0001). O dados de evolugao do peso podem ser
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observados na Figura 1. O ganho em peso dos animais restritos correspondeu a
aproximadamente 30% daquele adquirido por cada um dos outros dois grupos.

A média de ingestéo diaria de ragdo dos animais, no periodo,
foi de 21 + 1 g, para o grupo controle e 20 + 1 g para o suplementado; os animais
restritos, com fornecimento de ragao limitado a 70 % da quantidade ingerida pelo
primeiro grupo, apresentaram uma média de 15 + 0,3 g. Analisando-se os
resultados da bomba calorimétrica (dieta C: 405 + 12; R: 419+ 12 e S: 404 + 11
cal/100g ragéo), tem-se que o grupo sob restrigdo calérica consumiu 73,6 % das
calorias ingeridas pelo controle. A pequena diferenga encontrada entre o consumo
real (73,6%) e aquele planejado (70%), deveu-se a leve superioridade energética
da dieta de restrigdo que, em relagdo as demais, desviou-se ligeiramente do
padrao isocaldrico calculado (Tabela 1).

Performance fisica e glicogénio. Os resultados relativos ao

tempo de exaustdo registrado na esteira, indicaram uma diferenga significativa
(P < 0,0025) entre os diferentes grupos de dieta (Figura 2). Animais restritos
resistiram mais tempo até alcancgar a exaustao (69 + 11 min), do que aqueles sob
dieta controle (39 + 6 min) e suplementada (18 £+ 2 min). Por outro lado, a reserva
hepéatica de glicogénio do grupo sob restrigdo calérica apresentou-se superior,
(0,68 + 0,21 mg/100 g de tecido), quando comparada aos demais grupos de dieta
(CNE: 0,18 + 0,02; SNE: 0,14 + 0,02 mg/100 g de tecido) (P < 0,013). Com o
exercicio, esses valores se igualaram (CE: 0,08 + 0,008; RE: 0,10 + 0,009; SE:
0,08 + 0,01 mg/100 g de tecido, Figura 3). Portanto, o exercicio apenas promoveu
redugdo no glicogénio hepatico de animais sob restricdo calérica, ndo alterando os
valores dos outros grupos de dieta. O glicogénio muscular, por sua vez,
semelhante para todos os grupos de dieta, ndo exercitados (CNE: 0,53 + 0,05;
RNE: 054 + 0,03; SNE: 053 + 0,01 mg/100 g de tecido), diminuiu

significativamente (P<0,05) com a atividade fisica, sendo significativamente
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Figura 1 - Variagdo semanal de peso dos animais em dieta controle,

restrita ou suplementada. O asteristico indica diferenga signifi-

cativa entre as dietas (P < 0,003). (Grupo controle, n = 18;

restrito, n = 20; suplementado, n = 20).
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Tempo de exaustéio (min)

Figura 2 — Efeito da dieta na performance fisica dos ratos na corrida em
esteira. Os valores representam a média e erro padrio (RE,
n = 9; demais grupos n = 10). Letras diferentes indicam diferen¢a
significativa (P < 0,0025). (C: controle, R: restrito, S: suplemen-
tado; E: exercitado).
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Figura 3 — Efeito da dieta e exercicio sobre o glicogénio hepético. Os

valores representam a média e erro padrio (CNE, n = 8;
RE, n = 9; demais grupos, n = 10). Letras diferentes
indicam diferenca significativa (P < 0,013). (C: controle,
R: restrito, S: suplementado; NE: ndo exercitado,

E: exercitado).
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menor a redugéo no caso do grupo sob suplementagdo com vitamina E (CE: 0,25
+ 0,03; RE: 0,24 + 0,04; SE: 0,41 + 0,05, Figura 4). Os dados de glicogénio
muscular dos animais exercitados apresentaram uma correlagio negativa
significativa com seu tempo de exaustéo (r = -0,54; p = 0,014) (Figura 5).

Glicemia, insulina e lactato. A glicemia de animais restritos

exercitados (RE) mostrou-se significativamente menor (43 + 3 mg/dL de plasma; P
<0,035) que ados demais grupos (CNE: 72 + 5; CE: 75 + 9; RNE: 66 + 4: SNE:
73 + 4; SE: 78 + 2 mg/dL de plasma; Figura 6). Tendo em vista que os animais
nao exercitados apresentaram iguais valores para este parametro, pode se afirmar
que a glicemia ndo sofreu qualquer influéncia do tipo de dieta. Este parametro
também néo foi alterado pelo exercicio, nos animais controle e suplementados.
Constatou-se ainda, a existéncia de uma correlagéo negativa significativa entre o
tempo de exaustéo e a glicemia dos animais exercitados (r = -0,54; P = 0,013).

No que se refere aos dados de insulina e lactato (Figuras 7 e
8, respectivamente), verificou-se que, em ambos os casos, apenas o exercicio
influiu nos resultados (P < 0,0125), apresentando o grupo exercitado menores
valores de insulina (26 + 3 pU/mL de plasma) e maiores de lactato (4,8 + 2,0
nmoles/mL de sangue) do que aqueles exibidos pelos animais em repouso (35,9 +
2,2 pU/mL de plasma e 1,8 + 0,5nmoles/mL de sangue, respectivamente).Tanto a
diminuicdo da insulinemia como o aumento do lactato, com o exercicio, eram
esperados. Nao foi observada interagio entre a atividade fisica e a dieta, nem a
interferéncia deste fator isoladamente (P > 0,05).

Também os dados relativos a insulina correlacionaram-se
significativamente com aqueles de glicose (r = 0,41; P = 0,006), bem como os do
glicogénio muscular (r= 0,33; P = 0,027) e lactato (r = -0,50; P = 0,002) (Figura 9),
mas nao com os do glicogénio hepatico (r= 0,19; P = 0,22).
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Figura 4 - Efeito da dieta e exercicio sobre o glicogénio muscular.
Os valores representam a média e erro padrio (CNE,
n =8; RE, n = 9; demais grupos, n = 10).Letras
diferentes indicam diferenga significativa (P < 0,05).
(C: controle, R: restrito, S: suplementado; NE: nio exercitado,
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Figura 6 — Efeito da dieta e exercicio sobre a glicemia. Os valores
representam a média e erro padrio (CNE, n =8;
RE, n = 9; demais grupos, n = 10).. Letras diferentes
indicam diferenca significativa (P < 0,05). C: controle;
R: restrito; S: suplementado; NE: n3o exercitado;
E: exercitado.
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Insulina (uU/mL de plasma)
8

SNE CE RE

Figura 7 — Efeito do exercicio sobre a concentragdo de insulina no plasma.
Os valores representam a média e erro padrao (CNE, n =8;
RE, n = 9; demais grupos, n = 10). Letras diferentes indicam
diferenca significativa (p < 0,05). (C: controle, R: restrito,
S: suplementado; NE: ndo exercitado, E: exercitado).
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Lactato (nmoles/mL de sangue)
w

Figura 8 — Efeito do exercicio sobre a concentragéo de lactato no sangue.
Os valores representam a média + erro padrao (CNE, n =8;
RE, n = 9; demais grupos, n = 10). Letras diferentes indicam
diferencga significativa (P < 0,05). (C: controle, R: restrito,
S: suplementado; NE: ndo exercitado; E: exercitado).

Artigo 2



038

°
S 0,7
4
- 06
(]
v
o
£ 0,5
[=]
2 o4
B
E o3
°
[~
o 02
g
= ,1
5 0

0,0

0 10 20 30 40 50 60
insulina (uU/mL de plasma)
130
[ ]
110 . *

Glicose (mg/dL de plasma)

0 10 20 30 40 50 60
Insulina (uU/mL de plasma)

12

r=-0,50
(P=0,02)

10

Lactato (nmoles/mL de plasma)

Insulina (WU/mL de plasma)

Figura 9 - Correlagdes entre concentragdo de insulina e os dados de
glicose, glicogénio muscular e lactato.

Artigo 2

91



Discussiao

O musculo esquelético em atividade contratil, durante o
exercicio, tém suas necessidades energéticas satisfeitas pelos estoques
intracelulares de glicogéhio ou pela glicose plasmatica (Hargreaves, 1991;
Gunderson et al., 1996). Em tal condigdo, a utilizagio dessas reservas de
carboidrato pelo organismo dependera de fatores como intensidade e duragéo do
exercicio realizado, treinamento e dieta, entre outros. A fadiga freqiientemente
coincide com a deplecao desses estoques (Hargreaves, 1991).

No presente caso, no que se refere aos estoques de
glicogénio em animais ndo exercitados, verificou-se uma maior reserva hepéatica
promovida pela restrigdo calérica, sem alteragdo da concentragio muscular. Ao
mesmo tempo, os animais sob aquele regime dietético apresentaram maior
resisténcia a exaustéo, quando submetidos ao exercicio em esteira. Desse modo,
embora o glicogénio muscular tenha um papel critico como determinante da
performance em exercicio de longa duragéo (Hargreaves, 1991), o glicogénio
hepatico parece ter representado uma importante influéncia naquele resultado. Em
realidade, o figado desempenha uma destacada fungdo durante o exercicio,
satisfazendo as necessidades aumentadas do misculo e mantendo a glicemia
(Spriet e Peters, 1998).

Por outro lado, em animais exercitados, a diferencga atribuida a
dieta nos valores desse parametro foi eliminada. Na verdade, o exercicio apenas
produziu alteracdo no estoque hepatico de animais restritos, havendo uma
tendéncia a reducdo nos demais grupos de dieta, porém néo siginificativa.

Uma interessante questdo que se apresenta, mediante esses
dados, consiste na razdo pela qual os animais restritos mostraram uma maior
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reserva hepatica de glicogénio anterior ac exercicio. O modelo de restricdo ora
utilizado caracterizou-se justamente por uma redug¢do caldrica em termos de
carboidratos, preservando o aporte dos demais macronutrientes, resultando,
dessa forma, em modificagdo das proporgdes relativas dos trés componentes
energéticos (veja Tabela 1). Além disso, no sistema de alimentagdo estabelecido,
com reposicdo de dieta trés vezes por semana, os animais sob restricdo
permaneciam algum tempo sem alimento até a reposicdo seguinte, submetendo-
se, de certa forma, a um “jejum regular’. Se o organismo desenvolve uma
“economia” de glicogénio e de que maneira esses fatores podem estar associados
aquele resultado, ndo estd claro a luz da pouca informagdo relativa as
repercussdes metabdlicas dos diferentes modeios de restricdo calérica que tem
sido empregados.

Cartee e Dean (1994) relataram a pouca disponibilidade de
informagdo acerca do impacto da restricdo alimentar sobre a concentragdo do
glicogénio muscular. Tal como no presente trabalho, os autores, em seu estudo,
nao detectaram redugdo deste parametro, nos dois musculos estudados, como
consequéncia da restricido de curto prazo (1, 5 e 20 dias) imposta a ratos de 8
meses de idade. Discutiram, ainda, a possibilidade da restricdao dietética reduzir a
utilizagdo de carboidrato como fonte de energia pelo musculo. Cartee e
colaboradores (1994), por outro lado, estudando o efeito de restrigdo calérica de
longo prazo, em ratos de diferentes idades, verificaram uma redugéo do glicogénio
muscular de animais submetidos a dieta de restricdo, quando comparados aqueles
alimentados ad /ibitum, concluindo ser esta redugio provavelmente conseqiéncia
da diminuigdo observada nas concentragdes plasmaticas de glicose e insulina,
parametros que, no presente caso, também n&o se alteraram com a dieta e que
serdo discutidos adiante.

No musculo, além do efeito da restrigdo calérica,
apresentaram-se ainda outros resultados distintos do figado, quanto ao glicogénio.
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A suplementagdo com vitamina E, em animais exercitados quando comparados
aqueles ndo exercitados, promoveu uma menor redugéo na reserva de glicogénio
do que as outras dietas. Paralelamente, os animais suplementados demonstraram
uma tendéncia a menor resisténcia a exaustdo, atingindo o esgotamento fisico em
aproximadamente % do tempo dos restritos e metade (embora nao significativo
neste caso) daquele do grupo controle.

No que se refere ao papel da suplementagdo com vitamina E
na performance fisica, a literatura guarda algumas controvérsias. Encontram-se
tanto relatos de diminuigcdo do tempo para alcangar a exaustdao em ratos com
deficiéncia em vitamina E, como de nenhuma alteragdo neste tempo em animais
com a mesma deficiéncia (Goldfarb, 1993). Em contexto diverso, em animais e
humanos recebendo suplementagdo com a vitamina, ndo detectou-se alteragéao da
performance fisica, quando comparados aos individuos controle (Witt et al, 1992).
Em outro estudo porém, a injeg@o intramuscular de vitamina E, antes do exercicio
de natagdo até a exaustdo, melhorou a performance de ratos, quando comparados
aqueles que receberam solugéo salina (Novelli et al, 1990). Convém destacar,
entretanto, as diferentes condigdes de suplementagdo empregadas pelos diversos
trabalhos, como dose, tempo e via de administracdo da vitamina, dificultando
conclusdes definitivas acerca do tema.

Um interessante ponto que merece ser levantado acerca da
influéncia da vitamina E no resultado de performance ora obtido consiste de sua
potencial associagdo a analgesia, uma vez que a motivagdo para a corrida foi
oferecida através de choque elétrico. Kryzhanovskii e colaboradores (1988)
detectaram um efeito analgésico rapido (15-20 minutos), apés inje¢éo
intramuscular em pacientes com dismenorréia. Os autores evidenciaram que o
mecanismo para tal efeito se explicaria possivelmente pela ativacdo de um
sistema analgésico rapido, envolvendo a mobilizagdo de B-endorfina. Nao se

encontram muitos outros trabalhos acerca do tema, mas ndo deve ser descartada
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a possibilidade, no presente, da suplementagédo com vitamina E ter amenizado a
motivagdo oferecida pelo choque, embora os animais desse grupo tenham
realizado o exercicio e alcangado a exaustdo. Vale salientar, uma vez mais, que,
embora animais suplementados tenham apresentado um tempo de exaustido
menor que os do grupo controle, essa diferen¢a néo foi significativa.

Na analise dos resultados da performance fisica, o peso dos
animais constitui outro fator que ndo pode deixar de ser considerado. Pyke e
colaboradores (1986) argumentaram que a maior resisténcia dos animais mais
jovens, no exercicio prolongado em esteira, atribuia-se ao menor peso deste
grupo, implicando em menor carga de trabalho dos animais mais leves. No
presente caso, a redugio de peso constituiu-se uma conseqiiéncia caracteristica
do regime de restricdo caldrica, podendo ter contribuido para, ou mesmo
determinado a melhor performance exibida pelo grupo submetido a essa dieta,
uma vez que os animais restritos pesavam aproximadamente 100 g menos que os
demais ratos. Animais controle e sob regime de suplementagio apresentaram
mesmo peso, néo diferindo quanto ao de tempo de exaustzo registrado.

Outro efeito atribuido a restricdo calérica, a redugcdo da
glicemia, tem sido objeto de algumas investigagdes. No presente estudo, embora
0 grupo restrito n&o exercitado tenha apresentado menor glicemia que os demais
grupos de dieta nessa condicdo, esta diferenga ndo foi significativa.
Contrariamente, Masoro e colaboradores (1991) verificaram que a restrigdo
dietética em ratos diminuiu significativamente a concentragio de glicose
plasmatica durante um dia (24 h), quando comparada a alimentagio ad libitum.
Cartee e Dean (1994) detectaram efeito semelhante apés 5 e 20 dias de restrigéo
dietética, bem como Cartee e colaboradores (1994) em ratos de 8, 18 e 23 meses,
mantidos nesse regime desde 14 semanas de idade. Por outro lado, Reaven e
Reaven (1981), em ratos em regime de restrigéo calérica desde 6 semanas de
idade, observaram alteragdo neste parametro apenas no grupo de 10-12 meses.
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Silva e colaboradores (1998), em ratos de 2 e 14 meses, ndo registraram
alteragéo na glicemia apos 28 dias de restrigéo.

No exercicio severo, a produgao hepatica de glicose pode ser
superada pela sua utilizagdo periférica, acarretando hipoglicemia (Field, 1989;
Hargreaves, 1991). No presente caso, animais restritos submetidos ao exercicio
exaustivo, apresentaram mais baixa concentragdo de glicose plasmatica que os
demais grupos, traduzindo-se em hipoglicemia. Torna-se conveniente lembrar que,
em primeira instancia, este grupo executou trabalho fisico de maior magnitude,
visto que correram na esteira por um tempo notavelmente maior que os demais
grupos.

Similarmente aos efeitos na glicemia, a restrigdo calérica tem
sido associada a uma redugdo na concentragdo plasmatica de insulina. Os
resultados que ora se apresentam, entretanto, ndo mostraram tal efeito, nao
havendo diferenga significativa entre os distintos grupos de dieta quanto a
dosagem deste horménio. De forma diversa, Reaven e Reaven (1981) detectaram
nao exatamente uma redugdo, mas uma manutencao da insulina sérica em ratos
sob restrigéo calérica, em contraposi¢do ao aumento observado, com a idade, nos
animais em dieta controle. Carteen e Dean (1994), por sua vez, estudando um
periodo menor, demonstraram uma redugdo nesse parametro, com apenas 20
dias de restricdo. Silva (1998), por outro lado, verificou uma alteragdo nesse
sentido em ratos de 14 meses, mas ndo naqueles de 2 meses de idade, ap6s 28
dias de restricdo caldrica. Cabe destacar ainda que os modelos de restrigio
utilizados nesses estudos basearam-se em restricio dietética, diferente do ora
utilizado, que se caracterizou pela restricdo exclusiva de carboidratos. Apesar de
ndo haver mais elementos para analisar as implicagbes dessa diferenga, torna-se
indispensavel manté-la em mente.
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O fato da restrigdo calérica ndo ter influenciado a
concentracéo de insulina circulante, ndo significa necessariamente que n&o tenha
produzido nenhum efeito sobre sua agdo hormonal. A repercussio da restrigio
calérica, no que diz respeito a sensibilidade dos tecidos a ac&o da insulina merece
ser mencionada, embora ndo tenha sido analisada no presente estudo. Sua
melhora como conseqiéncia daquele regime encontra-se relatada em algumas
pesquisas, em varias espécies de animais (Kemnitz et al., 1994; Colman et al.,
1995). Silva (1998), por exemplo, encontrou melhor sensibilidade a insulina em
ratos de 2 meses submetidos a restricdo calérica, sem alteragéo da insulina
plasmatica. Neste contexto, a suplementagdo com vitamina E também tem
produzido efeitos semelhantes (Paolisso et al.,, 1993; Faure et al, 1997),
provavelmente devido ao seu papel como antioxidante (Caballero, 1993).

O exercicio exaustivo, em contraposigdo a dieta, promoveu
uma reducéo da insulina circulante, no presente estudo. Na verdade, o exercicio
encontra-se associado a uma queda de insulina no plasma, acarretando também
uma aumentada captagdo de glicose pelo musculo, apesar da redugdo no
horménio, fato que estaria provavelmente associado a uma aumentada
sensibilidade a insulina (Field, 1989). Entretanto, nem todos os resultados
apontam para essa tendéncia (King et al., 1993).

Outro processo observado durante o exercicio de alta
intensidade consiste no aumento da produgéo de 4cido latico, decorrente das mais
altas taxas de utilizagdo do glicogénio muscular, produto que se acumula no
musculo e sangue (Coyle, 1995). No presente, observou-se tal aumento na
concentragdo de lactato no sangue, como conseqiiéncia do exercicio exaustivo,
resultado semelhante ao relatado por outros autores (Slentz et al., 1990; Koubi et
al., 1991). Gunderson e colaboradores (1996), por outro lado, investigando os
destinos da glicose administrada a ratos em jejum, encontraram concentragdes
relativamente baixas de lactato no sangue dos animais submetidos a exercicio
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exaustivo, indicando que a exaustdo provavelmente nao se constituiu um
resultado de trabalho anaerébio.

Diante dos resultados ora colocados, verifica-se, portanto, que
a restricao calérica melhorou a performance dos animais submetidos a exaustéo,
quando comparada a dos grupos suplementados com vitamina E e controle. A
promog¢do do aumento da reserva hepatica de glicogénio e a redugédo do peso
parecem estar associados aquele efeito. O grupo suplementado com vitamina E
apresentou uma tendéncia a menor resisténcia a exaustdo, embora seu tempo
ndo tenha sido diferente estatisticamente daquele do grupo controle. Por outro
lado, animais restritos néo apresentaram redugédo da glicemia e insulinemia, efeito
benéfico freqiientemente associado a esse regime dietético. Entretanto, nos
diversos estudos realizados, sado utilizados diferentes modelos de restrigdo
caldrica, cujas implicagcbes metabdlicas ndo se encontram claramente definidas,
constituindo-se um interessante campo a se explorar.
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5. Conclusées
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Os resultados presentemente obtidos permitiram tecer as

seguintes conclusdes:

1.

A dieta de restricdo caldrica melhorou significativamente a
performance fisica dos animais, como constatado pelo maior tempo
para alcangar a exaustao, quando comparada as dietas controle e de
suplementagdo com vitamina E. Por outro lado, a dieta de
suplementagéo apresentou uma tendéncia, embora néo significativa,
a diminuir a resisténcia a exaustao em relagéo & controle;

. A suplementagdo com vitamina E exerceu efeito protetor contra a

peroxidagao lipidica no figado e musculo dos animais, efeito que nao
foi observado para a dieta de restrigdo calérica. No que diz respeito
ao prejuizo oxidativo protéico, porém, a dieta nido exerceu nenhum
efeito;

. O exercicio ndo induziu aumento de TBARS no figado, enquanto que

produziu leve redugdo no misculo. Por outro lado, este parametro,
nao produziu nenhuma modificagdo no teor de carbonilas protéicas,
em nenhum dos dois tecidos analisados. Este dados indicam que,
nas condigdes do estudo, o exercicio parece ndo ter induzido
estresse oxidativo.

. O grupo restrito exercitado, apesar do maior volume de trabalho

desenvolvido, ndo apresentou aumento do prejuizo lipidico ou
protéico, em relagsdo aos outros grupos de dieta, o que sugere a
possibilidade de um efeito protetor daquela dieta frente ao exercicio
mais extenuante executado pelo grupo;
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5. A concentragdo de vitamina E no figado, musculo e plasma dos

animais que receberam suplementagéo desta vitamina apresentou-se
superior aos dos outros grupos de dieta, indicando que aquele
procedimento resultou efetivamente em incorporagdo e estocagem
aumentadas da vitamina nos tecidos analisados.

. O exercicio reduziu a quantidade da vitamina E no plasma, enquanto

que nao promoveu modificagdo nos outros tecidos, o que pareceu
indicar uma captacédo aumentada pelos musculos para manutengéo
de seu proprio pool, sem que houvesse reposicdo plasmatica
proporcional a partir do estoque hepatico. Isso pode sugerir uma
mobilizagéo mais lenta do figado para o plasma do que do plasma
para o musculo;

. O teor hepatico de GSH n&o se alterou em fungdo de nenhum dos

parametros estudados, o que foi consistente com as demais
observagoes;

8. A dieta de restricéo calérica promoveu grande acumulo de glicogénio

hepatico nos animais, quando comparada as dietas controle e de
suplementagdo com vitamina E. No ponto de exaustdo, os niveis
deste carboidrato naquele 6rgéo cairam para o0 mesmo valor nos trés

grupos. O glicogénio muscular ndo mostrou alteragéo por influéncia
da dieta;

- O exercicio fisico apenas produziu redugéo substancial do glicogénio

hepatico nos animais submetidos & restricio calérica, tendo
ocasionado diminuigéo do glicogénio muscular em todos os grupos
de dieta;
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10. A dieta de restricido calérica, associada ao exercicio exaustivo,
acarretou a reducéo da glicemia, traduzindo-se em hipoglicemia,
provavelmente em fungdo do trabalho de maior magnitude
executado pelo grupo;

11. As concentragdes de insulina plasmatica e lactato sanguineo nao
sofreram influéncia da dieta, mas sim do exercicio. Animais
exercitados apresentaram menores valores da primeira e maiores

do segundo, quando comparados aqueles nio exercitados.

Percebe-se, portanto, que, no que se refere ao fenémeno do
estresse oxidativo, apenas a dieta representada pela suplementagao com vitamina
E, exerceu algum efeito. Por outro lado, a performance fisica e os substratos
energéticos importantes para a execugéo do exercicio sofreram influéncia da dieta
administrada, notadamente da restrigdo calbrica. Interessantemente, as dietas
empregadas com a mesma proposta, de potencial efeito protetor, apresentaram
também resultados diversos. Entretanto, face as lacunas ainda existentes, fazem-
seé necessarias investigacoes adicionais, levando em consideragao,
especialmente, os diferentes modelos de dieta empregados, tanto de restrigéo
calérica como de suplementagdo de vitamina E.
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