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MACHADO, E.F.A. Suplementacdo com caldo de cana de agicar comparado com outros carboidratos
na reposicdo do glicogénio e cinética de biomarcadores pds-exercicio agudo em ratos. 2009. 65f.
Dissertacdo de Mestrado. Faculdade de Educagdo Fisica. Universidade Estadual de Campinas,
Campinas, 2009.

RESUMO

O exercicio fisico pode induzir traumas na musculatura, sinalizando uma resposta inflamatéria. O
reparo e regeneracdo das estruturas danificadas dependem do periodo adequado de descanso para
recuperacdo. Esse periodo regenerativo é necessdrio apds uma unica sessdo ou diversas sessdes de
exercicios. A restauracdo do glicogénio muscular pds-treino tem sido proposto como um dos fatores
mais importantes para a recuperagdo poés-esforco. Normalmente, no esporte, sao utilizados
monossacarideos ou amidos em dilui¢des apropriadas para repor o glicogénio pds-treino. O caldo-de-
cana € uma bebida comum no Brasil. Possui 65%-75% de agua em sua composi¢cdo média e alta
concentracdo de sacarose, correspondente a 70%-91% de seus sélidos soldveis, além de antioxidantes,
vitaminas, minerais € aminodcidos. O objetivo desse trabalho foi analisar o efeito do caldo-de-cana
comparado a solugdes carboidratadas ministradas imediatamente apds um protocolo de exercicio
exaustivo na reposi¢do de glicogénio; e na cinética de biomarcadores. No entanto, durante a revisao
liter4ria encontramos a utilizacdo de diversos tipos anestésicos como principal variacdo metodolégica
nos estudos que quantificavam a concentragdo de glicogénio em animais. Foi necessdrio, portanto,
definir qual anestésico utilizar permitindo interpretacdo de dados teciduais com andlises concomitantes
em sangue. Os agentes anestésicos podem afetar estrutura, funcdo de 6rgdos e sistemas bioldgicos
diferentemente, importando saber se o anestésico a ser utilizado poderia causar hemolise e/ou
glicogendlise tecidual, interferentes na interpretacdo dos resultados. O capitulo 1 apresenta dados da
comparacdo de 3 anestésicos injetdveis em relacdo ao grau de hemdlise e concentragdes de glicogénio.
Os animais foram divididos em 3 grupos cada qual com um anestésico: Hidrato de Cloral (CH),
Ketamina + Xilazina (KX), Zoletil 50® (zolazepam e tiletamina) + Xilazina (ZTX). Os grupos CH e
KX exibiram hemolise em graus variados. Ja o soro do grupo ZTX ndo apresentou hemolise. Nao
houve diferencas significativas nas concentracdes de glicogénio entre os grupos CH e ZTX. J4 o KX
apresentou glicogendlise acentuada em todos tecidos. Os dados apresentados no capitulo 1 mostraram
que o anestésico ZTX era o mais apropriado. O Capitulo 2 apresenta dados do efeito do caldo-de-cana
comparativamente a solugdes carboidratadas ministradas pds-exercicio exaustivo, na reposicao de
glicogénio muscular e hepatico, e na cinética de marcadores de protedlise, lesdo muscular e inflamagao
durante 48h de recuperagdo. Esse estudo foi dividido em 2 experimentos. Os resultados do experimento
1 mostraram que a suplementacdo com caldo de cana foi tdo eficiente quanto a maltodextrina para
restaurar o glicogénio muscular. Nenhum dos suplementos foi capaz de repor significativamente o
glicogénio hepdtico. Nos pardmetros bioquimicos e contagem do nuimero de leucdcitos totais,
analisados no experimento 2, os dados mostraram instalacdo de quadro inflamatério e dano muscular
pos-exercicio perdurando pelas 48h de descanso. As amostras dos grupos suplementados com caldo-de-
cana e maltodextrina ndo alteraram o padrdo de resposta nas 48h pods-exaustdo. Uma provavel
explicacdo seria a suplementacdo aguda, e apds uma sessdo de exercicio, ndo ter sido suficiente para
desencadear alteracOes nas andlises. As potencialidades dos constituintes do caldo-de-cana e a escassez
de estudos cientificos com objetivo de utilizd-lo como recurso ergogénico no esporte reforcam a
continuidade dessas investigacoes.

Palavras-chave: Glicogénio; Cana de agucar; Caldo de Cana; Exercicio Fisico; Maltodextrina.
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MACHADO, E.F.A. Sugarcane juice supplementation compared to others carbohydrates on glycogen
stores and recovery kinetics of biomarkers after a bout of acute exercise in rats. 2009. 65p. Dissertacao
de Mestrado. Faculdade de Educacgdo Fisica. Universidade Estadual de Campinas, Campinas, 2009.

ABSTRACT

Physical exercise induces traumas to biological structures which signal inflammatory process
activation. The repair and regeneration of the damaged structures depend on an appropriate rest period
for the recovery. This regenerative period is necessary after a single session or after several sessions of
exercises. The muscle glycogen repletion after physical exercise seems to influence the recovery time.
Usually in practices the carbohydrate rich compounds like maltodextrine, fructose or dextrin are
normally used to maximize the rate of glycogen storage in the early hour’s post-exercise. Sugar cane
juice is an appreciate product and easily to find in Brazil. It possesses 65%-75% of water and a high
sucrose concentration that corresponds 70%-91% of their soluble solids, phenolics compounds,
vitamins, minerals and amino acids. The goal of this master's degree dissertation was to analyze the
effect of sugar cane juice comparatively to other carbohydrates solutions supplied immediately after a
bout of exhausting exercise in rats in the replacement of the glycogen stores; and in the kinetics of
some biomarkers in 48h post-effort. However, the literature revision found the use of several
anesthetics as the main methodological variation in the studies that quantified glycogen concentration
in animals. It was necessary, therefore, initially to define the anesthetic that could allow the association
of the data obtained in tissues with concomitant analyses in blood. It was important to know if the
anesthetic used for samples collection could cause haemolysis and/or glycogenolysis in the animals.
The studies accomplished during the master's degree are contained in two chapters. In chapter 1 we
presented the comparison data of three injectable anesthetics used in experiments with animals,
concerning the degree of haemolysis and glycogenolysis after anesthesia. The animals were divided
into three groups: Cloral Hydrate (CH), Ketamine + Xylazine (KX), Zoletil 50® (zolazepam and
tiletamine) + Xylazine (ZTX). The CH and KX presented serum haemolysis. Only ZTX presents no
detectable values. The average value of the hepatic and muscular glycogen concentrations exhibited no
significant difference between CH and ZTX. However, the KX presented accentuated glycogenolysis in
all tissues. Our data suggest that the anesthetic ZTX seems to be the most appropriate for studies that
need simultaneously to quantify the concentration of glycogen and blood markers without
interferences. Chapter 2 presented the data of the effect of sugar cane juice comparatively to other
carbohydrates solutions supplied after the exhaustion in rats, in the replacement of muscular and
hepatic glycogen stores, and in the kinetics of some markers of proteolyses, muscular lesion and
inflammation in 48hs of recovery. For that, we divided this study in two experiments. The results
presented in the experiment 1 showed that the supplementation with sugar cane was as efficient as
maltodextrine to restore the gastrocnemium red and white portions glycogen after 1 h of the exhaustion.
The fructose exhibited less pronounced effect. None of the supplements were able to restore the hepatic
glycogen significantly. The biochemical parameters and WBC number data analyzed in experiment 2
showed an persistent inflammatory picture associated to muscular damage even after 48h of rest. The
supplemented groups with sugar cane and maltodextrine didn't alter the 48h post-exercise response
pattern. Their representatives' potentialities reinforce the continuity of the investigations.

Keywords: Glycogen; Cane sugar; Sugar cane juice; Exercise; Maltodextrine.
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CAPITULO 1
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Resumo

Muitos estudos que utilizam animais quantificam a concentragdo do glicogénio hepdtico e muscular
apods intervengdes variadas. Muitos desses estudos associam dados obtidos em tecidos com anélises
concomitantes em sangue, porém, utilizam variados tipos anestésicos. Como os agentes anestésicos
podem afetar a estrutura e fungdo de 6rgdos e sistemas bioldgicos diferentemente, esses efeitos
precisam ser mais bem estudados e conhecidos. Nesse contexto, muitos estudos analisam a
concentracdo de glicogénio e outros parametros bioquimicos utilizando anestésicos que podem causar
hemodlise e/ou glicogendlise nos animais, interferindo na interpretacdo dos resultados. O objetivo do
presente estudo foi comparar trés anestésicos injetdveis comumente utilizados em experimentos com
animais em relacdo ao grau de hemdlise e concentracdes musculares e hepaticas de glicogénio em ratos
Wistar. Nosso objetivo foi determinar qual desses anestésicos seria 0 mais adequado para ser utilizado
em estudos que necessitem quantificar sem interferéncias a concentracdo de glicogénio tecidual e
marcadores bioquimicos sanguineos simultaneamente. Para isso foram utilizados 20 ratos Wistar
machos. Esses animais foram divididos em 3 grupos. Em cada grupo utilizou-se um anestésico
diferente. Os anestésicos utilizados foram Hidrato de Cloral (CH), Ketamina + Xilazina (KX), Zoletil
50® (zolazepam e tiletamina) + Xilazina (ZTX). Ap6s a anestesia profunda do animal retirou-se o
sangue para obtencdo do soro, o tecido hepatico e os musculos gastrocnémio branco e vermelho.
Quantificou-se o grau de hemdlise no soro pela concentracdo de hemoglobina sérica (g/dL) e a
concentracdo de glicogénio hepdtico e muscular (mmol/kg tec Umido), ambos por métodos
espectrofotométricos. Houve diferenca significativa (p<0,05) entre os 3 grupos na concentracdo de
hemoglobina sérica. Os grupos dos anestésicos CH e KX exibiram amostras com hemdlise. Ja o grupo
ZTX ndo apresentou hemolise. Nao houve diferenca significativa entre os grupos CH e ZTX em
relagdo as concentragdes de glicogénio em todos os tecidos, ja o grupo KX apresentou glicogendlise
acentuada quando comparado aos outros grupos. Os dados apresentados nesse estudo indicaram o
anestésico ZTX como o mais apropriado para estudos que utilizem diferentes amostras
simultaneamente. Além de ndo causar glicogendlise e nem hemdlise possui custo acessivel, foi
facilmente encontrado no mercado veterindrio, é de facil aplicacdo, induz anestesia profunda
rapidamente e apresentou baixo indice de mortalidade.

Palavras-chaves: Anestésicos, Ratos, Glicogénio, Hemolise, Zoletil, Ketamina.
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Introducao

Muitos estudos na literatura que utilizam animais quantificam a concentragdo do glicogénio
hepético e muscular apds intervengdes variadas tais como diferentes dietas, exercicios fisicos, eletro-
estimulacdo, administracdo de medicamentos, suplementos nutricionais, etc (NAKATANI, 1997;
FRANCH, 1999; RAJA, 2003; DURIGAN, 2006; GUELFI, 2006). Muitos desses estudos associam

dados obtidos em tecidos com andlises concomitantes em sangue.

Um dado que chama atencdo nos diferentes estudos com animais é que os mesmos utilizam
variados tipos de anestésicos, desde inalatdrios até injetdveis pelas vias intraperitoneal, intramuscular
ou intravenosa para a coleta das diferentes amostras. Como os agentes anestésicos podem afetar a
estrutura e fun¢do de 6rgaos e sistemas bioldgicos diferentemente, esses efeitos precisam ser mais bem

estudados e conhecidos.

Dentre os varios interferentes pré-analiticos que afetam a qualidade das amostras de sangue, a
hemolise merece destaque. A hemdlise € definida como a liberacdo de constituintes celulares no plasma
ou soro. Ela é reconhecida pela aparéncia avermelhada nessas amostras apds a centrifugacdo, causada
pela liberacdo de hemoglobina (Hb) dos eritrécitos no plasma, podendo ocorrer in vitro ou in vivo
(GUDER, 2003). Concentra¢des acima de valores limite de Hb no soro podem causar interferéncias na
leitura de diferentes andlises bioquimicas. Para o soro humano, esses valores jia sdo conhecidos

(SOONTAG, 1986).

Embora as mortes por decapitacdo e deslocamento cervical sejam mais rdpidas e, portanto,

menos estressante para os animais, esses protocolos ndo sdo recomendados para estudos que
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quantificam o glicogénio, devido a ocorréncia de uma rdpida deplecdo do glicogénio muscular post-

mortem (BENDALL, 1973; CALDER, 1990).

O barbitirico pentobarbital € um dos anestésicos mais utilizados nos estudos sobre o
metabolismo do glicogénio. Sua principal vantagem € o baixo custo. No entanto, apresenta depressao
respiratéria e baixo efeito analgésico (FIELD, 1993). Além disso, freqiientemente ocorre parada
respiratria no animal antes mesmo do inicio da cirurgia (BAUM, 1985; ROLLIN, 1990). O efeito nos
parametros bioquimicos logo apds a administragdo dos barbitiricos tiopental e pentobarbital também
ndo estd totalmente esclarecido (GONZALEZ GIL, 2005). Ha ainda estudos mostrando que esses
anestésicos interferem no metabolismo do glicogénio logo apds sua administracao (BRUNNER, 1965;
NYFELER, 1985; LANG, 1987; PENICAUD, 1987). Outro anestésico injetdvel muito utilizado nos
estudos com animais € o hidrato de cloral, mas também exibe efeitos como depressdo cardiovascular e

respiratoria além de causar acidose sanguinea (FIELD, 1993).

Dois anestésicos dissociativos injetdveis muito utilizados sdo a ketamina e a tiletamina. A
ketamina € um anestésico com propriedades analgésicas, mas que parece afetar o sistema
cardiovascular (HEAVNER, 1997). A tiletamina € um anestésico mais potente do que a ketamina e é
utilizado em associagdo com o zolazepam, que € um tranqiiilizante similar ao diazepam (THURMON,
1988; LIN, 1993). Esses dois anestésicos dissociativos sdo geralmente utilizados em conjunto com a

xilazina. A xilazina tem efeito analgésico, sedativo e relaxante muscular (POPILSKIS, 1991; LIN,

1993).

O éter, o halotano e o isoflurano sdo os anestésicos inalatérios mais utilizados em experimentos

com animais que quantificam a concentracdo de glicogénio. No entanto, a concentracao inalada de éter



17

ndo € mensurada nos estudos (MURAKAMI, 1997; FLUCKIGER-ISLER, 1994). Esse composto, além
se ser extremamente perigoso por ser inflamdvel e explosivo induz vdérias respostas inflamatdrias
(ROLLIN, 1990). O isoflurano e o halotano sdo anestésicos liquidos, voléteis, que parecem nao
interferir no metabolismo do glicogénio in vivo (MUSCH, 1989; FERREIRA, 1998). Porém, para uma
inalacdo correta € necessdrio um aparelho vaporizador especifico, com calibrador de gis, que possui

um alto custo no mercado (WAYNFORTH, 1994).

O objetivo do presente estudo foi comparar trés anestésicos injetdveis comumente utilizados em
experimentos com animais em relacdo ao grau de hemolise e concentracdes musculares e hepéticas de
glicogénio em ratos Wistar. Nosso objetivo foi determinar qual desses anestésicos seria o mais
adequado para ser utilizado em estudos que necessitem quantificar sem interferéncias a concentracao

de glicogénio tecidual e marcadores bioquimicos sanguineos simultaneamente.
Materiais e Métodos
Animais

Foram utilizados 20 ratos da linhagem Wistar, machos, com peso entre 330-440 g. Os animais
foram adquiridos do Centro de Bioterismo da Universidade Estadual de Campinas e acomodados em
biotério climatizado a 25° C (1), com controle de ciclo de luz claro:escuro de 12 horas invertido, com
dieta padrdao (ragdo Nuvital - Nuvilab CR-1 Autoclavavel) e dgua ad libitum. Os protocolos
experimentais utilizados com os animais foram submetidos e aprovados pelo Comité de Etica em

Experimentacdo Animal do IB - Universidade Estadual de Campinas — (Protocolo 1565-1).

As concentracdes anestésicas utilizadas foram testadas em experimento piloto, para que o tempo

N

de inducdo a anestesia profunda ndo ultrapassasse 15 minutos. Os animais foram divididos
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aleatoriamente, no dia do experimento, em 3 grupos submetidos a diferentes anestesias: Hidrato de
cloral, 600 mg/kg peso, via IP, n=6 (CH); Cloridrato de ketamina, 100 mg/kg peso + Cloridrato de
Xilazina, 11 mg/kg peso, via IP, n=6 (KX); Zoletil 50®, 50mg/kg peso + Cloridrato de Xilazina, 11
mg/kg peso, via IM, n=8 (ZTX). O anestésico Zoletil 50° (Virbac do Brazil, Jurubatuba, Sdo Paulo)
utilizado é composto por 1:1 (125 mg: 125 mg) de cloridrato de tiletamina e cloridrato de zolazepam.

Os ratos foram pesados antes da anestesia para o calculo do volume do anestésico a ser injetado.

Todos os animais foram sacrificados no mesmo periodo do dia, entre 9:00 - 11:00 h para evitar
erros devido a possiveis interferéncias hormonais no metabolismo de glicogénio (CONLEE, 1976;

SAUBERT, 1983).
Coleta e andlise de sangue e tecidos

ApOs serem pesados os animais dos trés grupos foram anestesiados com seus respectivos
anestésicos e permaneceram em gaiolas individuais até a anestesia profunda. As diferentes solugdes
foram injetadas pelas vias intraperitoneal ou intramuscular (quadriceps). Os reflexos monitorados
foram o corneal, auricular, pincamento abdominal, caudal e pedal. Mensurou-se o tempo necessario
para a completa anestesia e entdo se iniciou a cirurgia com a abertura da caixa tordcica do animal. O
sangue total foi coletado por puncdo cardiaca no ventriculo esquerdo, sendo armazenado em tubos
Vacuette (Greiner Bio-One) com gel separador e imediatamente centrifugados a 1800 g, 4° C, 10
minutos para a obtenc@o do soro. Imediatamente apds a retirada do sangue iniciou-se a retirada dos
tecidos. Foram coletados 35-50 mg de amostras do figado e das diferentes porcdoes do musculo

gastrocnémio, branco e vermelho. Os tecidos foram colocados em microtubos, pesados e
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imediatamente congelados em nitrogénio liquido, sendo mantidos em biofreezer a -80°C até a

quantificagcdo do glicogénio.

O grau de hemdlise do soro foi determinado pela concentracdo de hemoglobina (g/dL), pelo
método espectrofotométrico de cianeto de hemoglobina, que utiliza o reagente de Drabkin (MORRIS,
1999). A quantificacdo da concentracdo de glicogénio hepdtico e muscular foi feita também por

espectrofotometria, pelo método fenol-sulfirico proposto por Lo e colaboradores (1970).

Andlise estatistica

Os valores obtidos estdo expressos como médias + desvio padrdo. Para a analise estatistica dos
dados foi aplicado ANOVA (anédlise de varidncia) one-way e como pos-teste Tukey post hoc, pelo
programa estatistico Graphpad Instat 3 (GraphPad Software, Inc., San Diego, USA). Para todas as

andlises comparativas foi adotado como nivel de significancia p<0,05.

Resultados

A Tabela 1 apresenta o grau de hemdlise analisado através da dosagem da concentracdo de

hemoglobina no soro de cada grupo anestesiado.

Tabela 1. Concentracdo de hemoglobina no soro dos grupos hidrato de cloral (CH), ketamina
e xilazina (KX), zoletil e xilazina (ZTX)

CH KX 7TX

Hemoglobina (g/dL) 0,49 + 0,06* 0,19 + 0,06° Sem valores®

Letras diferentes representam diferencas significativas entre os grupos (p<0,01)
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Os anestésicos CH e KX induziram hemolise sérica, sendo que o CH foi o mais hemolitico. J4 o

soro do grupo ZTX ndo apresentou hemdlise.

A Figura 1 apresenta a comparacdo dos valores da concentragdo de glicogénio hepatico nos

diferentes grupos de animais anestesiados.
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Figura 1. Comparacdo da concentracdo de glicogénio hepatico (mmol/ kg tecido timido) entre os
diferentes grupos. Animais anestesiados com hidrato de cloral (CH), ketamina e xilazina (KX), zoletil e
xilazina (ZTX). Letras diferentes representam diferenca significativa entre os grupos (p<0,05)

O valor médio para as concentracdes de glicogénio hepatico do grupo CH foi de 167,9 + 47,8,
do grupo KX de 76,8 + 48,9 e do grupo ZTX de 176,7 + 54,4. Nao houve diferenca significativa entre
os grupos CH e ZTX. Esses grupos apresentaram valores proximos a valores de grupos controle
encontrados na literatura (RYAN, 1993; FLUCKIGER-ISLER, 1994). Comparativamente aos outros

dois anestésicos a KX induziu acentuada glicogendlise hepatica (p<0,05).

A Figura 2 apresenta a comparacao dos valores obtidos da concentracdo do glicogénio muscular

porcao branca (A) e porcdo vermelha (B) nos diferentes grupos estudados.
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Figura 2. Comparagao da concentracdo de glicogénio do musculo gastrocnémio branco (mmol/ kg
tecido umido) entre os diferentes grupos (A) e do musculo gastrocnémio vermelho (B). Animais
anestesiados com hidrato de cloral (CH), ketamina e xilazina (KX), zoletil e xilazina (ZTX). Letras
diferentes representam diferenca significativa entre os grupos (p<0,05)
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Novamente se observou o mesmo padrio de efeito dos anestésicos nas concentragdes de
glicogénio nos dois musculos. Somente o grupo anestesiado com KX apresentou valores

significativamente mais baixos de glicogénio nesses musculos (p<0,05).

No miusculo gastrocnémio branco (2A) o valor médio encontrado para o grupo CH foi 28,9 +
5,0, grupo KX 16,3 £ 8,4 ¢ ZTX 32,0 + 6,5. Para o musculo gastrocnémio vermelho (2B) o valor médio

encontrado para o grupo CH foi 30,5 £4,3, KX 12,9 + 5,3 e ZTX 25,2 £ 8,5.
Discussao

Os resultados apresentados nesse estudo mostraram a comparagdo de diferentes anestésicos em
ratos Wistar em relagdo ao grau de hemolise e concentracdes de glicogénio muscular e hepatico apds
anestesia profunda. Embora a anestesia possa modificar respostas bioquimicas, metabdlicas e
hormonais (BUSH, 1991; GONZALEZ GIL, 2005), poucos estudos t€m investigado o efeito de
diferentes anestésicos sobre esses parametros simultaneamente em animais (COLLADO, 1987;

GONZALEZ GIL, 2005).

Existem vdrios estudos na literatura comparando os efeitos cardiovasculares de diferentes
anestésicos (SAHA, 2007). Porém, poucos analisam os efeitos em parametros bioquimicos de animais.
Nosso estudo nao quantificou nenhum parametro bioquimico e, portanto, ndo podemos discutir sobre a
interferéncia dos anestésicos na obten¢do de determinados parametros. Mesmo assim, nossos dados
possibilitam a escolha de anestésicos nao hemoliticos como o ZTX em estudos que objetivam a andlise
de parametros bioquimicos, uma vez que muitas dessas andlises podem sofrer interferéncias de leitura

(SOONTAG, 1986; GRAFMEYER, 1995).



23

O anestésico CH nao apresentou efeito glicogenolitico, corroborando com o estudo de Field e
colaboradores (1993). No entanto, apresentou efeito altamente hemolitico nos animais. A concentragdo
média de hemoglobina encontrada nas amostras dos grupos CH foi visivel a olho nu e superior ao valor
limite de interferéncia apresentado na literatura para algumas andlises bioquimicas em sangue humano

(SOONTAG, 1986; GRAFMEYER, 1995).

Sabe-se que o CH € rapidamente metabolizado em tricloroetanol e 4cido tricloroacético no
sangue e figado. Esses metabdlitos sdo altamente téxicos para as células (LIPSCOMB, 1996). O acido
tricloroacético € um &cido forte, precipitante de proteinas e causa peroxidacdo lipidica das membranas
celulares (CELIK, 2008). Essa peroxidacado lipidica parece ser a explicacdo da hemdlise tdo acentuada

encontrada nos eritrocitos dos animais anestesiados com CH em nosso estudo.

O anestésico KX produziu um grau de hemolise menos acentuado quando comparado ao CH,
mas em contrapartida apresentou um potente efeito glicogenolitico hepético e muscular. A ketamina
parece perturbar a integridade da membrana dos eritrdcitos por interagir diretamente com a proteina
transportadora de glicose (GLUT-1) do eritrdcito, inibindo a entrada de glicose para dentro da célula,
podendo tornéd-la hipotdnica, o que explicaria a hemdlise (STEPHENSON, 2000). J4 o efeito
glicogenolitico pode estar relacionado ao aumento da liberagdo de catecolaminas pela ativagdo do
sistema nervoso simpdtico que parece ocorrer logo apds a administragdo dessa droga, ou por acdo direta
do anestésico em alguma enzima do metabolismo do glicogénio (IVANKOVICH, 1974). A xilazina,
agonista alfa-2 adrenérgico, pode causar hiperglicemia em alguns animais, podendo contribuir com a

acdo glicogenolitica da ketamina quando associadas.
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Rodrigues e colaboradores (2006) encontraram valores de glicose sanguinea bem mais elevados
em ratos anestesiados com KX quando comparados com ratos anestesiados com CH, sugerindo
glicogendlise. Ao contrdrio do encontrado em nosso estudo, Musch e colaboradores (1989) nao
verificaram altera¢des nas concentragdes de glicogénio apds administragdo com KX, porém o método
de inducdo a anestesia profunda consistiu em uma menor concentracdo de anestésico (ketamina:
50mg/kg peso e xilazina: 3mg/kg peso) aliado a uma manutenc¢do por vaporiza¢do de gases (70% 6xido
nitrico e 30% oxigénio). Talvez essa menor concentragdo ou tal metodologia tenha promovido uma

menor ativacao do sistema nervoso simpdtico ou promovido respostas menos acentuadas.

A combinacdo tiletamina-zolazepam-xilazina do anestésico ZTX mostrou-se a mais adequada
entre os anestésicos testados. Apesar da tiletamina sozinha apresentar ativacdo do sistema nervoso
simpdtico e tendéncia a atividade convulsiva (KOHN, 1997), e a xilazina ser um agonista alfa-2
adrenérgico, essas drogas associadas ao zolazepam, que possui propriedades anticonvulsivas,
ansiolitica, sedativa-hipnética e de relaxante muscular (LIN, 1993; KOHN, 1997) foram muito
eficientes. Nao induziram nem hemdlise nem glicogenélise imediatamente apds a anestesia profunda. A
combinagdo tiletamina-zolazepam tem sido utilizada e estudada como tranqiiilizante para imobilizar

animais silvestres (SWEITZER, 1997). H4 tempos estudos tém mostrado sua efetividade na anestesia

de ratos e outros animais (SILVERMAN, 1983; FORSYTHE, 1992; LIN, 1993).

Em um estudo comparativo entre os anestésicos ketamina-xilazina, pentobarbital e tiletamina-
zolazepam esse ultimo apresentou efeitos cardiovasculares minimos em ratos quando comparados aos
outros (SAHA, 2007). Em outro estudo foi mostrado que o anestésico ketamina-xilazina apresentou
taxas respiratorias e de pressdo parcial arterial de O, maiores do que a tiletamina-zolazepam-xilazina

(POPILSKIS, 1991).
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Nesse estudo utilizamos o anestésico comercial Zoletil 50°, que € formado pela combinagao
dessas duas drogas e acrescentamos a Xxilazina, jd que estudos mostraram que as respostas com essa
administracdo conjunta causavam uma anestesia profunda, analgesia, sedacdo e relaxamento muscular
eficientes para uma ac¢do cirirgica (FORSYTHE, 1992; LIN, 1993; KO, 1995; SWEITZER, 1997).
Além de melhorar as respostas a anestesia e ndo apresentar glicogendlise acentuada nessa associagdo, a
xilazina contribuiu também na diminui¢do do custo final, pois diminuiu a concentragdo utilizada de

Zoletil 50° por animal.

Os dados apresentados no presente estudo mostraram que o anestésico ZTX parece ser 0 mais
apropriado para laboratdrios de pesquisa com animais que ndo possuem vaporizador especifico para
anestesia via inalatéria. Além de ndo causar glicogendlise e nem hemdlise possui custo acessivel, €
facilmente encontrado no mercado veterindrio, € de facil aplicacdo, induz anestesia profunda

rapidamente e apresentou baixo indice de mortalidade.
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RESUMO

O objetivo desse estudo foi analisar os efeitos do caldo de cana comparativamente a outras solugdes de
carboidratos ministradas imediatamente apds um protocolo de exercicio exaustivo em ratos na replecao
dos estoques de glicogénio, e na cinética de alguns marcadores de protedlise, lesdio muscular e
inflamacao nas primeiras 48h de recuperagdo. O estudo foi dividido em 2 experimentos, que utilizaram
ratos submetidos ao mesmo protocolo de exercicio, sempre precedido por 24h de jejum. No primeiro
experimento foi analisada a capacidade de reposicdo do glicogénio hepdtico e muscular ap6s 1h do
exercicio exaustivo e gavagem com as diferentes solu¢des de carboidratos ou dgua. Os animais foram
divididos em 7 grupos: Controle sem jejum e sem exercicio (CO); Jejum 24h + exercicio (JEX) e
grupos JEX com gavagem de dgua (AG); frutose (F); maltodextrina (M) e caldo de cana em duas
diferentes concentragdes (CC1 e CC2). Os animais foram sacrificados apds lh de descanso, sendo
quantificadas as concentragdes de glicogénio hepatico e do musculo gastrocnémio, por¢cdes vermelha e
branca. Os resultados mostraram que a suplementacdo com caldo de cana foi tdo eficiente quanto a
maltodextrina para restaurar significativamente os estoques de glicogénio muscular 1h apds a exaustao.
Ja a frutose praticamente ndo alterou as concentracdes de glicogénio muscular pos-exercicio. Nenhum
suplemento foi capaz de repor, significativamente, o glicogénio hepético (p>0,05). No experimento 2
foi analisada a cinética de alguns parametros bioquimicos (uréia, CK, albumina e urato) e a contagem
do ndmero de leucdécitos totais (WBC) nas primeiras 48h de recuperagcdo pds-exercicio na auséncia ou
presenca de suplementacdes. Os animais foram divididos nos seguintes grupos: CO, JEJUM, AGUA,
MALTO e CALDO. Os grupos exercitados suplementados foram analisados nos momentos 3h, 6h, 24h
e 48h pos-exercicio. Os dados apresentados indicaram que o exercicio agudo induziu dano muscular
acompanhado de resposta inflamatdria, sem um estado catabdlico mais acentuado. Houve também um
nivel maior de estresse oxidativo pos-exercicio. Nossos dados mostraram que nenhuma das
suplementacdes foi capaz de alterar a resposta nas primeiras 48h pds-exercicio. Os grupos
suplementados com carboidratos apresentaram valores ligeiramente inferiores nos primeiros momentos
(3h) na andlise de CK e uréia em relacdo ao grupo dgua, porém sem diferencas significativas, sugerindo
um possivel efeito protetor pelos carboidratos. As potencialidades dos constituintes do caldo de cana e
a escassez de estudos cientificos com o objetivo de utilizd-lo como recurso ergogénico no esporte
reforcam a continuidade dessas investigacoes.

Palavras-chaves: Glicogénio, caldo-de-cana de actcar, exercicio fisico, maltodextrina, CK, WBC
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INTRODUCAO

O exercicio fisico € capaz de induzir microtraumas na musculatura e estruturas envolvidas com
a mecanica do movimento (CHEVION, 2003; FLUCK, 2006). Nesse caso, para o reparo e regeneragao
das estruturas danificadas, ha a necessidade de um periodo adequado de descanso, durante o qual
ocorre um conjunto de respostas agudas. Essas incluem aumentos nos niveis de marcadores de estresse
oxidativo e resposta inflamatéria, em conjunto com a acdo de hormonios e outras moléculas
sinalizadoras (BASSEL-DUBY, 2006). Essas respostas ttm como objetivo a manuten¢do homeostatica

do organismo estimulado apds uma tnica sessao ou apds diversas sessdes de esforgos fisicos.

O processo adaptativo envolve a ativacdo de vias de sinalizacdo intracelulares e subseqiiente
ativacdo gé€nica que pode resultar em alteragdes na massa muscular, nas propriedades contriteis e nas
respostas metabdlicas (TOIGO, 2006). Essa sinaliza¢do protéica € dependente das caracteristicas dos
exercicios fisicos aplicados. Quando os exercicios sdo realizados de forma constante e sistematizada
induzem aumento no rendimento de capacidades biomotoras diversas (HAWLEY, 2006). Dentre os
estimulos ativadores das vias de transducdo de sinal encontra-se o préprio estresse mecanico, gerador
de uma série de micro-traumas, que sinaliza uma resposta inflamatdria local para o reparo; aumento nas
concentracdes intracelulares de Ca®*, alteracdes do estado redox celular (aumento na producdo de
espécies reativas de oxigénio — EROs), alteracdes hormonais, diminui¢do da concentragdo de ATP e

substratos energéticos como glicogénio e fosfocreatina (GIBALA, 1995).

O glicogénio muscular € o principal combustivel para o trabalho muscular, pois € o tnico capaz
de contribuir para a producdo de ATP tanto pela via anaerdbica (3 ATPs) quanto aerdbica (39 ATPs).
Estoques maiores de glicogénio muscular antes do exercicio parecem estar associados com a melhora

do rendimento e capacidade de manter forca e poténcia, um critério normalmente utilizado para definir
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fadiga (MACLAREN, 1989). J4 a deplecdo, parcial ou total, de glicogénio pré-exercicio parece afetar
negativamente o desempenho em exercicios fisicos moderados ou intensos (IVY, 1991; BALSOM,
1999). Restaurar os estoques de glicogénio muscular, apds uma ou mais sessdes de treino, tem sido
proposto como um dos fatores mais importantes para a recuperagao pos-esforco (JENTJENS, 2003).
Porém, a restauracdo completa depende da extensao da deplecdo, do fornecimento de carboidratos no

tempo correto e do tipo de carboidrato consumido (IVY, 1999).

Um aumento na oferta de glicose na corrente sanguinea sinaliza a liberacdo de insulina pelo
pancreas, hormonio responsavel por estimular a sintese e inibir a degradacao do glicogénio, através da
ativagdo da enzima glicogénio sintase e inativacdo da enzima glicogénio fosforilase. A velocidade de
absor¢do e conseqiiente extensdo com que os carboidratos ingeridos aumentam a glicemia influenciam
a taxa de secrecdo de insulina. Essa acdo levou a classificacdo funcional dos carboidratos dos alimentos
em relacdo ao seu Indice Glicémico (IG), glicemia induzida pela ingestdo de alimento com 50 g de
carboidrato, comparada com a glicemia atingida ap6s ingestao de 50 g de glicose (LUDWIG, 2000). De
acordo com a resposta da glicemia, os carboidratos da dieta vém sendo classificados como de alto,

moderado ou baixo IG (LAZARIM, 2009).

A captacgdo da glicose plasmatica e seu armazenamento como glicogénio pelas células hepdticas
ndo sdo diretamente dependentes da acdo da insulina. Ja a captagdo de glicose pelas fibras musculares
depende de insulina. Isso porque os transportadores de glicose nos musculos (GLUT-4) ficam
armazenados em vesiculas no interior do citosol. Para migrarem para o sarcolema dependem da
interagcdo insulina-receptor e respectiva sinalizacdo intracelular. Uma vez no sarcolema os GLUT-4
permitem a entrada de glicose e seu posterior armazenamento como glicogénio na musculatura. No

entanto, estudos mostram que a propria atividade contrétil e a deplecdo dos estoques de glicogénio
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sinalizam uma fase rdpida e transiente de captacdo de glicose por também estimularem a migragcdo dos
GLUT-4 para o sarcolema (GOODYEAR, 1998). Essa fase comeca imediatamente apds o término do
exercicio, dura aproximadamente de 30 a 60 minutos e pode ser otimizada com a ingestdo de
carboidratos imediatamente apds o esforco fisico, sendo conhecida como fase rapida de captacdo de
glicose (MAEHLUM, 1977; PRICE, 1994). O glicogénio sintetizado nessa fase é de pequena densidade
e chamado de proglicogénio (ADAMO, 1998). Seguindo essa fase rdpida, a sintese de glicogénio
acontece numa velocidade muito mais lenta, necessitando da presencga de carboidratos e altos niveis de

insulina (IVY, 1991).

A fase lenta € caracterizada por um aumento marcado na sensibilidade a insulina tanto dos
GLUT-4 como da enzima glicogénio sintase (CARTEE, 1990). Dependendo da quantidade consumida
de carboidratos e da magnitude da concentracdo de glicogénio a sensibilidade a insulina no musculo
pode ficar aumentada por um longo periodo de tempo (> 48h) (CARTEE, 1990). O glicogénio formado

nessa fase possui grande densidade e por isso € chamado de macroglicogénio (ADAMO, 1998).

Estd bem documentado na literatura que a ingestdo de carboidratos de moderado a alto IG (na
concentracdo de 0,7 — 1,5 g/kg de peso corporal) em intervalos freqiientes (15 a 60 minutos) durante
um periodo de recuperacdo de 3 a 4 h permite uma maior reposicao de glicogénio (JENTJENS, 2003).
Normalmente, na pratica desportiva, sdo utilizados monossacarideos (frutose) ou amidos (glicose) em
diluicdes apropriadas para a reposicdo do glicogénio pds-treino ou pds-competicdo. Os agucares
utilizados para esse fim s@o facilmente encontrados no mercado de suplementos nutricionais, dentre

eles os mais conhecidos sdo a frutose e a maltodextrina.
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O caldo de cana é um tipo de bebida muito comum no Brasil. Possui 65% a 75% de 4dgua em
sua composicdo média e uma alta concentragcdo de sacarose, que corresponde entre 70% a 91% de seus
s6lidos soldveis. A cana também contém glicose (2% a 4%), frutose (2% a 4%), sais minerais (K", P,
Fe™, Mg™, Na*, CI' e Ca™) (3% a 5%), proteinas (0,5% a 0,6%), amido (0,001% a 0,05%), ceras e
lipidios (0,05% a 0,15%), compostos polifendlicos (3% a 5%), vitaminas do complexo B e ascorbato
(PATON, 1992; FRANCO, 2001). Embora seja um produto de baixo custo e de boa aceitacdo pela
populac@o, ndo ha estudos na literatura em relacdo ao seu uso como um recurso ergogeénico para a

reposicao de glicogénio muscular pds-exercicio.

O objetivo desse estudo foi analisar os efeitos do caldo de cana comparativamente a solucdes de
maltodextrina e frutose, ministrados em uma tnica dose imediatamente apds uma sessdo de exercicio
exaustivo agudo, na reposi¢ao dos estoques de glicogénio muscular e hepatico, e na cinética de alguns

biomarcadores nas primeiras 48h de recuperacdo pos-esforgo.

MATERIAIS E METODOS

O estudo foi dividido em 2 experimentos, que utilizaram ratos submetidos a0 mesmo protocolo

de exercicio, sempre precedidos de jejum de 24h.
Animais

Foram utilizados 78 ratos Wistar machos para o 1° experimento e 92 ratos Wistar machos para o
2° experimento, com peso entre 300 - 440 g. Os animais foram adquiridos do Centro de Bioterismo da
Unicamp, e acomodados em biotério climatizado a 25° C (x1), com controle de ciclo de luz

claro:escuro de 12 horas invertido, com dieta padrao (racdo Nuvital - Nuvilab CR-1 Autoclavével) e
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dgua ad libitum. Os protocolos experimentais utilizados com os animais foram submetidos e aprovados

pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal (Protocolo 1565-1).

Protocolo de exercicio exaustivo e gavagem das diferentes suplementacoes

Utilizamos o protocolo proposto por Nikolovski e colaboradores (1996) com algumas
modifica¢des. Os animais permaneceram por 24 horas em jejum prévio ao exercicio, a fim de facilitar a
deplecdo do glicogénio hepético e diminuir o tempo de exaustdo dos animais (RAJA, 2004; GUELFI,
2006), sendo pesados imediatamente antes do exercicio. Com o peso calculou-se o volume de
anestesia, das solucdes de gavagem e peso do chumbo correspondente a uma sobrecarga de 10% da
massa corporal. O chumbo foi entdo colocado em uma mochila, fixando-a no térax dos animais, que
nadaram por cerca de 3 minutos até a exaustdo, em tanques individuais em uma piscina de vidro com
55cm de largura, 83cm de comprimento e 60cm de profundidade. A temperatura da dgua foi mantida a
34°C (+ 2). A exaustdo foi definida no momento em que os animais permaneciam submersos por 10

segundos (McARDLE, 1966).

Imediatamente apds a exaustdo os animais dos diferentes grupos exercitados receberam as
seguintes solugdes por gavagem estomacal. Experimento 1: Solucdo dgua, 1 ml, (AG); Solucao 10%
frutose (0,7g CHO/kg peso corporal - F); Solugdo 10% maltodextrina, (0,7g CHO/ kg peso corporal -
M); Solug@o caldo de cana 1 (0,7 CHO/kg peso corporal - CC1); Solucdo caldo de cana 2 (1,4 CHO/kg
peso corporal - CC2). Experimento 2: Solugdo dgua, 1 ml, (dgua), Solucdo 10% maltodextrina, (0,7g
CHO/ kg peso corporal - malto); Solucdo caldo de cana 1 (0,7 CHO/kg peso corporal - caldo). Os
volumes adicionados por gavagem variaram entre 1-3 ml, dependendo da solucdo de CHO utilizada e

da massa corporal do animal.
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Anestesia

Os animais foram anestesiados com Cloridrato de Xilazina e Zoletil 50® (Virbac do Brazil,
Jurubatuba, Sdo Paulo). A concentragdo utilizada foi 50mg/kg peso + Cloridrato de Xilazina, 11 mg/kg
peso, pela via intramuscular. Todos os animais foram sacrificados no mesmo periodo do dia, entre 9:00
- 11:00 h para evitar erros devido a possiveis interferéncias hormonais no metabolismo de glicogénio

(CONLEE, 1976; SAUBERT, 1983).
Analises estatisticas

Os valores do primeiro experimento foram expressos em média + desvio padrio e os valores do
segundo experimento em média *+ desvio padrdo da média, para uma melhor andlise visual dos
graficos. Para a andlise estatistica dos dados foi aplicado ANOVA one-way (andlise de variancia) e
Tukey post hoc. Utilizamos o programa estatistico Graphpad Instat 3 (GraphPad Software, Inc., San
Diego, USA). Para todas as andlises comparativas foi adotado, como nivel de referéncia de

significancia, p<0,05.
Grupos Experimentais: 1° Experimento

Os animais foram divididos aleatoriamente no dia do experimento em 7 grupos, suplementados
com diferentes solugdes imediatamente pos-exercicio: Controle sem jejum e sem exercicio, n=13 (CO);
Jejum 24h + exercicio (JE), n=12; JE + agua (AG), n=11; JE + frutose (F), n=10; JE + maltodextrina
(M), n=10; JE + caldo de cana 0,7 (CC1), n=12; JE + caldo de cana 1,4 (CC2), n=10. Os animais se
recuperaram nas gaiolas sem ter acesso a comida por 60 minutos até serem anestesiados e

posteriormente sacrificados.
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Coleta e analise de tecidos

Apdés a anestesia profunda iniciou-se a retirada dos tecidos. Foram coletados 35-50mg de
amostra do figado e do musculo gastrocnémio branco e vermelho. Os tecidos foram colocados em
microtubos, pesados e imediatamente congelados em nitrogénio liquido, sendo mantidos em biofreezer
a -80°C. A quantificacdo da concentracdo de glicogénio hepdtico e muscular foi feita por

espectrofotometria, pelo método fenol-sulftrico proposto por Lo e colaboradores (1970).
Grupos Experimentais: 2° Experimento

Os animais foram divididos aleatoriamente nos seguintes grupos: controle, sem jejum e sem
exercicio (CO n=10); grupo jejum 24h, sem exercicio (JEJUM n=10); e mais 12 grupos de animais
exercitados com jejum prévio (n=6 em cada grupo): controle com 4gua (AGUA) e suplementados com
maltodextrina (MALTO) e caldo de cana (CALDO), sacrificados apds 3h, 6h, 24h e 48h de

recupera¢ao do esforco, periodo onde receberam dgua e racao ad libitum.
Coleta de sangue e dosagens bioquimicas e hematologicas

O sangue total foi coletado por puncdo cardiaca do ventriculo esquerdo, sendo 2 ml
armazenados em tubos contendo EDTAKj; marca Vacuette® (Greiner Bio-One) para a contagem do
nimero de leucdcitos. O restante do sangue foi armazenado em tubos Vacuette (Greiner Bio-One) com

gel separador, sendo imediatamente centrifugados a 1800 g, 4° C, 15 minutos para a obtencdo do soro.

Para contagem do numero de leucdcitos totais (WBC) utilizou-se o aparelho KX-21N
Sysmex®. As andlises bioquimicas foram realizadas no aparelho automatizado Autolab 18 Boehringer

Mannheim com a utilizacdo de kits especificos (Wiener lab, Rosdrio, Argentina). Os parametros
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bioquimicos analisados no soro foram: concentracdo de uréia, atividade da enzima creatina quinase

(CK), concentracao de albumina e concentragdo de urato.

RESULTADOS

1° Experimento

A Figura 1 apresenta a concentracdo do glicogénio hepdtico mensurada nos animais dos

diferentes grupos experimentais.
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Figura 1. Comparacdo da concentragdo de glicogénio hepdtico (mmol/ kg tecido imido) entre os
diferentes grupos. Controle sem jejum e sem exercicio (CO); Jejum 24h + exercicio (JEX); Jejum 24h
+ exercicio + dgua (AG); Jejum 24h + exercicio + frutose (F); Jejum 24h + exercicio + maltodextrina
(M); Jejum 24h + exercicio + caldo de cana 0,7 (CC1); Jejum 24h + exercicio + caldo de cana 1,4
(CC2). a - representa diferenca significativa em relagdo ao grupo CO (p<0,05);

Os valores médios e desvio padrdao das concentragdes de glicogénio hepatico dos grupos
estudados foram: 172,9+49,9 (CO); 3,7+1,5 (JE); 4,1+0,6 (AG); 6,6+4,0 (F), 4,6+1,8 (M); 12,9+10,1
(CC1) e 10,245,5 (CC2). Os grupos suplementados com diferentes concentracdes de caldo de cana
apresentaram valores superiores aos demais grupos, embora ndo significativos (p>0,05). Todos os

grupos apresentaram valores significativamente menores em relagdo ao grupo CO (p<0,05).
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A Figura 2 apresenta a concentracio de glicogénio do muisculo gastrocnémio por¢do branca (A)

e vermelha (B) dos diferentes grupos de animais.
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Figura 2. Concentracdes de glicogénio do musculo gastrocnémio branco (A) e vermelho (B) entre os
diferentes grupos suplementados (mmol/ kg tecido umido). Controle sem jejum e sem exercicio (CO);
Jejum 24h + exercicio (JEX); Jejum 24h + exercicio + dgua (AG); Jejum 24h + exercicio + frutose (F);
Jejum 24h + exercicio + maltodextrina (M); Jejum 24h + exercicio + caldo de cana 0,7 (CC1); Jejum
24h + exercicio + caldo de cana 1,4 (CC2).

a- representa diferenca significativa do grupo CO (p<0,05);
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b- representa diferenca significativa do grupo JEX (p<0,05);
c- representa diferenga significativa do grupo AG (p<0,05).

Observamos uma deplecdo significativa do glicogénio no grupo JEX em ambos os musculos
analisados. O grupo AG ndo apresentou diferenca significativa do grupo JEX comprovando que ndo
houve eficiéncia na replecdo do glicogénio muscular desses grupos. Os grupos M, CC1 e CC2 exibiram
concentracdes de glicogénio superiores as do grupo JEX e AG (p<0,05), embora significativamente
menores que as do grupo CO (p<0,05). Somente o grupo M apresentou valores préximos aos do grupo
controle no musculo gastrocnémio vermelho. O grupo F exibiu valores de glicogénio superiores ao
grupo JEX, mas préximos aos do grupo AG. O grupo AG exibiu somente uma tendéncia de aumento

em relagcdo ao grupo JEX.

2° Experimento

Efeitos do exercicio e suplementacdes no estado catabélico

A Figura 3 apresenta a média e o desvio padrdo da média da concentracio sérica de uréia nos

diferentes grupos.
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Figura 3. Concentracdo de uréia no soro (g/dL) dos diferentes grupos analisados e nos diferentes
momentos pés-exercicio: 3 horas (3H); 6 horas (6H), 24 horas (24H) e 48horas (48H).

Os dados mostraram que o grupo exercitado suplementado com dgua (AGUA) exibiu uma
tendéncia de aumento nas concentracdes médias de uréia no momento 3h e volta para valores proximos
aos dos grupos CO e JEJUM nos demais momentos (6h, 24h e 48h) pds-recuperacdo. Esses dados
sugerem um estado catabdlico ligeiramente superior nos animais exercitados sem suplementacio
principalmente nos momentos iniciais da recuperagcdo. Os grupos suplementados com MALTO e
CALDO exibiram tendéncia de concentragcdes médias de uréia sérica menores no momento 3h. Os
valores médios do grupo suplementado com caldo foram ligeiramente inferiores a todos os outros
grupos nos momentos 3h e 6h. No entanto, é importante ressaltar que nao houve diferencas

significativas intergrupos nas concentracdes séricas de uréia em nenhum dos momentos analisados

(p>0,05).
Efeitos do exercicio e das suplementacoes nos niveis de lesio muscular e resposta inflamatoéria

A Figura 4 mostra a atividade da enzima creatina quinase (CK) no soro dos animais dos grupos
CO e JEJUM e dos grupos exercitados suplementados com AGUA, MALTO e CALDO nos diferentes

tempos de recuperagdo (3h, 6h, 24h e 48h) pds-exercicio.
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Figura 4. Atividade da CK no soro (U/L) dos diferentes grupos analisados e nos diferentes momentos
pos-exercicio + gavagem com dgua, malto ou caldo de cana imediatamente apds o exercicio, 3horas
(3H), 6 horas (6H), 24 horas (24H) e 48 horas (48H) pds-exaustao.

* Diferenca significativa (p<0,05) dos grupos exercitados, no momento 48h, em relacdo aos grupos
controle e jejum.

¥ Diferenca significativa (p<0,05) em relacdo ao grupo dgua momento 3H.

A CK sérica do grupo exercitado controle (AGUA) aumentou significativamente em relagio aos
grupos CO e JEJUM no momento 3h, diminuiu nos tempos 6 h e 24h, voltando a aumentar
significativamente no momento 48h pds-exercicio. Esses dados sugerem que o dano muscular induzido
pelo exercicio persistiu mesmo apds 48h de descanso. J4 os grupos suplementados com MALTO e
CALDO exibiram valores menos acentuados de CK no soro nos momentos 3h e 48h que o grupo
AGUA, especialmente o grupo suplementado com MALTO (p<0,05 para o grupo MALTO 3h). No
entanto, as diferencas na média entre os grupos suplementados nos outros momentos ndao foram
significativas. Os grupos exercitados exibiram valores significativamente maiores no momento 48h em

relacdo aos grupos CO e JEJUM (p<0,05).

A Figura 5 apresenta a média e o desvio padrao da média do nimero de leucdcitos totais nos

diferentes grupos (A) e das concentragdes de albumina sérica (B), uma proteina de fase aguda negativa.



N

LEUCOCITOS TOTAIS

NUMERO DE LEUCOCITOS TOTAIS (x103/ul)

o JEJUM

3H

6H

24H

48H

mCo
BJEIUM
mCALDO
OMALTO
OAGUA

55 -

(g/dL)

45 -

35 -

CONCENTRACAO DE ALBUMINA
=N

ALBUMINA

o JEJUM

3H

24H

48H

mco
BJEIUM
u CALDO
OMALTO
OAGUA

47

Figura 5. Concentracdo de glébulos brancos (x10%ul) (A) e de albumina sérica (g/dL) (B) dos
diferentes grupos analisados e nos diferentes momentos pos-exercicio + gavagem: 3 horas (3H); 6

horas (6H), 24 horas (24H) e 48horas (48H).

* Diferenca significativa (p<0,05) dos grupos exercitados, analisados nos determinados momentos,

comparativamente aos grupos controle e jejum.
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Os grupos CO e JEJUM ndo exibiram diferengas significativas entre si em nenhum dos
parametros analisados (p>0,05). Porém, houve uma tendéncia de diminuicdo no nimero médio de
leucdceitos totais no grupo JEJUM quando comparado ao CO. Os grupos exercitados exibiram aumento
no numero de leucdcitos e diminui¢des nas concentracdes de albumina em relagdo ao CO e JEJUM em
todos os momentos analisados (p<0,05). Os grupos suplementados com MALTO ou CALDO nao
foram diferentes do grupo apenas exercitado (AGUA) para nenhum desses parametros. Esses dados
sugerem que a suplementagdo aguda ndo alterou o padrdo da resposta inflamatéria nas 48h

subseqiientes ao exercicio.
Efeitos do exercicio e das suplementacoes na capacidade antioxidante sérica

A Figura 6 apresenta a média e o desvio padrao da média da concentracdo sérica de urato

(mg/dL) como representante da capacidade antioxidante sérica nos diferentes grupos.
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Figura 6. Concentracdo de urato no soro (g/dL) dos diferentes grupos analisados e nos diferentes
momentos pds-exercicio + gavagem: 3 horas (3H); 6 horas (6H), 24 horas (24H) e 48horas (48H).

# Diferenca significativa (p<0,05) do grupo jejum e dos grupos exercitados, analisados nos
determinados momentos, comparativamente ao grupo controle.
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Podemos observar que o jejum de 24h foi capaz de diminuir significativamente a concentracdo
de urato no soro, enquanto o exercicio fisico contribuiu para uma diminui¢@o ainda maior. O grupo CO
apresentou diferenga significativa do grupo JEJUM e também dos grupos exercitados suplementados
em todos os momentos (p<0,05). Esses dados sugerem um aumento nos niveis de estresse oxidativo
durante as 48h de descanso pods-exaustdo. Os grupos suplementados com MALTO ou CALDO nao
apresentaram valores diferentes do grupo AGUA para esse parimetro. As concentracdes séricas de

urato se mantiveram baixas mesmo apds 48h de descanso.

DISCUSSAO

Os resultados apresentados nesse estudo mostraram que a suplementagdo com caldo de cana foi
tdo eficiente quanto a maltodextrina para restaurar os estoques de glicogénio muscular apés 1 h de
recuperagdo de um exercicio exaustivo. Esses dados reforcam que a restauracao do glicogénio muscular
¢ prioritdria apés um exercicio fisico que resulte em uma deplecdo significativa das reservas
intramusculares (KIMBER, 2003), uma vez que os estoques no figado se mantiveram muito baixos

apos 1 h de recuperacao, independente da solucao de carboidrato utilizada.

Os carboidratos contidos no caldo de cana (sacarose) e na maltodextrina (amido, glicose)
induziram percentuais de aumento similares nas concentra¢des de glicogénio muscular. Outros estudos
mostraram velocidade similar de sintese de glicogénio com a ingestdao de sacarose (IG moderado) ou
glicose (IG alto) pés-exercicio (BLOM, 1987; CASEY, 2000). A sacarose contém quantidades
equimolares de glicose e frutose e, portanto, somente metade da quantidade de glicose disponivel para
a sintese de glicogénio muscular. Foi sugerido que como o metabolismo da frutose ocorre

predominantemente no figado, o mesmo inibiria a captag¢do hepatica de glicose pds-exercicio, captando
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apenas frutose, e com isso mais glicose estaria disponivel para ser utilizada pelos misculos (BLOM,
1987).

A frutose (IG baixo) induziu um efeito menos acentuado nas concentracdes de glicogénio
muscular pés-exercicio. O aumento foi ligeiramente superior ao observado para o grupo dgua, que
somente descansou por uma hora. A reposicio de glicogénio muscular mesmo na auséncia de
carboidratos ja foi reportada em musculos de humanos, peixes, répteis e anfibios, embora a extensio da
reposicao pareca diferir entre as espécies (FOURNIER, 2002). A gliconeogénese muscular a partir do
lactato parece ser a principal fonte de carbonos para a reposi¢ao de glicogénio muscular apds exercicios
intensos na auséncia de alimentacdo (DONOVAN, 2000; FOURNIER, 2002). Demonstrou-se que a
atividade gliconeogénica é quantitativamente similar nas fibras tipo Ila e IIb, e negligivel nas fibras
tipo [ (DONOVAN, 2000).

Nossos dados mostraram que o protocolo de exercicio utilizado induziu deple¢do de glicogénio
nos musculos com predominancia de fibras do tipo II. As fibras tipo IIb s3o recrutadas somente em
exercicios intensos. Esse fato, e o aumento na atividade plasmdtica da CK e WBC concomitante a
diminui¢do nas concentracdes de albumina, uma proteina de fase aguda negativa, (Figuras 4 e 5)
sugerem que o protocolo de exercicio utilizado nesse estudo, embora extremamente curto (cerca de 3
min) induziu dano muscular e resposta inflamatéria persistente mesmo apés 48h de descanso.

Apesar dos valores séricos da CK terem sido, na média, ligeiramente inferiores nos grupos
suplementados com MALTO e CALDO quando comparados ao grupo AGUA, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos (com exce¢do do grupo MALTO 3h). Esses dados
sugerem que a suplementacdo aguda com esses carboidratos, embora seja eficiente para repor

rapidamente os estoques de glicogénio muscular, ndo foi suficiente para reduzir a severidade e duragdo
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do dano muscular induzido pelo exercicio durante as primeiras 48h de recuperagao (MILES, 2006;

2007).

Ja os valores séricos de uréia ndo se alteraram significativamente em resposta ao exercicio.
Houve uma variabilidade maior na resposta do momento 3h no grupo exercitado (AGUA), com
tendéncia de aumento nos valores médios. O cortisol liberado em condi¢do de estresse sinaliza
protedlise (SIMMONS, 1984; BRILLON, 1995). As concentracdes médias séricas de uréia aumentadas
principalmente no momento 3h nos animais do grupo exercitado reforcam essa condi¢do, ja que a uréia
€ um catabolito proveniente da protedlise muscular. No entanto, esse efeito ndo foi duradouro e ja no
momento 6h a uréia sérica apresentava valores proximos aos do grupo CO. Mesmo com os estoques de
glicogénio muscular parcialmente repletos apds 1h da exaustdo ndo houve diferencas intergrupos para
esse parametro, somente uma tendéncia de diminuicao no grupo CALDO 3h. A insulinemia oriunda da
oferta de glicose como contribuinte para uma diminui¢do na acao proteolitica do cortisol e sinalizacdo
de sintese protéica e reparo muscular ndo surtiu efeito adicional provavelmente porque a protedlise

induzida pds-exercicio foi insignificante.
CONCLUSAO

A idéia de utilizar o caldo de cana de aclicar como recurso ergogénico deveu-se ao fato da
abundancia de planta¢des de cana de agicar no Pais em funcdo do seu potencial energético como
biocombustivel, sendo um subproduto extremamente barato. Sua composi¢do média apresenta uma alta
concentracdo de sacarose, correspondente a 70% a 91% de seus sélidos soldveis além de outros
elementos (FRANCO, 2001). Contém antioxidantes como os 4cidos fendlicos (caf€ico, sindptico e

isdmeros do &cido clorogénico), flavondides (apigenina, luteolina e derivados de tricina) e outros
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compostos fenodlicos (PATON, 1992; McGHIE, 1993). Existem estudos mostrando a atividade
antioxidante dos compostos fendlicos do caldo de cana (DUARTE-ALMEIDA, 2006), de flavondides
(VILA, 2006), da acd@o antiinflamatéria das misturas de seus dcidos graxos (NOA, 2002; MOLINA
2005), de efeitos imuno-estimulatérios e promotores de crescimento (EL-ABASY, 2002, YAMAUCHI,
2006). No entanto, os estudos sobre as propriedades dos constituintes do caldo de cana sobre
marcadores de sobrecarga e exercicio fisico sdo ainda escassos, mas com um campo enorme de
aplicacdo, inclusive com diversas possibilidades de combinacdo com outras substancias como as

proteinas.

Os dados apresentados nesse estudo mostraram que nenhuma das suplementacdes foi capaz de
restabelecer os valores séricos de urato, que ja estavam diminuidos pelo jejum de 24h e diminuiram
ainda mais com o exercicio exaustivo. Provavelmente a resposta inflamatdria instalada contribuiu para
um nivel maior de estresse oxidativo pés-exercicio. Porém o grupo CALDO ndo apresentou valores
superiores aos outros grupos exercitados, mesmo contendo antioxidantes naturais. Os dados
apresentados no presente estudo sugerem que o ligeiro efeito protetor observado, principalmente no
momento 3h pds-esfor¢o, ocorreu principalmente pela oferta de carboidratos, independente do tipo, ja
que o grupo MALTO foi o tnico que apresentou valores séricos de CK inferiores ao grupo AGUA no

momento 3h.

Mais estudos comparando essas suplementacdes, utilizando outros protocolos de exercicio e
suplementagdes cronicas estdo sendo desenvolvidos no nosso laboratério e poderdo apresentar
resultados diferentes desses. A sintese rdpida de glicogénio pds-esfor¢o parece ser mais importante
entre sessoes de treino realizadas no mesmo dia ou em modalidades que exijam o melhor rendimento

do atleta em vérios momentos do mesmo dia (NELSON, 2001; BARNETT,2006). As potencialidades
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dos constituintes do caldo de cana e a escassez de estudos cientificos com o objetivo de utiliza-lo como
recurso ergogénico no esporte reforcam a continuidade dessas investigagdes. E um produto facilmente
obtido em nosso pais e de baixo custo, ideal para as condi¢gdes sdcio-econdmicas da maioria dos atletas
nacionais. E eficiente para repor glicogénio muscular assim como a maltodextrina, podendo ser uma

alternativa as solu¢des de carboidratos utilizadas nos esportes.
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