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Resumo

Seres humanos e animais desnutridos apresentam comprometimento funcional
em diversos 6rgaos, o que nao é revertido totalmente pela realimentacao. O exercicio
fisico, por sua vez, parece acelerar alguns aspectos da recuperacao nutricional. Sao
escassos 0s dados quanto ao envolvimento do estresse oxidativo no comprometimento
funcional causado pela desnutricdo. Mais raras ainda sédo as informagdes quanto aos
efeitos do exercicio durante a recuperacdo nutricional sobre o estresse oxidativo
imposto ao organismo. O presente estudo visou avaliar o balanco entre ataque oxidativo
e mecanismos antioxidantes em ratos jovens submetidos a restricao protéica alimentar
e recuperados com dieta balanceada, associada ou ndo ao exercicio aerébio de corrida
e natacdo. Os principais indicadores do ataque oxidativo foram os produtos que reagem
ao acido tiobarbiturico (TBARs) e as proteinas carboniladas (PC) enquanto que os
indicadores do sistema de defesa antioxidante foram as atividades das enzimas
catalase (CAT) e glutationa redutase (GR) no sangue. Os animais deficientes em
proteina apresentaram aumento dos danos oxidativos (TBARs) em relagdo aos
controles, o que induziu aumento na atividade das enzimas antioxidantes. O
treinamento fisico aumentou os danos oxidativos (TBARs) e reduziu as enzimas
antioxidantes (CAT e GR) nos animais controles. O treinamento fisico durante a
recuperacao nutricional, independente do tipo de exercicio, acelerou o crescimento
corporal (ganho de peso) dos ratos deficientes em proteina sem aumentar os danos
oxidativos (TBARs). Ambos os tipos de treinamento reduziram a atividade da CAT
durante a realimentacéo. O treinamento por natacdo reduziu também a atividade GR.
Em resumo, o conjunto de resultados sugere que a melhora do crescimento corporal
durante a recuperacdao nutricional associada ao treinamento fisico, pode estar

relacionada, ao menos em parte, ao decréscimo do nivel de estresse oxidativo.



ABSTRACT

Malnourished human beings and animals show impaired function in several
organs, which is not a fully reversed by nutritional recovery. Physical training, in turn,
accelerates some aspects of nutritional recovery. There are few data on the participation
of oxidative stress in the functional impairment imposed by malnutrition. The literature
locks information on the effects of physical training associated to nutritional recovery on
oxidative stress. The present study was designed to evaluate the balance between
oxidative attack and antioxidant mechanisms in young rats submitted to alimentary
protein restriction and recovered with balanced diet associated or not to aerobic physical
training (swimming and running). The main oxidative damage biomarkers was the blood
thiobarbituric acid reactive substances amount (TBARs) and reactive carbonyl
derivatives (RCD) amounts while the antioxidant system biomarkers were the blood
catalase (CAT) and glutathione reductase (GR) activities. Protein deficient animals
showed increase the in oxidative damage (TBARS) in relation to controls that induced an
increase in antioxidant enzymes activity (CAT and GR). Physical training increased
oxidative damage (TBARs) and reduced antioxidant defense (CAT and GR) in control
animals. Physical training during nutritional recovery accelerated body growth (weight
gain) of protein restricted rats without increasing oxidative damage (TBARs). Both swim
and run training reduced CAT activity during nutritional recovery. Swim training reduced
also GR activity. In summary, taken together these results suggest that the improvement
in body growth during nutritional recovery associated to physical training may be related,
at least in part to a decrease in the oxidative stress levels.



| - INTRODUCAO

Durante o metabolismo celular, a maior parte do oxigénio molecular consumido
nas mitocéndrias sofre completa reducdo a agua. Contudo, uma pequena parte do O
normalmente € convertida a produtos parcialmente reduzidos como radical &nion
superdxido (027), peréxido de hidrogénio (H>O.) e radical hidroxila (OH) (ARUOMA,
1994). Essas espécies, radicalares ou néo, sdo oxidantes potentes e podem causar
danos teciduais, sendo coletivamente chamadas de Espécies Reativas de O
(EROS)(SEN et al.,, 2001). A peroxidagéo lipidica, mediada por radicais tem sido
associada a grande variedade de processos degenerativos, inclusive a desnutricao
protéica (GOLDEN & RAMDATH, 1987; SEN et al., 2001). Por sua vez a suscetibilidade
do organismo aos danos oxidativos é influenciada pelos mecanismos de defesa
antioxidante (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989). Toda situacdo de desbalancgo entre
a quantidade de EROS formada e o sistema de defesa antioxidante estabelece uma
condicdo denominada de estresse oxidativo. O exercicio fisico também é fonte
importante de estresse oxidativo. Entretanto, existem evidéncias de que o treinamento
fisico, principalmente o de endurance, realizado regularmente parece atenuar o
estresse. (PEREIRA, 1996).

Baseados nos efeitos benéficos do exercicio para a saude e, em especial nos
efeitos anabdlicos sobre o crescimento muscular TORUN & VITERI (1994) e GALDINO
et al. (2000), analisaram o papel do exercicio crdénico sobre o crescimento corporal de
ratos desnutridos e constataram que ratos desnutridos ativos cresceram mais do que
aqueles mantidos inativos. O mesmo efeito foi observado em criangas em fase de
recuperacdo da desnutricdo protéica (TORUN & VITERI, 1994). Isso sugere que o
exercicio pode exercer efeito benéfico no processo de recuperacdo nutricional.
Entretanto faltam informacdes quanto aos efeitos do exercicio crénico sobre o balanco
entre fatores geradores de danos oxidativos e defesa antioxidante durante a
recuperacao nutricional. Além disso, faltam também informac6es mais consistentes em

relagédo ao status antioxidante numa condicao de desnutricao protéica.



Il - REVISAO DE LITERATURA

1. CONCEITO DE ESTRESSE OXIDATIVO

Radical € definido como qualquer a&tomo, molécula ou fragmento de molécula
contendo um ou mais elétrons desemparelhados na sua Ultima camada de valéncia
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989; SEN et al., 2001). Exemplos de radicais sao o
préprio oxigénio molecular (O), radical hidroxila (‘OH), radical &nion superéxido (O27),
radical peroxi (ROO), radical alcoxi (RO’) e oxido nitrico (NO) (PEREIRA, 1994a;
ARUOMA, 1994; YU, 1994; SJODIN et al., 1990; SEN et al., 2001). Destes radicais, o
‘OH e 0 O2" possuem uma grande importancia biolégica porque sao formados em varias
situacdes durante o processo normal ou exacerbado de reducado do O no interior das
mitocondrias (BENZI, 1993), durante a metabolisacdo de bases purinicas a Xantina
Oxidase (LOWENSTEIN, 1990) ou devido a reducao do perdxido de hidrogénio (H202)
pelo Oy catalizada por redutores como o Fe?* e Cu* ou ascorbato (YU, 1994). O H,0,
surge no interior das células quando o O, é reduzido divalentemente ou quando o O,~
sofre dismutagédo espontanea ou catalisada. Por ndo possuir elétrons desemparelhados,
nao é classificado como radical, sendo, portanto, menos reativo que os radicais citados
anteriormente (PEREIRA, 1994a; PEREIRA, 1996; HALLIWELL & GUTTERIDGE,
1989). A maior reatividade exibida pelos radicais, comparativamente a outros elementos
€ consequiéncia do menor tempo de vida-média que possuem. Os radicais OH e 0 Oy~
possuem vida média de 1x10° e 1x10® segundos respectivamente, enquanto o HzOx,
superior a 102 segundos e o Oz, superior a 10? segundos (YU, 1994). Esta meia vida
extremamente curta deve-se a instabilidade eletrbnica que apresentam. Isto resulta na
possibilidade de extrairem elétrons de outras moléculas com as quais venham a colidir,
promovendo formagéo de outras espécies radicalares, como por exemplo, os radicais
ROO e RO, formados durante a lipoperoxidacdo das membranas bioldgicas
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989). De forma resumida todas as espécies que
ocntém oxigénio e tem alta reatividade e alto potencial oxidante, sendo ou né&o
radicalares, denominam-se espécies reativas de oxigénio (EROS).



A peroxidagao dos lipidios das membranas biologicas é apenas um exemplo de
les&o bioldgica que pode ser promovida pelos radicais, uma vez que praticamente todas
as biomoléculas sao suscetiveis a oxidacdao (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989). Para
se protegerem contra oxidacdes os organismos dispdem de mecanismos moleculares e
enzimaticos. No primeiro caso, varias moléculas com propriedades antioxidantes
consumidas na dieta como o tocoferol (vitamina E), beta-caroteno (vitamina A), acido
ascérbico (vitamina C), glutationa reduzida (GSH), entre outros cofatores das enzimas
antioxidantes também estdo selénio, cobre, zinco; que diminuem a acao toxica das
EROS produzidas intra e extracelularmente (Yu, 1994; SEN et al., 2001).

O sistema de defesa antioxidante enzimatico é constituido principalmente por
enzimas como as superoxido dismutases (CuZn-SOD - citosélica e extracelular, Mn-
SOD - mitocondrial), catalase (heme-enzima especifica para reduzir H.O,, CAT) e
glutationa peroxidase (GR/GPX - dependentes e ndo dependentes de selénio, também
especificas para combate de lipoperdxidos) para decomporem respectivamente o anion
027, H202 e lipoperdxidos (YU, 1994). A glutationa redutase (GR) € outra enzima
importante nesse processo. Esta enzima, mesmo nao agindo diretamente na remogao
de radicais & responsavel pela regeneracdo da glutationa oxidada (GSSG) em sua
forma reduzida (GSH), utilizado como substrato da enzima GPX. Apesar dessas
defesas antioxidantes reduzirem os riscos de lesbes oxidativas por EROS, os
organismos podem vivenciar situacbes onde a protecdo € insuficiente. Quando
acontece um desbalanco entre a producdo de EROS e defesa antioxidante se
estabelece uma situacao de estresse oxidativo (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989).

2. DESNUTRICAO PROTEICO CALORICA

Embora a incidéncia mundial de desnutricdo tenha diminuido nas udltimas
décadas, sua prevaléncia ainda é muito elevada. Mais de um bilhdo de pessoas no
terceiro mundo sao afetadas, fazendo dessa caréncia, grave problema médico-social
nesses paises ainda nos dias de hoje (UVIN, 1994; GALDINO et al., 2001). Na América
latina, em nove paises onde foi efetuado inquérito populacional, a desnutricdo foi



responsavel pela elevada morbidade e mortalidade em criangas abaixo de 5 anos de
idade (ANGELIS, 1977). As solugbes basicas para diminuir a incidéncia da desnutricao
— distribuicdo de renda e, consequiente disponibilidade adequada de alimentos — é
alcancavel a médio e longo prazo e ndo se pode garantir que essas medidas, por si s0,
corrigirdo os casos ja instalados.

Entre as diferentes deficiéncias que a desnutricdo pode apresentar, TORUN &
CHEW (1994) descreveram que deficiéncias protéicas e energéticas normalmente
ocorrem juntas, embora possa haver a predominancia de uma sobre outra. Quando
manifestam-se de forma severa podem desencadear sindromes clinicas denominadas
“kwashiorkor” e/ou “marasmo”. Kwashiorkor resulta sempre quando carboidratos e
gorduras estao disponiveis em quantidades adequadas, mas as proteinas sédo ingeridas
em quantidade insuficiente. O marasmo resulta principalmente da deficiéncia energética
(NEWSHOLME & LEECH, 1984; TORUN & CHEW, 1994; GALDINO et al., 2001).

Na crianga, em particular, a ma nutricdo reflete imediatamente na dinamica do
crescimento e do desenvolvimento (ANGELIS, 1977; NEWSHOLME & LEECH, 1984;
TORUN & CHEW, 1994; ROLLAND-CACHERA, 1998). Isto também € verdadeiro para
animais experimentais (REICHLING & GERMAN, 2000). Entretanto, a partir do
momento em que as fontes protéicas alimentares deixam de suprir as necessidades
estruturais e funcionais, desencadeia-se no organismo uma sucessao de mecanismos
de adaptacao, cuja finalidade é preservar a homeostase bioquimica intra e extra celular.
A persisténcia das condicoes de caréncia acaba desorganizando tais mecanismos
(ANGELIS, 1977; TORUN & CHEW, 1994; LIU et al.,, 2001). Aparentemente os
mecanismos de defesa antioxidantes sdao exemplos de sistemas que sofrem efeitos
diante da privagdo nutricional. Esse fato levou GOLDEN & RAMDATH (1987) a
desenvolverem a teoria de que o kwashiorkor resultaria do desbalanco entre a producéo
de radicais toxicos e dos mecanismos celulares antioxidantes. De acordo com os
mesmos autores, os efeitos tdxicos dos radicais seriam responsaveis por danos
celulares, levando a alteracdes observadas no kwashiorkor tais como edema, esteatose
hepatica e lesdes cutaneas. Essa teoria vem sendo confirmada em estudos mais
recentes. (BROOKS et al., 1994; FECHNER et al., 2001; MANARY et al., 2000).



3. DESNUTRICAO PROTEICA E ESTRESSE OXIDATIVO

A nutricao exerce importante papel na determinacdo dos mecanismos celulares
de defesa antioxidante (HALLIWELL & GUTERIDGE, 1994). Fatores dietéticos como
vitamina E, vitamina C, selénio, cobre e zinco, sabidamente, afetam a capacidade
oxidativa do organismo. Por outro lado, sdo mais raros os estudos em relagao ao papel
da proteina dietética sobre os mecanismos de defesa antioxidante, a despeito das
indicacbes de que a desnutricdo protéica pode deprimir o sistema de defesa
antioxidante do organismo (SEN et al., 2001). Desta forma, foram observadas reducdes
nas concentracoes plasmaticas de vitamina E (GOLDEN & RAMDATH, 1987;
MATHIAS, 1992), carotenos (McLAREN & SHIRAJIAN, 1969) e selénio (BURKE et al.,
1987). GOLDEN & RAMDATH (1987) observaram decréscimo da glutationa total em
portadores de kwashiorkor.

DENECK et al. (1983) relataram reducao significativa na atividade da enzima
SOD no pulmao de ratos alimentados com dieta contendo 3% de proteina e expostos a
oxigénio hiperbarico. DENECK et al. (1985) também demonstraram reducédo da
atividade da catalase pulmonar em ratos mantidos com dieta de baixo teor protéico
submetidos a essa mesma condicdo. Em ambos os estudos, os efeitos téxicos do
oxigénio foram potencializados pela ingestdo da dieta deficiente em proteina.
PELLESSIER et al. (1993) relataram decréscimo do contetdo de glutationa no intestino
delgado e no figado de ratos mantidos com dieta com 6% de proteina. HUANG et al.
(1993) constataram que ratos alimentados com dietas hipoprotéicas (2 — 5% de
proteina) apresentaram menor atividade das enzimas SOD e glicose-6 fosfato
desidrogenase (G®PD) no figado quando expostos a dieta rica em gordura em
comparacao a ratos mantidos com dieta normoprotéica (HUANG & FWU, 1993). RANA
et al. (1996) constataram reducao dos tidis relacionadas a glutationa e das atividades
das enzimas glutationa peroxidase, catalase e superéxido desmutase no figado de ratos
submetidos a restricdo protéica durante a fase de crescimento. Tais alteragdes
apareceram acompanhadas de aumento da peroxidagéo lipidica no érgao. Por outro
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lado, observou-se que a ingestao crbénica de dieta hiperprotéica (30% de proteina) nao
induz estresse oxidativo em ratos (PETZKE et al., 1999).

Os relatos sobre a producéo de radicais na desnutricdo protéica sao conflitantes.
Existem estudos apontando aumento das fontes de estresse oxidativo no kwashiorkor,
principalmente em consequéncia de infecgbes, proliferagcdo de bactérias intestinais e
ingestdo de toxinas (GOLDEN & RAMDATH, 1987). Por outro lado, alguns estudos
sugerem que a producao de radicais possa estar reduzida pelo hipotiroidismo associado
a condicdo de desnutricao (INGENBLEEK, 1986). Dados experimentais indicam
também que as transferéncias de elétrons mitocondrial (monooxigenases sao enzimas
do complexo P-450) sdo atenuados no curso da deficiéncia protéica (CAMPBELL &
HAYES, 1976; HARADA, 1967).

4. EXERCICIO FiSICO E ESTRESSE OXIDATIVO

O exercicio fisico é outra condicdo que exerce influéncia sobre o balango entre
ataque oxidativo e os mecanismos de defesa antioxidante. Durante os exercicios
fisicos, ocorrem vérias reacdes quimicas que levam a formacao de radicais tais como
02, OH, 027, ROO, RO e NO (PEREIRA, 1994; BALAKEISNAN & ANURADHA, 1998;
SEN et al., 2001; VAN REMEN et al., 2003).

Numa situacao de exercicio, o Oy" pode ser formado no musculo de varias
maneiras (HESS et al, 1984; SJODIN, 1990; ARUOMA, 1994; SEN et al., 2001; DIMEO
& VENDIT, 2001): 1) na cadeia de transporte de elétrons mitocondrial principalmente
quando esta se encontra numa situagdo de andxia muscular e é "reperfundida" pelo
oxigénio durante, por exemplo, pausa apés um esforco de alta intensidade; 2) por
enzimas como xantina oxidase e 3) pelas enzimas NADPH oxidase e citocromo P450
oxidase. O musculo esquelético também produz 6xido nitrico (NO') pela reacdo da
enzima éxido nitrico sintase (REID,1996). O 6xido nitrico pode reagir com Oy~ para
formar peroxinitrito, um intermediario relativamente estavel que pode se decompor em
um poderoso oxidante, com reatividade similar ao radical hidroxila (BECKMAN et al,

1990, SEN et al., 2001), uma das espécies mais reativas que se conhece. Além disso, a
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presenca de ferro, na forma livre ou ligado a heme, pode converter o radical anion
superdxido e peroxido de hidrogénio, pela reagédo de Fenton, em radical hidroxila, uma
das espécies mais reativas (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989), (Figura 1).

Aumento na peroxidacao lipidica tem sido relatado ap6s o exercicio (ALESSIO
& GOLDFARB, 1980; MIYAZAKY et al., 2001) embora nem sempre seja constatado
(SELMAN et al.; 2002; VIINIKKA, et al., 1984). O aumento na peroxidagao lipidica
parece ser tecido especifico. AVULA e FERNANDES (1999) constataram reducédo da
peroxidagao lipidica nos rins e nas glandulas salivares e aumento da mesma no figado
de camundongos treinados por corrida em esteira analisados em repouso, em
comparacao dos sedentarios. Nenhuma diferenca foi constatada no musculo
esquelético e cardiaco entre os dois grupos. RADAK et al., (1999) também ndo
verificaram qualquer diferenga nos niveis de peroxidagdo lipidica no musculo
esquelético de ratos treinados por natacdo e sedentéarios, analisados em repouso. Os
niveis de pentano e etano apareceram 2 a 3 vezes mais elevados do que os valores de
repouso em homogeneizados de figado e musculo esquelético de ratos depois da
corrida até a exaustao (GEE et al., 1981). ALESSIO e GOLDFARB (1980) constataram
pequeno aumento na peroxidacdo tanto no figado quanto no musculo esquelético de
ratos apods exercicio sub-maximo decorrida em esteira.

QUINDRY et al., (2003) constataram que 2 horas ap0s sessdo Unica de
exercicio maximo, em individuos jovens do sexo masculino, ocorreu aumento na
concentracao de anions superoxidos (O27) e decréscimo do teor de acido ascoérbico e
acido nitrico, indicando ocorréncia de estresse oxidativo sanguineo. RADAK et al.,
(2003), verificaram que o exercicio aerobio exaustivo (corrida de super maratona) causa
estresse oxidativo e aumenta a nitracéo e a carbonilacao das proteinas séricas. OWEN
et al., (2003), verificaram em um modelo com ratos, que o exercicio agudo elevou os
niveis cardiacos de peroxidagéo lipidica.

PEREZ et al.,, (2003), relataram que em ratos, a fluidez da membrana
mitocondrial, medida pelo método de polarizacdo por fluorescéncia, foi
significativamente aumentada apo6s exercicio agudo no coracdo e em musculos

oxidativos. O treinamento fisico, por sua vez, estabilizou e preservou fluidez das
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membranas mitocondriais em ambos os tecidos. Os mesmos autores constataram,
também, aumento de proteinas carboniladas no coracdo apds exercicio agudo
exaustivo, quadro que nao foi observado apéds o treinamento fisico.

Para proteger os tecidos contra os danos causados pelos radicais produzidos
durante o exercicio fisico as enzimas antioxidantes como SOD, CAT e GPX/GR
parecem responder de maneira adaptativa, elevando suas atividades nos tecidos e
orgaos de animais e seres humanos treinados (PEREIRA et al., 1994; JENKINS, 1988;
CASE et al., 1994; CLARKSON & THOMPSON, 2000). Isso ocorre principalmente em
treinamentos do tipo de endurance (SEN et al., 2001; MIYAZAKI et al., 2001; AVULA et
al., 1999). Por outro lado existem também relatos de aumento da peroxidagéo lipidica
associada a ndo compensacao completa ou a reducdo de componentes do sistema
antioxidante (glutationa, acido ascoérbico e atividade glutationa peroxidase) (BENZI et
al., 1993; BALAKRISHNAN & ANURADHA, 1998; SEN et al., 2001).

OSORIO et al. (2003), avaliaram as concentragdes plasmaticas de substancias
reativas ao acido tiobarbiturico (TBARs), glutationa total (GSH) e vitamina E em ratos
submetidos a exercicio agudo e treinamento em exercicio de natacao realizados em
condigao de hipo ou hipertermia. Foi calculado um indice de estresse oxidativo através
das razbes TBARs/GSH e TBARs/VIT-E. Os resultados mostraram uma grande
complexidade de interagdo entre o treinamento fisico e estresse térmico.
Aparentemente, hipotermia produz aumento do indice de estresse oxidativo somente
em ratos sedentarios. O treinamento fisico permitiu uma ativagdo mais eficiente dos
mecanismos antioxidantes sob estresse térmico.

RUSH e SANTIFORD (2003), reportaram que a populacdo jovem, saudavel,
mas sedentéria, feminina apresenta concentracdes plasmaticas de enzima antioxidante
GPX, ligeiramente maior que a populagdo masculina, mas o significado funcional disso
nao foi estabelecido. GROUSSARD et al. (2003), constataram que apds sessédo de
exercicio supra-maximo (teste de Wingate 30-s), sujeitos ativos mas nao atletas
mostraram aumento significativo da peroxidagado lipidica (radicais lipidicos séricos
detectados por ressonancia paramagnética de spins - EPR), bem como reducdo das
atividades das enzimas antioxidantes GPX e SOD nas hemacias. Concluiram, entao,
gue o exercicio supra-maximo induz estresse oxidativo. Por outro lado, OOKAWARA et
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al. (2003), verificaram que nem treinamento de endurance nem exercicio agudo
exaustivo alteraram a atividade plasmatica da enzima antioxidante CuZn-SOD.
Exercicio agudo apos o treinamento, mas ndo antes, aumentou os niveis plasmaticos
de liperoxidos, indicando alto nivel de estresse oxidativo nos sujeitos treinados durante
exercicio exaustivo.

Os niveis de GPX n&o se acham associados com o condicionamento aerdbio e
nem com as concentracoes séricas de estradiol. Além disso, exercicio agudo leve e

prolongado ndo afetou a atividade sérica de GPX nessa populagéo.

Transpods da aletrns milocondrial
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FIGURA 1 - Vias de formacao de ERos no musculo esquelético. O, (Radical
anion superoxido); ‘OH (radical hidroxila); H.O. (peréxido de hidrogénio); NO (6xido
nitrico); ONOO (anion peroxinitrito)(retirado de ESSIG e NOSEK, 1997).
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5. EXERCICIO FiSICO E RECUPERAGAO NUTRICIONAL

O restabelecimento das variaveis fisiol6gicas com a recuperacdo nutricional é
lento. Sabe-se que a pratica regular de exercicios fisicos exerce efeitos benéficos para
a saude, tais como aumento da massa muscular e da capacidade oxidativa
(MARCONDES, 1985). De acordo com a literatura, o exercicio fisico pode também
trazer beneficios no processo de recuperacao nutricional tanto em humanos quanto em
animais de laboratério. Ao serem comparados os ritmos de crescimento de criangas
entre 2 e 4 anos, enquanto se recuperavam de desnutricdo em hospitais, verificou-se
que criancgas ativas, que participavam de jogos envolvendo gasto energético moderado,
apresentavam mais massa magra e cresciam mais rapidamente do que as que seguiam
o nivel de atividade fisica dos hospitais (jogos Dietas) (TORUN & VITERI, 1994). Os
resultados referentes a estudos realizados em modelos animais de ma-nutricao sao
conflitantes. Alguns apontam efeitos positivos do exercicio sobre o crescimento e
desenvolvimento de animais desnutridos (ORTON et al., 1985; SAKAMOTO &
GRUNEWALD, 1987) enquanto outros nao verificaram nenhum efeito (BARBIRAK et
al., 1974; CREWS et al., 1969; ZANELATTO et al., 1992).

Nos ultimos anos vimos desenvolvendo, em nosso laboratério, um modelo
experimental para o estudo das alteracdes fisiol6gicas impostas pela desnutricao,
utilizando ratos alimentados com dieta hipoprotéica. Constatamos que estes animais
apresentam comprometimento funcional em diferentes 6érgaos como figado (MELLO et
al., 1987), musculo esquelético estriado (GALDINO et al., 2000; LATORRACA et al.,
1998) e pancreas enddécrino (LATORRACA et al., 1998), que ndao é completamente
revertido pela realimentagdo (LATORRACA et al.,, 1998). No mesmo modelo,
constatamos que o exercicio fisico acelera alguns aspectos do processo de
recuperagdo nutricional (GALDINO et al., 2000). S&o0 escassos, entretanto, dados
quanto ao possivel envolvimento de niveis elevados de estresse oxidativo no
comprometimento funcional causado pela desnutricdo nos referidos 6rgaos em modelo
animal. Mais raras ainda s&o as informacdes quanto aos efeitos do exercicio sobre a

recuperacado nutricional (GALDINO et al.,, 2000). A hipétese do envolvimento de
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desbalanco entre producdo de radicais tdéxicos e dos mecanismos antioxidantes de
defesa na patogénese da desnutricdo protéica severa, bem como de possiveis efeitos
benéficos do exercicio sobre a recuperacao nutricional atrai a atencéao para fatores e
processos previamente negligenciados. A confirmacdo dessa teoria pode ter
implicagbes importantes para procedimentos mais efetivos no tratamento dessa

caréncia.

Il - OBJETIVO

Esta pesquisa visou avaliar o balanco entre danos oxidativos e mecanismos
celulares de defesa antioxidante em ratos submetidos as seguintes condic¢des:
e Desnutricao protéica;
e Recuperacgao nutricional,
e Treinamento fisico;

e Recuperacgao nutricional associada ao treinamento fisico.

Para atingir tais objetivos, foram efetuados 4 estudos:

e O primeiro intitulado “EVALUATION OF A PROTEIN DIET IN RATS THROUGH
BLOOD OXIDATIVE STRESS BIOMARKERS”, foi delineado para verificar a
sensibilidade de biomarcadores sanglineos do estresse oxidativo a restricao
protéica alimentar;

e O segundo estudo, “ESTRESSE OXIDATIVO EM RATOS SUBMETIDOS AO
TREINAMENTO DE NATACAO EM INTENSIDADE EQUIVALENTE AO LIMIAR
ANAEROBIO” teve por objetivo analisar indicadores de estresse oxidativo em
ratos eutroficos submetidos ao treinamento fisico por natagdo em intensidade
moderada;

e O terceiro, intitulado “OXIDATIVE STRESS DURING REHABILITATION FROM
PROTEIN MALNUTRITION ASSOCIATED OR NOT TO EXERCISE IN RATS”
visou avaliar biomarcadores de estresse oxidativo em ratos submetidos ou néo

ao exercicio fisico de natagdo durante a recuperacao da desnutricdo protéica;
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® O Quarto estudo, intitulado “Effects of exercise mode, swimming vs running” foi
delineado para comparar os efeitos de dois protocolos de exercicio sobre
indicadores de crescimento corporal, de danos oxidativo e de enzimas

antioxidantes de ratos durante a recuperacao da desnutricao protéica.
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Abstract

Protein malnutrition leads to functional impairment in several organs, which is not fully restored
with nutritional recovery. Little is known about the role of oxidative stress in the genesis of these
alterations. This study was designed to assess the sensitivity of blood oxidative stress biomarkers
to a dietary protein restriction. Male Wistar rats were divided into two groups, according to the
diet fed from weaning (21 days) to 60 day old: normal protein (17% protein) and low protein (6%
protein). Serum protein, albumin, free fatty acid and liver glycogen and lipids were evaluated to
assess the nutritional status. Blood glutathione reductase (GR) and catalase (CAT) activities,
plasma total sulfhydryl groups concentration (TSG) as well as plasma thiobarbituric acid reactive
substances (TBARs) and reactive carbonyl derivatives (RCD) were measured as biomarkers of
the antioxidant system and oxidative damage, respectively. The glucose metabolism in soleus
muscle was also evaluated as an index of stress severity imposed to muscular mass by protein
malnutrition. No difference was observed in muscle glucose metabolism or plasma RCD
concentration between both groups. However, our results showed that the low protein group had
higher plasma TBARs (62%) concentration and lower TSG (44%) concentration than control
group, indicating increased reactive oxygen species production in low protein group. The

increasing of erythrocyte GR (29%) and CAT (28%) activities in this group also suggest an
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adaptation to the stress generated by the protein deficiency. Taken together, the results presented
here show that the biomarkers used were able to reflect the oxidative stress level induced by this

specific protein deficient diet.

Key words: protein malnutrition, oxidative stress, blood glutathione reductase, blood catalase,
TBARs
INTRODUCTION

During the course of cellular metabolism molecular oxygen undergoes complete reduction
to water. However, a small part (3-5%) is converted to reduced products such as hydrogen
peroxide, superoxide anion and hydroxyl radicals. These reactive oxygen species (ROS) may,
mainly in high concentrations, exert damaging effects on cellular structures such as lipids,
proteins or DNA and may be responsible for some aspects of disease pathology (Halliwell and
Gutteridge, 1990). Nutritional factors can influence the susceptibility of tissue to oxidative stress
and the effects tend to be more marked in deficiencies involving biochemical processes, that
determine tissue antioxidant status (Fwo, 1993; Halliwell, 1990).

Malnutrition is one of the devastating nutritional problems affecting children in most
underdeveloped countries (Uvin, 1994). The physiopathology of protein energy malnutrition is
complicated (Torun and Viteri, 1994) and has substantial effects on the vulnerability of
individuals to oxidative stress (Becker, Leichsenring et al., 1994; Deneke, Lynch et al., 1985;
Pélissier, Darmon et al., 1993) and other toxicological insults (Campbell and Hayes, 1976). It has
been suggested that kwashiorkor, a severe form of protein energy malnutrition, may be a product
of free radical initiated tissue damage in the malnourished Child (Fechner, Bohme et al., 2001;
Golden and Ramdath, 1987; Manary, Leeuvenburg et al., 2000; Sive, Subotzky et al., 1993).
Despite of the importance of the problem there are still few data about the effects of low protein
intake on the balance between ROS production and antioxidant defense or oxidative stress level
in animal models.

The present study was designed to assess the sensitivity of blood oxidative stress
biomarkers and skeletal muscle glucose metabolism to a dietary protein restriction in rats,
indicating the severity of the damage induced by a relatively short-term exposure to protein

deficiency early in the life. Muscle glucose uptake and oxidation, glycogen synthesis and lactate
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production rates as well as the erythrocyte antioxidant defense enzymes catalase (CAT) and
glutathione reductase (GR) activities and the plasma oxidative attack products, determined by the
amount of total sulthydril groups (TSG), thiobarbituric acid-reactive substances (TBARS) and
reactive carbonyl derivatives (RCD) are among the biomarkers evaluated in young protein-

restricted rats.

MATERIAL AND METHODS

Animals and Diets:

Weanling (21 days) male Wistar rats (n=50) were divided at random into two groups,
housed individually, and fed an isocaloric (3948 Kcal/Kg) normal (NP= 17%) or low (LP=6%)
protein diets ad libitum for 6 weeks. Table I shows the composition of both diets. The normal
protein diet follows the American Institute of Nutrition AIN-93G recommendations for rodents
(Reeves, Nielsen et al., 1993). Detailed mineral and vitamin mix composition were described
elsewhere (Reeves, Nielsen et al., 1993). The animals were weight and had food intake registered
once a week along the experiment. The experimental procedures with the animals were approved
by The Committee for Animals Use in Research of Biological Institute at Unicamp.

Table I: Diet composition (g/kg).

Components Normal protein (AIN-93) Low protein
Casein (84 % protein) 202 71.5
Cornstarch 397 480
Dextrinized cornstarch 130.5 159
Sucrose 100 121
Soybean oil 70 70
L-cystine 3 1
choline chloridrate 2.5 2.5
mineral mix (AIN-93) 35 35
vitamin mix (AIN-93) 10 10
Fiber (mycrocellulose) 50 50
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Samples Preparation:

Animals were anesthetized without previous fasting with an intraperitoneal injection of
chloral hydrate 10% (wt/vol), 0.3 ml for each 100 g of body weight for tissue and blood
extraction. They were used in experiments as soon as anesthesia was assured by loss of pedal and
corneal reflexes. Heparinized blood samples were obtained from portal vein. After sample
extraction, the animals were sacrificed. The whole blood was centrifuged for 15 min at 3,000 rpm
and 2 portions of 250 pL of plasma were withdrawn and stored at -80°C until analyses for
thiobarbituric acid reactive substances (TBARs), total sulthydril groups (TSG) and reactive
carbonyl derivatives (RCD). Erythrocytes were washed three times in 0.9 % NaCl. Washed
erythrocytes were lysed (1:1) and stored at -80°C until analyses of catalase (CAT) and
glutathione reductase (GR) activities. Non-heparinized blood samples were also obtained for
serum protein, albumin and free fatty acid (FFA) determinations (for details, see Nogueira,
Strufaldi et al., 1990). Liver samples were taken immediately after blood collection for glycogen
(for details, see Dubois, Gilles et al., 1956) and lipids (for details see Nogueira, Strufaldi et al.,
1990) evaluations. Soleus muscle was excised immediately after blood collection and

longitudinal strips (25-35 mg) were carefully obtained.

Muscle Glucose Metabolism Measurement:

The strips obtained from soleus muscle were first incubated for 30 min at 37°C in 1.5 mL
of a Krebs bicarbonate buffer (NaCL 0.6%; HEPES 6.64 mM; KCI 0.032%; CaCl, 1.14 mM;
KH;,PO4 0.015%; NaHCO3 0.19%; MgSO4 0.03% equilibrated with a mixture of 95%0,-5%CO,,
pH 7.4). After this time, the muscle strips were transferred to glass scintillation vials (outer vials)
containing 1.5 mL of Krebs-bicarbonate buffer supplemented with glucose 5.5mM, containing
[U™C] glucose (0.25 mCi/mL) and [3H'] 2-deoxyglucose (2 DG, 0.5 uCi/mL) and insulin
(100pU/mL). Inside these scintillation vials, other glass vials (inner vials), which are formed like
a scoop with an upwards-directed straight shaft, containing 700 pL of hyamine 10-x were
installed.

The shafts of the inner vials were squeezed about 1 cm through a small hole in a round
rubber membrane. The outer vials were sealed with the rubber membranes and locked with

plastic rings. The muscle strips were incubated in this system for 60 min. The release of CO, was
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stimulated by the injection of 200 uL of tricloroacetic acid (TCA) 25% into the outer vial and the
CO, was trapped in hyamine 10-x during a further 3 h incubation at 37°C.

Lactate production was determined by measuring the radioactivity of the '*C in the outer
vial incubation medium after separation of the substrate using Dowex-2 ion exchange columns.
Glucose incorporation to glycogen (glycogen synthesis) was determined by measuring the
radioactivity of the 'C in the precipitated obtained during muscle glycogen extraction process
(Sjorgreen, Nordenskjoli et al., 1938). Glucose oxidation was estimated by the measurement of
the radioactivity of the "C in the inner vial liquid. Glucose (2-DG) uptake was evaluated in the
alkaline phase obtained during muscle glycogen extraction process, by measuring the

radioactivity of the 3H".

Enzyme Assays

The hemolysate was diluted 1:20 in 0.1M phosphate buffer, pH 7.0 before assaying. All
enzyme assays were performed in triplicate, according to the following methods. Catalase (CAT)
activity was measured in 50 mM phosphate buffer (pH 7.0) by monitoring the decrease in
absorbance at 240 nm for 30 sec after the addition of 10 mM hydrogen peroxide (Aebi, 1984).
One unit of catalase activity is the amount of enzyme present that decomposes 1 pM H,O,/min at
25°C (Aebi, 1984). The erythrocyte CAT activity was expressed as IU/g Hb. Glutathione
Reductase (GR) activity was measured in a 0.2 M phosphate buffer (pH 7.0) containing 2 mM
EDTA, 0.1 mM NADPH and 0.75 mM DTNB. GSSG ImM was added into the cuvette to start
the reaction and the absorbance was followed at 412 nm for 3 min (Smith, Vierheller et al.,

1988). The erythrocyte GR activity was expressed as [U/g Hb (Beutler, 1975).

Plasma Total Sulfhydryl Groups (TSG) Determination

The plasma total Sulfhydryl groups (TSG) were estimated according to Faure and Lafond (1995).
Samples of 50 uL of plasma were diluted in 0.25M Tris[hydroxymethyl]-aminomethane and 20
mM EDTA buffer, pH 8.2 and the absorbance was measured at 412 nm. Immediately after this
first measurement, 20 uL. of DTNB diluted with methanol (4mg/mL) were added to the cuvette
and a second measurement was done after 15 min. The TSG concentrations were calculated as

follows:

24



(Az - Ay) - B x dilution factor (mM) x final vol. of the sample (uL).
The dilution factor was 1.57 mM, calculated using € = 13600 cm™.M™ and the final volume of

the sample was 1000 pL. The TSG concentration was expressed as pM.

Plasma Reactive Carbonyl Derivatives (RCD) evaluation

We measured the plasma reactive carbonyl derivatives (RCD) by carbonyl reagent 2.4-
dinitropheylhydrazine (DNPH) using a spectrophotometric method (Eston, Finney et al., 1996).
Plasma (200 pL) was mixed with 1 mL of H,O and 2 mL of 20% tricloroacetic acid (TCA) and
centrifuged at 1.000 g for 10 min. The pellet was ressuspended in 1 mL of 10 mM DNPH and
incubated for 60 min at 37°C. For blank it was used 1 mL of IM HCI instead DNPH.
Subsequently, ImL of 20% TCA was added and the sample was centrifuged at 1,000 g for 10
min. The pellet was washed with 1:1 ethanol/ethyl acetate solution and centrifuged at 1,000 g for
10 min. The pellet was mixed with 1 mL of 6 M guanidine (diluted in 20 mM H,PO4, pH 2.3).
Finally the sample was incubated for 40 min at 37°C. The absorbance was measured at 380 nm.
The results were expressed as pmols RCD/mL of plasma The analyses were done in triplicate and

the mean was used to statistical analysis.

Plasma Thiobarbituric Acid Reactive Substances (TBARs) Determination

The plasma Thiobarbituric Acid Reactive Substances (TBARs) were measured by
fluorometry, according to Yagi (1987). Plasma (20 pL) was mixed with 4.0 mL of H,SO..
Phosphotungstic acid 10% (0,5 mL) was added and mixed to this solution, which was centrifuged
at 3,000 rpm for 10 min. The pellet was mixed with 2.0 mL of H,SO4 and 0.3 mL of 10%
phosphotungstic acid and centrifuged at 3000 rpm for 10 min. Four mL of distilled water and 1.0
mL of thiobarbituric acid (TBA) (1:1 0.67 % TBA aqueous solution and glacial acetic acid)
suspended the pellet. This mixture was heated at 95°C for 60 min. After cooling, 5.0 mL of n-
butanol was added, and the mixture was shaken vigorously. After centrifugation at 3,000 rpm for
15 min, the n-butanol layer was measured at 553 nm with excitation at 515 nm.

Statistical Analysis:

25



The results were expressed as means + SD for the number of rats (n) indicated. When
working with muscle strips, n refers to the number of strips. The data were analyzed by Students'

unpaired t-test and P < 0.05 values to indicated significant difference.

RESULTS

Effects of the low protein diet on nutritional status

We can observe from Table II that after 6 weeks the LP rats showed reduced body weight
gain, low serum protein and albumin, high serum FFA levels and elevated liver lipid and
glycogen contents compared to the NP rats. Despite of the low body weight gain observed in LP
animals, no significant difference in food intake per gram of body weight gain was observed

during the experimental period between the two groups.

Effects of the low protein diet on soleus muscle glucose metabolism.

No differences on glucose uptake, lactate production, glycogen synthesis and glucose

oxidation was observed between the two groups (Table III).

Effects of the low protein diet on blood oxidative stress biomarkers.

The Figure 1 shows the activity of erythrocyte enzymes GR, CAT, and plasma TSG
concentration as markers of the antioxidant status. It can be observed that both enzyme activities
were increased in the LP when compared to the NP group, although the plasma TSG

concentration was significantly lower in LP animals.

The Figure 2 shows plasma RCD and TBARs concentrations as biomarkers of protein and lipid
oxidation, respectively. There were no alterations on RCD concentration comparing both groups

but we found a significant increase in plasma TBARS concentration in LP in relation to NP rats.

DATA

26



Table II: Body weight gain (g) and food intake (g/100g body weight per day)during the
experiment; serum total protein (g/dL); albumin (g/dL); FFA (uEg/L) and liver total lipid
(g/100g) and glycogen (g/100g) contents of rats fed the low (LP) and the normal (NP) protein

diets at the end of the experiment.

Groups NP LP
Body weight gain 149.60 + 4.94 55.40+3.94 *
Food intake 20.50 £ 3.12 22.90 £ 4.50
Serum total protein 6.40 £ 0.90 5.50+0.10 *
Serum albumin 5.80+£0.11 470+0.13 *
Serum FFA 259.20+11.70 32220+454 *
Liver lipid 2.60+0.11 7.20+£0.44 *
Liver glycogen 9.10+0.48 10.80 £ 0.42 *

Results are mean + standard deviation from 10 rats in the each group.

(*) Significantly in (P < 0,05, t-test) different from NP group.

Table III: Glucose uptake and oxidation, glycogen synthesis and lactate production
(umol/g.60min) by soleus muscle isolated from the rats fed the low (LP) and the normal (NP)

protein diets.

Groups NP LP
Glucose uptake 1.50£0.12 1.81 £0.13
Glucose oxidation 832+ 1.17 7.99 £0.92
Glycogen synthesis 0.89 £0.18 0.78 £0.15
Lactate production 0.37 £0.05 0.33+0.03

Results are mean * standard deviation from 10 muscle strips in each group.
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FIGURE 1 - Plasma Total Sulfhydryl groups (TSG), Catalase (CAT) and Glutathione
Reductase (GR) activities of rats submitted to a normal protein or low protein
diet. Results expressed as mean + standard deviation of 10 rats for group. (*)

significant difference (P< 0,05, test-t) in relation to NP.
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FIGURE 2 - Plasma Thiobarbituric Acid Reactive Substances (TBARs) and Reactive Carbonyl
Derivatives (RCD) concentrations of rats submitted to a normal protein or low
protein diet. Results expressed as mean * standard deviation of 10 rats for group.

(*) Significant difference (P < 0,05, test-t) in relation to NP.
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DISCUSSION

Low body weight gain, hypoalbuminemia, hypoproteinemia, elevated serum FFA and
high liver lipid and glycogen contents as observed in our experimental rats maintained with a low
protein diet are features commonly found in protein malnourished children (Torun & Chew,
1994) and experimental animals (Galdino, Almeida et al., 2000). This indicates the adequacy of
the animal model of protein malnutrition used in the present work. As there was no significant
difference in food intake per gram of body weight between the rats fed the normal and the low
protein diet, the model represents protein deficiency and not protein-energy deficiency.

Skeletal muscle is one target tissue that can be affected by protein malnutrition. Several
studies have suggested that low protein intake induces subtle effects on this tissue (Goldspink,
1966; Lopes, Russell et al., 1982; Russell, Shike et al., 1984), leading to structural changes as a
significant reduction in fiber diameter (Haj, Lewis et al., 1986; Roy, Singh et al., 1972). There are
also evidences that long-term exposition to protein restriction (intrauterine and post natal) may
lead to increase in the first steps of the insulin signaling system (Latorraca, Reis et al., 1998) and
muscle glucose metabolism and lactate production (Galdino, Almeida et al., 2000). The present
data indicate that relatively short-term exposure to protein deficiency early in life did not
compromise glucose uptake and oxidation as well as glycogen synthesis and lactate production
by rat skeletal muscle. Despite this, we observed that plasma TBARs concentration increased
significantly in the LP in relation to the NP group, suggesting a higher oxidative damage to
plasma or tissue lipids in the first group as showed by others (Rana, Sodhi et al., 1996; Sodhi,
Rana et al ,1996) This finding suggests a higher ROS production in LP than in NP rats, although
we found no differences on the plasma RCD concentration between both groups.

The plasma TSG concentration of biological molecules, proceeding mainly from proteins
and the reduced form of glutathione (GSH) are important targets for free radicals, and decreased
concentrations may indicate high oxidative attack level (Faure & Lafond, 1995). It is important
to remember that our LP animals had not only reduced plasma TSG but also a reduced plasma
albumin and protein concentrations. Albumin is an important antioxidant, because it guarantees
the bilirrubin, which protects the transport of unsaturated fatty acids in blood. In addition,

albumin seems to be self-sacrificing to scavenger ROS (Faure & Lafond, 1995). Fechner, Bohme
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et al. (2001) showed that the amount of serum albumin was positively correlated with the
protection against free radicals and that in the case of nutritional recovery, the patients’
rehabilitation was faster when supplemented with albumin and glutathione.

The most important enzymatic antioxidants are superoxide dismutase (SOD), which
catalyzes the dismutation of the superoxide anion into H,O,, which is then deactivated to H,O by
catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GSH-Px). GSH-Px uses GSH as a hydrogen donor
whereby GSH is oxidized. The regeneration of GSH is catalyzed by glutathione reductase (GR).
In previous studies Huang and Fwu (1993) and Rana, Sodhi et al. (1996) observed decreased
SOD, CAT, GP and GR activities in different tissues of protein restricted animals (fed 5 to 8%
casein or lactoalbumin diets) in association with increased lipid peroxidation levels. Also, Tatli,
Vural et al. (2000) reported reduced red cell glutathione levels and GP activity in protein calorie
malnourished (marasmic) children while SOD activity was not affected. Malondialdehyde
concentration, used as an index of lipid peroxidation, was significantly higher in marasmic group
compared to controls, in agreement with our results. However, in the present study, we observed
an increased erythrocyte GR and CAT activities, suggesting that our protein deficient diet
increased the oxidative stress level, which itself was able to up-regulate both these antioxidant
enzymes, as stated by Finkel and Holbrook (2000).

The discrepancies observed between our and the previous rat studies may be, at least in
part, consequence of differences in mineral diet and vitamin mix composition. In the present
study, normal and low protein diets were prepared in accordance with the AIN-93G
recommendations for vitamins and mineral elements contents (Reeves, Nielsen et al., 1993)
whereas the other (Huang and Fwu 1993) followed the AIN-76 recommendations (American
Institute Of Nutrition, 1977). The major changes in the AIN-93 mineral mix compared to AIN-76
include lowered manganese contents, changes in the form and amount of selenium and addition
of ultratrace elements, which were not present in the AIN-76. In relation to the vitamin mix, the
amounts of vitamins E and K are higher in AIN-93 than in AIN-76. These elements have direct
participation in the regulation of the antioxidant enzyme activities (Harris, 1992). To reinforce
our hypothesis, it was observed that the reduced GP activity of the marasmic children appeared in
association with a decrease in serum selenium concentration (Tatli, Vural et al., 2000). Probably,
the adequate dietary mineral supplies of our LP rats enabled them to up-regulate the antioxidant

enzyme activities in response to increasing ROS production induced by protein malnutrition.
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The case-fatality rate in protein malnutrition kwashiorkor is higher than in other forms of
malnutrition (Mclaren, Shirajian et al., 1969). According to Manary, Leeuvenburg et al (2000),
developing therapeutic strategies to improve the antioxidant status of populations at risk for
protein malnutrition may lower the number of malnutrition-related childhood deaths. Reliable
animal models of protein malnutrition may of value for the development of such therapies. The
results presented here show that the animal model evaluated is adequate for the study of protein
malnutrition and that the biomarkers used were able to reflect the oxidative stress level induced

by this specific protein deficient diet.
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Resumo

PRADA.F.J.A..VOLTARELLLF. A.,OLIVEIRA,C.A. M.,
GOBATTO, C. A.,, MACEDO, D. V., MELLO, M. A. R.
Condicionamento aerébio ¢ estresse oxidativo em ratos
treinados por natagio em intensidade equivalente ao limiar
anaerdbio. R. bras. Cie Mov. 2004; 12(2): 29-34.

Poucos estudos associam varidveis metabdlicas com a
intensidade do esforgo em ratos, especialmente durante exercicio
de natagio. O presente estudo tem por objetivo analisar
biomarcadores de condicionamento aerébio e de estresse
oxidativo em ratos treinados por natagio na intensidade
correspondente ao limiar anaerébio (LAN). Métodos: Foram
utilizados ratos adultos (90 dias) da linhagem Wistar, adaptados
ao meio liquido. Primeiramente o LAN dos animais foi
determinado pelo teste do lactato minimo. Em seguida, os
mesmos foram separados em 2 grupos. Controles (C) e Treinados
(T = natagdo | horw/dia, S dias/semana, suportando sobrecarga
de peso correspondente a0 LAN). Apés 4 semanas os animais
de ambos os grupos foram submetidos a teste de esforgo com
carga fixa na intensidade equivalente ao LAN, para andlise do
lactato sanguinco, visando inferir sobre o condicionamento
acrébio. Quarenta ¢ oito horas depois, {oram sacrificados, em
repouso, para anilise, no sangue, de biomarcadores de ataque
oxidativo (produtos que reagem ao 4cido tiobarbitirico
[TBARs]) e do sistema de defesa antioxidante (atividade das
enzimas catalase [CAT] ¢ glutationa redutase [GR])). Resultados:
O LAN médio dos animais foi esimado na carga 4.99+0.22 % do
peso corporal  concentragiio interpolada de 7,28 £0.19 mmol/L
de lactato sangiiineo. Durante o teste de esforgo, a concentragio
de Iactato sanguinco foi menor (teste t, p<0.05) nos ratos treinados
do que nos controles. Os valores de TBARs foram maiores nos
ratos Treinados que nos Controles. O inverso ocorreu com CAT
¢ GR. Conclusdes: O protocolo de treinamento utilizado mostrou-
se eficaz em melhorar o condicionamento aerdbio dos animais,
conforme indicam as baixas concentragdes de lactato sanguineo
dos ratos treinados durante o teste de esforgo. Por outro lado.
nio desencadeou adaptagdes favordveis nas atividades das
enzimas antioxidantes.

PALAVRAS-CHAVE: limiar anaerébio,
condicionamento aerdbio, estresse oxidativo.

lactato,
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Abstract

PRADA.F.J.A.. VOLTARELLI, F A.. OLIVEIRA.C.A. M.,
GOBATTO. C. A, MACEDO, D. V.. MELLO, M. A. R,
Acrobic condition and oxidative stress in rats swim-trained
at the anacrobic threshold intensity. R. bras. Ci e Mov.
2004; 12(2): 29-34.

There are few studies in the literature associating metabolic
variables and effort intensity in rats, especially during
swimming exercise. The present study was designed to
analyze biomarkers of acrobic condition and oxidative stress
in rats submitted to swimming training at the intensity
equivalent to the anacrobic threshold (AT). Mcthods: Adult
(90 days) male wistar rats, adapted to the water, were used.
First, AT was determined by the lactate minimum test. Then,
the animals were separated into 2 groups: Control (C) and
Trained (T=swimming, | h/day, 5 days/week. supporting a
load equivalent to the AT). After 4 weeks, the animals from
both groups were submitted to an exercise test supporting
a constant load cquivalent to the AT for blood lactate
determination, aiming evaluation of the acrobic condition.
Forty cight hours later, they were sacrificed, at rest, for the
analyze of biomarkers of oxidative damage (plasma
thiobarbituric acid reactive substances [TBARS]) and of
the antioxidant system (blood glutathione reductase [GR]
and catalase [CAT] activities). Results: Mean AT was
calculated at 4.97 + 0.22 % of b.w. load at an estimated
blood lactate concentration of 7.28+ 0.19 mmol/L. Blood
lactate during the exercise test were lower (t test. p<0.03) in
trained than in control rats. TBARS values were higher in
trained than in control rats. The opposite occurred with
CAT and GR activities. Conclusions: The training protocol
used was efficient in improving the acrobic condition of the
animals, as indicates the low blood lactate concentrations
of the trained rats during the exercise test. On the other
hand, exercise training did not induce positive adaptations
in the antioxidant enzyme activities.

KEYWORDS: Anaerobic threshold, lactate, aerobic
condition, oxidative stress.
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Introducio

Durante o metabolismo celular, a maior parte do oxigénio
molecular sofre completa redugio A dgua. Contudo uma
pequena parte do O, € convertida a produtos parcialmente
reduzidos como o radical dnion superéxido, perdxido de
hidrogénio e radicais hidroxila. Essas espécies. radicalares
ou nio. sio oxidantes potentes ¢ podem causar danos
teciduais. sendo coletivamente chamadas de espéeies
reativas de oxigénio (EROS) (7). Para se protegerem contra
oxidagdes os organismos dispdem de mecanismos quimicos
¢ enzimdticos. No primeiro caso. virias moléculas com
propricdades antioxidantes consumidas na dieta como o
tocoferol (vitamina E), beta-caroteno (pro-vitamina A),
selénio. cobre, zinco, dcido ascérbico, vitamina E e glutationa
reduzida (GSR ) diminuem a agdo téxica das EROS produzidas
intra e extracelularmente (26).

O principal sistema de defesa antioxidante ¢ constituido
por enzimas antioxidantes como as superdxido dismutases
(CuZn-SOD - citos6lica e extracelular, Mn-SOD - mitocondrial),
catalase (heme-enzima) ¢ glutationa peroxidase (GR/GPX -
dependentes e nilo dependentes de selénio) para decomporem,
respectivamente, o dnion O, H,0, ¢ lipoperéxidos (26). A
glutationa redutase (GR) ¢ outra enzima imponante nesse
processo. Esta enzima, mesmo ndo agindo dirctamente na
remogdo de radicais ¢ responsivel pela regeneragio da
glutationa em sua forma reduzida (GSH), utilizado como
substrato da enzima GPX. Apcsar de essas defesas
antioxidantes reduzirem os riscos de lesdes oxidativas por
EROS, os organismos podem vivenciar situagdes onde a
protegdo ¢ insuficiente. Quando acontece um desbalango
entre a produgiio de EROS ¢ defesa antioxidante se estabelece
a situagdo de estresse oxidativo (7).

O exercicio fisico ¢ uma condigiio que exerce influéncia
sobre o balango entre ataque oxidativo e os mecanismos de
defesa antioxidante. Durante os exercicios fisicos, ocorrem
vérias reagdes quimicas que levam & formagdo de EROS. Para
proteger os tecidos contra os danos causados pelas EROS
produzidos durantc o exercicio fisico as enzimas antioxidantes
como SOD, catalase e GPX/GR parecem responder de maneira
adaptativa, elevando suas atividades nos tecidos e 6rgios
de individuos treinados. Isso ocorre principalmente em
treinamentos do tipo de endurance (4; 8; 13).

Por motivos ébvios, estudos envolvendo exercicio tém
sido realizados com ratos. sendo o lactato sangiiineo usado
para a determinagdo da intensidade de esforgo. Recentemente.
nosso grupo de pesquisa constatou que ratos sedentdrios.
durante exercicio de natagio com sobrecarga fixa,
apresentam méxima fase estdvel de lactato (MLSS), definida
como a mais alta concentragiio de lactato durante exercicio
onde a entrada do substrato na corrente sangiiinea iguala-
se & remogio, com sobrecargas de 5 ¢ 6% do peso corporal,
A concentragio sangiiinea de lactato de 5.5 mMol/L (6). Em
outro estudo, constatamos que existe, nesses animais,
coincidéncia entre 0 MLSS e o limiar anaerébio (LAN).
definido como a carga de trabalho na qual o lactato comega
a se acumular desproporcionalmente no sangue durante
exercicios com cargas progressivas (25). Tais achados
permitiram avaliagio mais precisa da intensidade do exercicio
de natagdo realizada por ratos em diferentes circunstancias.
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Poucos sio os estudos que associam varidveis
metabélicas com a intensidade do esforgo. especialmente
durante a natagdo, nesses animais. O presente trabalho tem
como objetivo analisar biomarcadores de condicionamento
aerébio e de estresse oxidativo em ratos submetidos ao
treinamento fisico de natagdo na intensidade cquivalente
ao LAN.

Metodologia

1. Animais: Foram utilizados 20 ratos machos da linhagem

Wistar, com 80 dias de idades no inicio do experimento.

que tiveram Jivre acesso a dgua ¢ ao alimento (ragio

comercial para roedores) durante todo o experimento.

Os procedimentos realizados, com os animais foram

aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa da

Unicamp. Campinas, SP.

Adaptagio ao meio liquido: Os ratos foram adaptados

a0 meio liquido por 2 semanas. 5 dias por semana em

tanques coletivos (100 X 80 X 80 c¢m) contendo dgua
rasa a 30 £ 2°C por 60 minutos didrios. Na scgunda

semana. os animais portaram sobrecarga equivalente a

5% do peso corporal, atada ao térax.

3. Determinagiio do limiar anacrébio (Teste do lactato
minimo): Apos o periodo de adaptagio, 10 animais
tiveram o LAN determinado pelo teste do lactato
minimo. descrito originalmente para seres humanos (23)
¢ adaptado as condigdes do rato (25). Esse teste baseia-
se no principio que durante teste de exercicio com cargas
progressivas realizadas imediatamente apds uma sessio
de exercicio miximo, que induz hiperlacticemia, o lactato
sangiifneo inicialmente declina para um valor minimo
para em scguida, aumentar novamente. Esse valor
minimo de lactato sangiiinco (LMS) indica o limiar
anacrdbio (23). Inicialmente, os animais foram colocados
individualmente em tanques (100 X 80 X 80cm) contendo
dgua a 30 £ 2°C suportando sobrecarga de 50% do peso
corporal (sobrecarga utilizada para provocar
hiperlacticemia) e excrcitaram-se (saltos) durante 6
minutos (30 s de atividade, interrompidos por 30 s de
repouso). Em seguida, foram coletadas amostras de
sangue (25 pl) através de corte na extremidade distal da
cauda, para a determinagdo da concentragio do
substrato. Ap6s 9 minutos de repouso. os animais
iniciaram exercicio com cargas progressivamente
maiores. A carga inicial foi de 4.5% do peso corporal.
sendo acrescido de 0,5% a cada S minutos. até a
exaustdo. A cada troca de carga foi coletado amostra de
sangue (25 pl) para dosagem de lactato. LMS foi
determinado a partir de uma tangente zero grau a uma
fungdo “SPLINE" ajustada a curva lactato sangiiinco
vs carga de trabalho (25).

4. Teste de esforgo com carga fixa: Esse teste foi efetuado
para a verificagio da ocorréncia de estabilizagio do
lactato sangiiineo durante o exercicio. Uma semana apds
a determinagdo do LAN, os animais foram submetidos
a uma sessdo de 20 minutos de natagio suportando
carga equivalente a0 mesmo em tanques coletivos (100
X 80 X 80cm) contendo dgua a 30 + 2°C, com coleta de
sangue (25 ul) a cada 5 minutos para dosagem de lactato
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(6). Durante a semana decorrida entre a determinagio
do LAN ¢ o teste de esforgo. todos os ratos continuaram
o processo de adaptagio ao meio liquido.

5. Treinamento fisico: Decorrida uma semana do teste de
esforgo com carga fixa, os 10 ratos foram submetidos
a0s testes de lactato minimo e ao teste de carga fixa
(Grupo Treinado) iniciaram treinamento de natagiio
suportando sobrecarga equivalente ao LAN, 1 hora por
dia. 5 dias por semana, por perfodo de + semanas. Os 10
animais restantes foram mantidos inativos sendo apenas
submetidos a0 protocolo de adaptagio ao meio liquido
(Grupo Controle). Ao final desse periodo. todos os ratos
(Controles ¢ Treinados) foram novamente submetidos
a0 teste de esforgo com carga fixa.

6. Sacrificio dos animais: Decorridas 48 horas do tiltimo
teste de esforgo com carga fixa, todos os animais foram
sacrificados com éteretilico ¢ logo apds o sanguc (cerca
de 8 mL) foi coletado da veia hepética para determinagio
de: 1) concentragio de produtos que reagem ao acido
tiobarbitirico (TBARs), como biomarcador de ataque
oxidativo: 2) atividade das enzimas catalase (CAT) ¢
glutationa redutase (GR). como biomarcadores do
sistema de defesa antioxidante; 3) atividade da enzima
creatinaquinase (CK) como biomarcador de lesdes
musculares.

7. Atividades enzimdticas: Os ensaios para a determinagio
da atividade GR foram conduzidos de acordo com Smith
ctal. (19) e aqueles para determinagio da atividade CAT,
de acordo com Acbi (1). As dosagens de CK foram
executadas com auxilio do aparctho Reflotron
(Bochringer Manbeinn). A atividade de CK ¢ determinada
indiretamente, através de reagdes acopladas. seguindo
a decomposigio do /,0..

8. Produtos quc reagem ao dcido tiobarbitirico (TBARs):
Um dos métodos para se quantificar os produtos da
peroxidagio lipidica ¢ o método de andlise da formagiio
de substincias que reagem ao dcido tiobarbitdrico
(TBARS). Este método consiste na andlise dos produtos
finais da peroxidagio lipidica (peréxidos lipidicos,
malondialdeido, ¢ outros aldeidos de baixo peso
molecular) que, a0 reagirem com o dcido 2-tiobarbitirico
(TBA), formam bases de Schiff. Os procedimentos foram
realizados de acordo com Okawaetal. (11).

9. Lactato sangiiinco: As concentragdes de lactato no
sangue total foram determinadas em analisador
eletroquimico (YS! modelo 1500 SPORT).

10.  Estatistica: Os resultados foram analisados por meio
de teste-t de Student nio parcado e analise de variancia,
onde apropriado. Em todos os casos, o nivel de
significancia foi estabelecido em 5%.

Resultados

As concentragdes médias de lactato sangiiineo dos
ratos frente as cargas crescentes de trabalho durante o teste
de lactato minimo acham-se na Figura 1. Como pode ser
observado, a curva ajustada aos dados de lactato sangiiineo
derivados do teste com cargas progressivas mostra,
conforme esperado, forma de U. O LMS foi indicado pela
carga na qual a curva atingiu o nadir. O LAN médio, expresso
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como a carga no qual o LMS foi calculado em todos os
ratos foi 4.97 £ 0.22 % do peso corporal enquanto que a
concentragio sangilineca média de lactato nessa carga foi
7.28 £0.19 mmoV/L.

Figura 1 - Determinagiio do lactato minimo sangiiinco
(LMS) médio dos ratos (n=10) durante teste de cargas pro-
gressivas. Cada ponto indica a concentragiio sangtiinea de
lactato (mmol/L) nas ordenadas, apés um “'tiro™ de 5 min. de
exercicio com os animais suportando cada carga indicada
na abscissa. O LMS ¢ a carga de trabalho correspondente
foram calculados ajustando-se a curva. usando fun¢io
“spline™. O nadir da curva em forma de U™ obtida indica a
carga de trabalho estimada correspondente ao LMS.
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Figura 2 - Lactato sanguineo (mmol/L) durante o segundo
teste de esforgo com carga fixa realizado para checar estabi-
lizagio do lactato sanguineo durante exercicio de natagio
realizado na carga equivalente ao limiar anacrébio (5% do
peso corporal). Resultado expresso como média + desvio
padriio de 10 ratos por grupo. (*) diferenga significativa (P
< 0,05, ANOVA). em relagiio ao grupo controle.
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No primeiro teste de esforgo com carga fixa realizado
para verificagio da estabilizagdo do lactato sangiiinco em
10 animais durante exercicio de natagdio por 20 minutos na
carga equivalente a0 LAN, o lactato estabilizou-se apés 5
minutos A concentragiio de 5.6 £ 1,2 mmol/L. No segundo
teste (Figura 2), o lactato sangiiinco estabilizou-se. apds 5
minutos de exercicio A concentragdo de 4,5 £0,21 mmol/L
nos ratos controles ¢ de 2.5 £ 1,2 mmol/L nos ratos treinados.

A Figura 3 resume os resultados referentes as atividades
das enzimas GR ¢ CAT no sangue dos animais. Houve
redugdo significativa na atividade de ambas as enzimas no
sangue dos ratos treinados em comparagio aos controles.
A Figura 4 mostra que houve aumento significativo das
concentragoes de TBARs no sangue dos ratos treinados
em relagdo aos controles. Constatou-se. ainda. redugio
significativa da atividade da enzima CK no sangue dos ratos
treinados (Figura 5).

Figura 3 - Atividade das enzimas Glutationa redutase ¢ Catalase
no sangue dos animais. Resultados expresso como média
* desvio padrio de 10 ratos por grupo. (*) diferenga significa-
tiva (P < 0,05, Teste-t), em relagiio ao grupo controle.
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Figura 4 - TBARs e atividade da enzima Creatinaquinase no
plasma dos animais. Resultados expresso como média + des-
vio padrio de 10 ratos por grupo. (*) diferenga significativa (P
< 0,05, Teste-t). em relagio ao grupo controle.
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Discussao

A anilise dos resultados referentes ao teste de lactato
minimo. cfetuado no inicio do periodo experimental,
demonstrou que nos ratos, durante exercicio de natagio
com intensidades crescentes realizados apos acidose litica
induzida por cxercicio midximo, as alteragdes de lactato
sangiiinco mostram um padrio semelhante dquele descrito
para seres humanos (23). Isso possibilitou cdlculo da
intensidade de exercicio na qual o lactato sangiiineo atinge
os valores mais baixos. Esta intensidade, que indica o LAN
(6), foi estimada na carga de 4,97 £ 0,22 % do peso corporal,
para o lote de ratos aqui avaliados. Esses resultados
confirmam os dados anteriores de nosso grupo. obtidos
com o mesmo teste aplicado a ratos sedentdrios (25). Por
outro lado. Pillis et al. (14) verilicaram que em ratos,
sedentdrios durante corrida em esteira com intensidades
crescentes. 0 LAN foi encontrado quando a concentragio
sangiifnea de lactato era de aproximadamente 4.0 mmol/L.
Mais recentemente, Priviero et al. (16) verificaram que a
mixima fase estdvel de lactato durante corrida em esteira
com velocidades constantes foi alcangada quando a
concentragdo de lactato atingiu 4.0 mmol/L, ou seja, o
mesmo valor obtido por Pillis et al. (14). Jd resultados
anteriores obtidos por nosso grupo com testes de natagio
com cargas constantes mostraram midxima fase estdvel de
lactato na concentragiio sangiifnea de 5.5 mMol/L (6).

Com os protocolos de testes empregados no presente
estudo no inicio do experimento foi possivel niio s6 determinar
o LAN como checar a ocorréncia de estabilizagio do lactato
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sangiiinco durante exercicio realizado na intensidade
correspondente a0 mesmo. Nossos resultados apontaram
estabilizagio do lactato sangilineo na concentragio de 5.6
mmol/L quando os animais se exercitaram no LAN,
confirmando os resultados anteriores de nosso grupo (6).
Tal valor, contudo, foi significativamente inferior (teste t.
p<0.05) dquele estimado na carga de trabalho equivalentc
ao LAN durante o teste de lactato minimo.

Para avaliar a eficicia do protocolo de treinamento na
melhorado condicionamento acrébio dos animais. analisamos.
ao final do experimento, a concentragiio de lactato sangiiineo
dos animais treinados ¢ controles durante teste de esforgo.
constando de sessdo tnica de natagdio por 20 minutos
suportando a sobrecarga fixa equivalente ao LAN determinado
no inicio do experimento. Os valores observados nos treinados
foram inferiores aos dos controles. Isso indica que o protocolo
foi eficaz em melhorar o condicionamento aerdbio dos animais
(6). Esses resultados mostram, ainda. que os animais realizaram
exercicio de intensidade baixa ou moderada, uma vez que houve
estabilizagdo do lactato sangiiineo durante a realizagio do teste.

Embora os animais do presente estudo tenham sido
mantidos com dicta balanceada e exercicios fisicos
modcrados. houve diferenga significativa em relagiio aos
biomarcadores do ataque oxidativo, do sistema de defesa
antioxidante ¢ de lesdes musculares entre ratos controles ¢
treinados.

Peroxidagiio de residuos dcidos graxos insaturados dos
fosfolipidios da membrana celular pode resultar em perda
significativa da integridade da membrana, que ¢ um dos
efeitos mais marcantes do dano oxidativo (22). levando 2
geragio de alcanos ¢ aldeidos potencialmente deletérios.
Infelizmente. sc 4 hidroxinonenal (4-HNE) ¢ excluido, a
detecgiio de lesiio na membrana niio € dirctamente
mensurdvel. Por isso, o teste inespecifico de produtos que
reagem ao dcido tiobarbitirico (TBARs) ¢ bastante
cmpregado como indicador de ataque oxidativo (21). No
presente estudo, TBARs apareceram significamente
clevados no sangue dos animais treinados em comparagio
aos controles, indicando maior ataque oxidativo nos
primeiros que nos tltimos.

Aumento na peroxidagio lipidica tem sido relatado apds
o exercicio (2; 9) embora nem sempre seja constatado (18:
24). O aumento na peroxidagdo lipidica parece ser tecido
especifico. Avula e Fernandes (4) constataram redugio da
peroxidagiio lipidica nos rins ¢ nas glindulas salivares e
aumento da mesma no figado de camundongos treinados
por corrida em esteira analisados em repouso, em
comparagio dos sedentirios. Nenhuma diferenga foi
constatada no musculo esquelético e cardiaco entre os dois
grupos. Radak et al. (17) também niio verificaram qualquer
diferenga nos niveis de peroxidagiio lipidica no misculo
esquelético de ratos treinados por natagio e sedentdrios,
analisados em repouso. Os niveis de pentano e etano
apareceram 2 a 3 vezes mais elevados do que os valores de
repouso em homogeneizados de figado e misculo
esquelético de ratos apds corrida até a exaustdo (5). Alessio
¢ Goldfarb (2) constataram pequeno aumento na peroxidagio
tanto no figado quanto no musculo esquelético de ratos
apds exercicio submdximo decorrida em esteira.

O aumento do ataque oxidativo produzido pelo exercicio
seria menos deletério se fosse compensado por aumento
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nos mecanismos celulares de defesa antioxidante. Espéeies
reativas de oxigénio s3o removidas por uma serie de enzimas,
iniciando-se pela superoxido dismutase (SOD), seguida pela
catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GP). A glutationa
redutase (GR) € outra enzima importante no ciclo glutationa
redox (26). No presentc estudo observamos redugio
significativa na atividade das enzimas CAT ¢ GR nos
enterdcitos dos ratos treinados quando comparados dos
sedentdrios. Essa redugdo, provavelmente, concorreu para
que os animais treinados sofressem maior ataque oxidativo
que os controles, conforme inferida pelos valores
sangiiincos de TBARs.

A questdo do treinamento fisico aumentar ou nio a
atividade das enzimas do sistema antioxidante permancce
controvertida. Enquanto alguns autores demonstraram
aumento da atividade enzimdtica antioxidante (CAT, SOD ¢
GP) em musculo esquelético induzida pelo treinamento fisico
(13: 20) outros ndo constataram nenhuma alteragio na
atividade das mesmas enzimas (2). A resposta das enzimas
antioxidantes musculares parece ser dependente do
ergdmetro utilizado: natagfio (12), corrida em esteira (2: 20)
ou ocorrida em roda de atividade espontanea (18): do
protocolo de exercicio continuo (2) ou intermitente (3; 20)
assim como do tipo de fibra muscular (3: 15) e da espécie
estudada: rato (2; 12; 20), camundongo (4) ou outros
mamiferos (18).

Resultados preliminares de outra série de experimentos
realizada em nosso laboratério (dados niio publicados)
indicam que o prolongamento do periodo de treinamento
por natagio na intensidade do LAN de 4 para 8 semanas
possa reduzir os indicadores de ataque oxidativo bem como
elevar a atividade das enzimas antioxidantes.

Existem também, estudos mostrando atividade
ligeiramente reduzida de enzimas antioxidantes (CAT) em
misculo de ratos treinados por natagio e sacrificados em
repouso ¢ atividade significamente mais elevada em ratos
treinados do que em sedentdrios imediatamente apds exercicio
agudo (2). Isso sugere que em certas circunstancias. o
excrcicio agudo possa modular a expressdo das adaptagdes
induzidas pelo treinamento em relagiio A atividade das enzimas
antioxidantes. Infelizmente, no presente estudo niio foi
realizado exercicio agudo.

A enzima creatinaquinase (CK) tem importancia no
diagndstico de doengas do musculo esquelético, como
distrofia muscular e do misculo cardiaco, na suspeita de
infarto do miocidrdio. Ela apresenta. em condiges normais,
atividade elevada no musculo cardiaco, no muisculo
esquelético e, em menor escala nos pulmaes. rins. figado ¢
enterdcitos. Sua fungiio € transferir, de maneira reversivel.
a unidio rica em energia, da fosfocreatina ao difosfato de
adenosina (ADP), formando creatina ¢ trifosfato de
adenosina. No caso de lesdes teciduais, a enzima € liberada
no liquido extracelular, aumentando sua atividade no soro.
Uma condigio fisioldgica que eleva a atividade da CK no
soro € 0 exercicio fisico (10). Um dado bastante interessante
obtido no presente estudo foi a redugio da atividade CK
no sangue dos ratos treinados em comparagdo com os
controles, sugerindo redugio das lesdes musculares nos
primeiros.
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Conclusao

O conjunto dos nossos resultados sugere que o

treinamento por exercicio de natagiio na intensidade
equivalentec aoc LAN durante 4 scmanas foi eficaz em
melhorar o condicionamento aerébio dos animais e reduzir
as leses musculares. Por outro lado, o referido protocolo
de treinamento ndo desencadeou adaptagdes favordveis
nas atividades das enzimas antioxidantes. nas condigdes
do presente estudo.
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(Labex), UNICAMP - Universidade de Campinas, Sao Paulo, Brasil; 2Depto. de Educaciao
Fisica, UNESP — Universidade Estadual Paulista, Rio Claro, Brasil.

ABSTRACT

This study was designed to evaluate biomarkers of oxidative stress in rats submitted or not to
exercise during recovery from protein malnutrition. Male Wistar rats fed a low protein (LP = 6%)
diet after weaning (30 days) to 90 day-old and then a normal protein (NP = 17%) diet until 120
day-old were separated into two groups: sedentary (S) and exercise trained (E = swimming
1h/day, 5 days/week, with from the 90™ to the 120" day of life). Rats fed a normal protein diet
and were used as controls. Our results have shown that physical exercise had beneficial effects on
body weight gain and that the metabolic responses to exercise training were not impaired by early
protein malnutrition. Erytrocites catalase and glutathione reductase (biomarkers of the antioxidant
system) were significantly reduced in all groups in comparison to the sedentary control group, but
the plasma concentration of TBARs (biomarkers of the oxidative damage) was also lower in the
recovered rats, suggesting that the improvement in body growth and muscle glucose metabolism
after nutritional rehabilitation with physical exercise could be related with a decrease in the
oxidative stress level by training.

Key words: protein malnutrition, nutritional recovery, exercise, oxidative stress.
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INTRODUTION

Exercise training has many physiological effects consistent with improved health. Several
studies have shown that exercise is associated with increased oxidative capacity of skeletal
muscle [1] and muscle growth [2], improvement in cardiac function [3], enhanced bone
mineralization [4] and increased life span [5]. Physical exercise may also be a beneficial part of
rehabilitation from malnutrition. Torun & Viteri reported that physically active rats grew more in
length and weight than the inactive counterparts [6]. In the same communication, these authors
reported that 24-48 months old children under treatment for severe protein calorie malnutrition
were assigned to either an active group (stimulated, but not forced to participate in games and
activities that involved walking uphill, climbing a ramp running and climbing stars) or a control
group (with ad libitum pattern of physical activity and rest observed in child care and nutrition
rehabilitation centers). The active group grew more in length and lean body mass than the control
group [6].

On the other hand, increased energy demand during physical exercise induces increase in
oxygen supply to active tissues [7]. This results in an increased production of reactive oxygen
species (ROS), mainly due to elevated rates of mitochondrial respiratory chain [8, 7]. When ROS
production overcomes the capacity of the body antioxidant system, an oxidative stress occurs and
many cellular constituents such as lipids, proteins and DNA may suffer oxidation due to ROS
attack, compromising cell function. It has also been suggested that kwashiorkor, a severe form of
protein malnutrition, may itself be a product of the radical initiated tissue damage in the

malnourished child [9, 10]. The present study was designed to evaluate biomarkers of oxidative
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stress, nutritional status and muscle metabolism in rats submitted or not to exercise during a

month recovery from protein malnutrition.

METHODS AND MATERIALS

Animals and diets

Young (30 days) male Wistar rats were fed isocaloric (3948 kcal/kg) normal (NP= 17%) or low
(LP=6%) protein diets ad libitum. Table I shows the composition of both diets. The normal
protein diet follows the American Institute of Nutrition AIN-93G recommendations for rodents
[11]. Detailed mineral and vitamin mix composition were described elsewhere [11].

Insert Table 1

Experimental groups

Control
e Normal protein sedentary [NP-S]: rats fed the normal protein diet for 90 days and kept
sedentary (n = 15);
e Normal protein exercised [NP-E]: rats fed the normal protein diet for 90 day and
submitted to swimming on hour per day, 5 days a week, supporting a load equivalent to

5% of body weight during the last 30 days (n = 10);

Recovered
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e Low protein/normal protein sedentary [LP/NP-S]: rats fed the low protein diet for 60 days
and the normal protein diet for 30 days , kept sedentary (n = 15);
e Low protein/normal protein exercised [LP/NP-E]: rats fed the low protein diet for 60 days

and the normal protein diet for 30 days associated with swimming exercise (n = 10).

Tissue Samples

At the 90" days of experiment, rats from all groups were anesthetized without previous
fasting with an intraperitoneal injection of chloral hydrate 10% (wt/vol), 0.3 mL for each 100 g of
body weight for tissue and blood extraction. They were used in experiments as soon as anesthesia
was assured by loss of pedal and corneal reflexes. Heparinized blood samples were obtained from
portal vein, for preparation of a hemolysate and for plasma separation. After blood collection, the
animals were sacrificed for other biological material obtainment. At the 60" day of treatment rats
of the NP-S and of the LP/NP-S groups were sacrificed for biochemical analysis related to

nutritional status evaluation.

Soleus Muscle Glucose Metabolism

For measurements of muscle glucose uptake and oxidation, glycogen synthesis and lactate
production, longitudinal soleus muscle strips (25-30 mg) were placed in glass vials containing d

[U14 C] glucose, (0.25 uCi/pumol glucose), [3H]-2-deoxyglucose (0.1 uCi/pumol glucose) and non
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radioactive glucose to a final concentration of 5.5 mmol/L plus insulin (100miU/mL). Glucose
uptake and oxidation as well as glycogen synthesis and lactate production were determined as

previously described [12].

Enzyme Assays

The hemolysate was diluted 1:20 in 0.1M phosphate buffer, pH 7.0 before assaying. All
enzyme assays were performed in triplicate, according to the following methods. Catalase (CAT)
activity was measured in 50 mM phosphate buffer (pH 7.0) by monitoring the decrease in
absorbance at 240 nm for 30 sec after the addition of 10 mM hydrogen peroxide [13]. One unit of
catalase activity is the amount of enzyme present that decomposes 1 uM H>O,/min at 25°C [13].
The erythrocyte CAT activity was expressed as IU/g Hb.min. Glutathione Reductase (GR)
activity was measured in a 0.2 M phosphate buffer (pH 7.0) containing 2 mM EDTA, 0.1 mM
NADPH and 0.75 mM DTNB. GSSG (1mM) was added into the cuvette to start the reaction and
the absorbance was followed at 412 nm for 3 min [14]. The erythrocyte GR activity was

expressed as [U/g Hb [15].

Plasma Reactive Carbonyl Derivatives

We measured the plasma reactive carbonyl derivatives (RCD) by carbonyl reagent 2.4-
dinitropheylhydrazine (DNPH) using a spectrophotometric method [16]. Plasma (200 pL) was
mixed with 1 mL H,O and 2 mL of 20% tricloroacetic acid (TCA) and centrifuged at 1.000 g for

10 min. The pellet was ressuspended in 1 mL of 10 mM DNPH and incubated for 60 min at 37°C.
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For blank it was used 1 mL of 1M HCI instead DNPH. Subsequently, 1mL of 20% TCA was
added and the sample was centrifuged at 1,000 g for 10 min. The pellet was washed with 1:1
ethanol/ethyl acetate solution and centrifuged at 1,000 g for 10 min. The pellet was mixed with 1
mL of 6 M guanidine (diluted in 20 mM H,POy,, pH 2.3). Finally the sample was incubated for 40
min at 37°C. The absorbance was measured at 380 nm. The results were expressed as umols
RCD/mL of plasma The analyses were done in triplicate and the mean was used to statistical

analysis.

Plasma Thiobarbituric Acid Reactive Substances

Plasma Thiobarbituric Acid Reactive Substances (TBARs) were measured by fluorimetry,
according YAGI [17]. Plasma (20 pL) was mixed with 4.0 mL of N/12 H,SO,. Phosphotungstic
acid 10% (0.5 mL) was added to this mixture, which was centrifuged at 3,000 rpm for 10 min.
The pellet was mixed with 2.0 mL of N/12 H,SO4 and 0.3 mL of 10% phosphotungstic acid and
centrifuged again at 3000 rpm for 10 min. Distilled (4.0 mL) water and 1.0 mL of thiobarbituric
acid (TBA) (1:1 0.67 % TBA aqueous solution and glacial acetic acid) suspended the pellet. This
mixture was heated at 95°C for 60 min. After cooling, 5.0 mL of n-butanol was added, and the
mixture, shaken vigorously. After centrifugation at 3,000 rpm for 15 min, the n-butanol layer was

measured at 553 nm with excitation at 515 nm.
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Nutritional Status Evaluation

For nutritional status evaluation, plasma glucose, total protein, albumin and free fatty
acids (FFA) levels were measured by colorimetric methods, as described by Nogueira et al. [18].

Liver lipids were extracted with ethanol [12] and measured by a colorimetric method [18].

Statistical Analysis:

The results were expressed as means £ SD for the number of rats (n) indicated. When
working with muscle strips, n refers to the number of strips. The data were analyzed by Student”s

unpaired t-test or ANOVA, where adequate, and P < 0.05 values indicated significant difference.

RESULTS

Effects of the low protein diet on nutritional status

Table II shows the results on plasma markers of nutritional status after 60 days feeding the
LP diet compared to NP group. The LP group showed significantly reduced body weight gain,
hypoproteinemia, hypoglycemia, hypoalbuminemia, high circulating FFA and liver lipid levels.
Despite of the low body weight gain observed in the LP animals, no difference in food intake was

seen between LP and NP.

Insert Table 2
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Effects of one month of re-feeding associated of not to exercise on nutritional status

Table III shows the data for both groups (LP and NP) after 30 days of recovery feeding a
NP diet (LP/NP-S and NP-S). We observed almost no difference in proteinemia, albuminemia,
circulating FFA levels and liver lipid content between the groups. Body weight gain was twice
when compared the group one month before (LP group, Table II), but significantly lower in the
protein restricted (LP/NP-S) than in normal protein (NP-S) group.

Table III also shows that there is a significant increase in body weight gain in LP/NP-E
compared to LP/NP-S group. The results are completely different for NP groups, with a
significant decrease in body weight gain in NP-E compared to NP-S group despite the food intake
was higher in trained (NP-E and LP/NP-E) than in sedentary (NP-S and LP/NP-S) groups of rats.
Plasma glucose was elevated in the LP/NP-E group in relation to the control (NP-S and NP-E)
and LP/NP-S animals. Plasma albumin was lower in both exercised groups, significantly for the
LP/NP-E group. On the other hand, proteinemia, circulating FFA levels and liver lipid content

did not change with exercise even in LP/NP-E group when compared to the others.

Insert Table 3
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Effects of low protein diet and re-feeding associated or not to exercise on skeletal muscle glucose

metabolism.

Skeletal muscle glucose uptake and glycogen synthesis were significantly higher only in
trained (NP-E and LP/NP-E) rat isolated muscle than in the corresponding sedentary (NP-S and
LP/NP-S) ones. However, the LP/NP-E group exhibits a significant lower glycogen synthesis
when compared to NP-E group. No difference in glucose oxidation was observed among the four

groups. The LP/NP-E rats showed higher muscle lactate production than LP/NP-S rats (Figure 1)

Insert Figure 1

Effects of low protein diet and re-feeding associated or not to exercise on biomarkers of oxidative

damage and antioxidant system

Figure 2 shows the effects of re-feeding on oxidative stress markers. Plasma TBARs
concentrations were higher in the NP-E and in LP/NP-E than in the corresponding sedentary
groups, but it appeared significantly decreased in the recovered (LP/NP-S) rats compared to the
corresponding control rats (NP-S) (Figure 2A). Plasma RCD concentrations were significantly
increased only in the exercised control rats (NP-E) compared to the other groups (Figure 2B).
These data indicate that the NP-E group was submitted to a higher stress level than the other

groups.
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Insert Figure 2 A and B

Figure 3 show that erythrocyte CAT and GR activities were significantly reduced in all

experimental groups (NP-E, LP/NP-S and LP/NP-E) in comparison to the NP-S group.

Insert Figure 3 A and B

DISCUSSION

The rats fed the LP diet exhibited features typical of protein malnutrition such as low
body weight gain, hypoglycemia, hypoalbuminemia, high plasma free fatty acid and high lipid
levels [19]. The results presented here have shown that after one month of recovery with a normal
protein diet these metabolic alterations were reversed. We also have shown that daily food intake
and body weight gain were improved when nutritional recovery was associated to physical
exercise. These results corroborate the hypothesis that physical exercise has a beneficial effect on
body growth during nutritional recovery [6].

The increase in muscular work induces several biochemical reactions essential to muscle
growth. Physical training has the ability to revert the alterations in mitochondrial protein induced
by catabolic states in rat vastolateral and gastrocnemius muscle [20]. These aspects may be
related to growth hormone (GH) levels. GH has many biological effects on body growth affecting
protein, carbohydrate and lipid metabolism and stimulating cartilage and bone growth. It has been
already demonstrated that administration of GH restores body weight and length in protein
deficient young rats [21]. GH levels can be influenced by physical activity, with tendency to

elevation especially in exercises above the lactate threshold [22].
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In the present study, physical training improved glucose uptake by skeletal muscle both in
control (NP-E) and recovered (LP/NP-E) rats. This is not surprising, since physical exercise is
known to improve glucose tolerance and sensitivity to insulin [23, 24]. Glucose transport into
skeletal muscle is acutely regulated by both insulin and by contractile activity [25], through the
translocation of a glucose transporter isoform, the GLUT-4 [26]. The capacity for glucose
transport is associated with the muscle content of GLUT-4 protein [25, 26] and both insulin
stimulated glucose transport [25, 27] and GLUT-4 protein [27, 28, 29] are increased in the
exercise trained skeletal muscle. Despite the increased glucose uptake of skeletal muscle in
LP/NP-E rats and normal uptake in LP/NP-S rats, blood glucose concentration was elevated in
both recovered groups, when compared to their control counterparts. This may be indicative of
insulin resistance in tissues other than skeletal muscle, induced by the early protein restriction.

Besides increased glucose uptake, other skeletal muscle adaptations to aerobic training,
concerning glucose metabolism are present as an increased glycogen synthesis [29, 30] and
improved lactate release from muscle to blood through an increased plasma membrane transport
system [31]. In the present study we observed both increased muscle glycogen synthesis and
increased lactate release to the culture medium in the skeletal muscle isolated from trained rats
(NP-E and LP/NP-E). Taken together, these results indicate that protein restriction early in life
did not impair muscle glucose metabolism responses to exercise training. Even more, protein
restriction seemed to accentuate lactate release from the trained skeletal muscle.

Peroxidation of unsaturated fatty acid residues of phospholipids in cell membranes might
result in significant loss in membrane integrity, which is one of the most striking effects of
oxidative damage [32], leading to generation of potentially harmful aldehydes and alkanes that

reacts with thiobarbituric acid. Therefore, the nonspecific test of thiobarbituric acid reactive
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substances (TBARs) is very often applied to assess the degree of oxidative stress [32]. In
addition, oxidative modification of amino acids has significant effects on cellular functions as
oxidatively modified proteins lose their physiological activity and tend to be very sensitive to
proteolytic degradation [33]. Oxidative modifications of amino acids residues include
transformation of amino acid residues such as proline, arginine and lysine to reactive carbonyl
derivatives (RCD) and links have been established between the degree of RCD accumulation and
a variety of physiopathological conditions [34].

Our results have shown that plasma TBARs concentration decreased significantly in the
protein restricted recovered groups (LP/NP-S) in relation to the corresponding control group (NP-
S). This suggest a low oxidative damage to plasma or tissue lipids in the first group, which could
result from a lower ROS production or a higher removal capacity in protein restricted than in
control rats. This apparent protection of the recovered animals could be better explained by an
efficient plasma antioxidant defense, reflected in this study by a decrease in the plasma albumin
concentrations than by an increase in efficiency in the enzymatic antioxidant system, as the
enzymes GR and CAT are significantly decreased in this group (LP/NP-S) compared to control
group (NP-S).

Exercise trained rats (NP-E and LP/NP-E) showed increase in plasma TBARs
concentrations when compared to their sedentary counterparts, indicating that training leads to an
increase in the oxidative stress level, apparently higher for control trained rats (NP-E).

Single bouts of exercise may lead to increase in the content of TBARs [37] and RCD [38].
Aerobic exercise training, in turn may reduce TBARs [37] and RCD [39] after single bouts of
exercise, but may be ineffective in changing significantly these biomarkers of oxidative damage

at rest [40, 39]. These discrepancies between our and previous results [40, 39] concerning the
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effects of exercise training on biomarkers of oxidative damage measured of rest could be
attributed to differences in the swimming training protocol performed by the rats.

In summary, the results presented here suggest that the improvement in body growth and
muscle glucose metabolism after nutritional rehabilitation with physical exercise may be related
with a decrease in the oxidative stress level, although the enzymatic antioxidant activity was not

affected at least after four weeks of training.
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Table 1: Diet composition (g/kg).

Components Normal protein (AIN-93)* Low protein
Casein (84 % protein) 202 71.5
Cornstarch 397 480
Dextrinized cornstarch 130.5 159
Sucrose 100 121
Soybean oil 70 70
L-cystine 3 1
choline chloridrate 2.5 2.5
mineral mix (AIN-93) 35 35
vitamin mix (AIN-93) 10 10
Fiber (mycrocellulose) 50 50

*Reeves et al [11]
Table 2 - Body weight gain (g), food intake (g/100g body weight), plasma glucose (mg/dL),

plasma protein, plasma albumin (g/dL), plasma FFA (uEq/L) and liver lipid levels

after 60 days of malnutrition

Groups NP LP
Body weight gain 149.6 +4.94 55.4+3.94°
Food intake 20.5£3.12 22.9+4.50
Plasma glucose 122+5.0 100+4.2°
Plasma total protein 6.4+09 55+0.10°
Plasma albumin 58+0.11 47+0.13°
Plasma FFA 2592 £ 11.7 322.2+454*%
Liver lipid 2.6+0.11 72+0.44°

Results are mean + SD from 5 rats in the each group, except for body weight gain and food intake
where n = 15.

NP = Normal protein diet, LP = Low protein diet

(*) significantly from NP (P < 0.05, t-test).
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Tabela 3 — Body weight gain (g), food intake (g/100g body weight), plasma glucose (mg/dL),

plasma protein (g/dL), plasma albumin (g/dL), plasma FFA (uEq/L) and liver lipid (mg/100mg)

levels after 30 days of malnutrition and nutritional recovery associated or not exercise for 30

days.

Groups NP-S NP-E LP/NP-S LP/NP-E
Body weight gain 199.5 +4.04 146,9 £ 6,77 ° 106.8 £3.24 * 116.9 £4.87 *
Food Intake 18.1 £4.5 22.1+5.0° 21.7+4.7 250+4.1°
Plasma glucose 111.2+4.0 128.1 £10.3 138.1£6.7° 1525+1.8%
Plasma protein 6.93£0.10 7.57+0.53 6.96 £ 0.12 6.89 £ 0.05
Plasma albumin 4.45+0.10 4.14£0.13 461+0.14° 4.08+0.09°

Plasma FFA 283.33 +72.79 284.44 + 12.95 266.66 + 30.63 244.44 + 19.87
Liver lipid levels 4.04 £0.21 3.93+£0.17 4.22+0.24 3.87+£0.18

Results are mean = S.D. from 10 animals per group.

(*) Significant differences in comparison to the NP-S rats (P < 0.05, ANOVA).

(*) Significant differences in comparison to the LP/NP-S rats (P < 0.05, ANOVA).

(%) Significant differences in comparison to the NP-E rats (P < 0.05, ANOVA).

64



8 - Glucose Uptake
6
4]
2.
0 I ! I

H o T o

T T T

- Glucose Oxidation
1 2 . - -

- T T
9 4

3]

2,0 -
1,5
1,0 4

05-

0,0 : : ,

0,20 — Lactate Production
0,15 - T .
0,104 = 1

0,05 4
0,00

Glycogen Synthesis gz

mMol/g.60 min

— O

T T T T T T T 1
NP-S LP/NP-S NP-E LP/NP-E

Figure 1 — Skeletal muscle glucose uptake, glucose oxidation, glycogen synthesis and
lactate production in soleus muscle after 60 days of protein restriction followed by
nutritional recovery associated or not to exercise for 30 days. Results are mean + S.D. of
the 10 muscles strips per group.

(*) Significant differences (P < 0.05, ANOVA) in comparison to the NP-S rats.
(b) Significant differences (P < 0.05, ANOVA) in comparison to the LP/NP-S rats.
() Significant differences (P < 0.05, ANOVA) in comparison to the NP-E rats.
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Figure 2 — Plasma thiobarbituric acid reactive substances (TBARs) and Reactive Carbonyl
Derivative (RCD) after 60 days of protein restriction followed by nutritional
recovery associated or not to exercise for 30 days. Results are mean * S.D. of
the 10 animals per group.

(*) Significant differences (P < 0,05, ANOVA) in comparison to the NP-S rats.
®) Significant differences (P < 0,05, ANOVA) in comparison to the LP/NP-S rats.

(%) Significant differences (P < 0,05, ANOVA) in comparison to the NP-E rats.
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Figure 3 — Blood Glutathione Reductase and Catalase activity after 60 days of protein

restriction followed by nutritional recovery associated or not to exercise for 30 days.

Results are mean * S.D. of the 10 animals per group.

(*) Significant differences (P < 0,05, ANOVA) in comparison to the NP-S rats.

®) Significant differences (P < 0,05, ANOVA) in comparison to the LP/NP-S rats.
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EXERCISE MODE, SWIMMING VS RUNNING, BODY GROWTH AND OXIDATIVE
STRESS IN YOUNG PROTEIN RESTRICTED RATS.

ABSTRACT

The present study was designed to investigate the influence of two different
exercise mode upon body growth, lipid peroxide content (thiobarbituric acid reactive
substance [TBARs] amount) and antioxidant enzyme protection (catalase [CAT] and
glutathione reductase [GR] activities) in blood of rats recovering from protein
malnutrition. Young (28 days) male Wistar rats were fed a low (6%) protein (LP) diet for
60 days followed by a normal (17%) protein (NP) diet for 30 days, associated or not (l) to
swimming (S = 60 min./day, 5 days/week, with an overload fo 5% of body weight ) or
treadmill running (R = 60 min./day, 5 days/week, at 25 m/min.) exercise. Rats always fed
the NP diet were used as controls. Protein restricted exercise trained (HP/NP-S and
HP/NP-R) rats showed higher body weight gain than their sedentary counterparts
(HP/NP-I). Control rats both swim (NP-S) and run (NP-R) trained showed increased in
the amount of TBARs in plasma compared to the sedentary group (NP-I). No difference
was observed in plasma TBARs among the protein restricted (HP/NP) groups. This
difference in lipid peroxidation between control and protein restricted rats can not be
explained by differences observed in the antioxidant enzyme difense evaluated, since
both control and protein restricted rats showed a decrease in blood CAT in response to
swimming and running training. Furthermore, protein restricted and control swim trained
rats reduced also blood GR. These results suggest that physical training, independently
of exercise mode, accelerated body growth of protein restricted rats, probably without

increasing the presence of reactive oxygen species.

Key Words: Protein malnutrition, exercise, oxidative stress, recovery.
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INTRODUCTION

Malnutrition is one of the devastating nutritional problems affecting children in
most underdeveloped countries (1). Clinically, protein-energy malnutrition (PEM) can be
divided into the major forms: 1) Marasmus, wich is characterized by severe deficit of
body mass; 2) Kwashiorkor, an edematous form of protein malnutrition; 3) and
Marasmic-Kwashiorkor (2). PEM has substantial effects on the wvulnerability of
individuals to oxidative stress (3; 4; 5) as well as to other toxicological insults (6). It has
been suggested that kwashiorkor may be a product of free radical initiated tissue
damage in the malnourished child (7; 8; 9).

Physical training, in turn, has many physiological effects consistent with
improved health. Rodent studies have demonstrated that exercise training is associated
with increased oxidative capacity of skeletal muscle (10) and muscle growth (11),
improvement in cardiac function (12), enhanced bone mineralization (13) and increase in
life span (14). Physical exercise may also be a benefical part of rehabilitation from PEM.
TORUN and VITERI (15) reported that 24 — 48 months old children, under treatment for
severe PEM, were assigned to either an active group, stimulated to participate in games
and activities that involved walking uphill, climbing a ramp or climbing stairs; or a control
groups with ad libitum pattern of physical activity and rest observed in child care and
nutrition rehabilitation centers. The active group grew more in length and lean body
mass than the control group. On the other hand the high energy demand during physical
exercise induces increase in oxygen supply to active tissues. This results in an
increased production rates of mitochondrial respiration (16).

There are few animal experimental data on the effects of physical exercise
during rehabilitation from PEM on ROS production and body antioxidant capacity. The
present study was designed to evaluate the effects of two different modes of exercise
(swimming and running) upon body growth and lipid peroxide content as well as on

antioxidant enzymes activity in blood of rats recovering from protein malnutrition.
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MATERIAL AND METHODS

Animals and diets

Young (28 days) male Wistar rats (n = 60) were assigned at random to two
groups and fed isocaloric (3948 kcal’kg) normal (NP = 17%) or low (LP = 6%) protein
diets ad libitum. Table 1 shows the composition of both diets. The NP diet follows the
American Institute of Nutrition AIN-93G recommendations for rodents (17). Detailed
mineral and vitamin mix composition is described in REEVES et al (17). All experimental
procedures with the animals were approved by the Committee for Animals use in
Research of Biological Institute at UNICAMP.

Groups
The rats were subdivided into 6 groups, according to diet and physical exercise

mode, as follows:

Control Animals

Normal protein sedentary [NP-1]: Fed the normal protein diet for 90 days and
kept “inactive” (n = 14);

Normal protein swimming [NP-S]: Fed the normal protein diet for 90 days and
submitted to swimming 60 min per day, 5 days a week, supporting a load equivalent to
5 % of body weight in a pool filled with water at 31 + 1 °C during the last 30 days (n = 8).
This exercise protocol was selected because in previous studies we demonstrated that it
corresponds to moderate, aerobic exercise training to rats (18);

Normal protein treadmill running [NP-R]: Fed the normal protein diet for 90 days
and submitted to treadmill running, 60 min per day, 5 days a week, at 25 m/min, grade -
3° during the last 30 days (n = 8). This exercise protocol also represents moderate
aerobic exercise training for rats (19).

Low protein/normal protein sedentary (LP/NP-I): Fed the low protein diet for 60
days and the normal protein diet for 30 days, kept “inactive” (n = 14).
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Low protein/normal protein swimming [LP/NP-S]:Fed the low protein diet for 60
days and the normal protein diet for 30 days (n = 8) associated with swimming exercise.
Low protein/normal protein treadmill running [LP/NP-R]:Fed the low protein diet
for 60 days and the normal protein diet for 30 days (n = 8), associated with treadmill

running exercise.

Adaptation to the Ergometer

In the three weeks that the proceeded exercise training, the rats were adaptive to
the ergometer. The rats assigned to the treadmill running exercise, followed the protocol
outlined in table 1 to proceed. For the rats assigned to the swimming exercise, the
adaptation consisted of keeping the animal in shallow water at 31 + 1 °C, for 60 min, 5
days a week, supporting an overload of 5 % of body weight. The purpose of adaptation

was reducing stress effects.

Table 1 — Adaptation protocol of the animals to the wake rolling:

Continous
Weeks Velocity (m/min) Time (min)
1° 15 20
2° 20 30
3° 22,5 45
4° (start training) 25 60

Fitness Test

During last week of the experiments, rats from the NP-I (n = 4), NP-S (n = 8),
HP/NP-1 (n = 4) and HP/NP-S (n = 8) groups were submitted to a 20 min swimming
session, supporting an overload of 5% of body weight. Rats from the NP-I (n = 4), NP-R
(n =8 ), NP/NP-I (n = 4) and HP/NP-R (n = 8) were submitted to a 20 min treadmill

running session at 25 m/min, -3° grade. In both tests, blood samples were collected
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each 5 min from a cut in the tail HP for lactate determination in an electrochemical
analyzer (YSL 2300 STAT, Yellow Spring Inc., USA).

Blood Samples

Forty eight hours after the last exercise training session, all animals were
anesthetized, without previous fasting, with an intraperitoneal injection of chloral hydrate
10 % (wt/vol), 0.3 ml for each 100 g of body weight for blood and tissue extraction. They
were used in experiments as soon as anesthesia was assured by loss of pedal and
corneal reflexes. Heparinized blood samples were obtained from portal vein at the end
of the experimental period. The whole blood was centrifuged for 15 min. at 3000 rpm
and 250 pL plasma were withdrawn and stored at -80°C until analyses for thiobarbituric
acid reactive substances (TBARs), biomarkers of oxidative attack. Erythrocytes were
washed three times in 0.9 % NaCl. Washed erythrocytes were lysed 1:1 with distilled
water and stored at -80°C until analyzed for catalase (CAT) and glutathione reductase
(GR) activities, as biomarkers of the antioxidant system. Non-heparinized blood samples
were also obtained for serum protein, albumin and free fatty acid (FFA) determinations
(20). Liver samples were taken for glycogen (21) and lipid (20) evaluations. Serum
glucose, total protein albumin, and FFA as well as liver total lipids and glycogen
contents, were also measured in 6 rats of each sedentary group (NP-I and LP-I)
sacrified after 60 days of diet treatment.

Enzyme Assays

The hemolysate diluted 1:20 in phosphate buffer (pH 7,0) before assaying. All
enzyme assays were performed in ftriplicate, according to the following methods.
Catatase (CAT) activity was measured in 50 mM phosphate buffer (pH 7.0) by
monitoring the decrease in absorbance at 240 nm for 30 sec after the addition of 10 mM
hydrogen peroxide (22). One unit of catalase activity is the amount of enzyme present
that decomposes 1 pM H.Oo/min at 25°C (22). The erythrcyte CAT activity was
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expressed as IU/g Hb/min. Glutathione Reductase (GR). Activity was measured in a 0.2
M phosphate buffer (pH 7.0) containing 2 mM EDTA, 0.1 mM NADPH and 0.75 mM
DTNB. 1mM GSSG was added into the cuvette to start the reaction and the absorbance
was followed at 412 nm for 3 min (26). The erythrcyte GR activity was expressed as 1U/g
Hb (27).

Plasma Thiobarbituric Acid reactive Substances (TBARs) determination

The TBARs level in plasma was measured by fluorimetry, according YAGI (25).
Plasma (20 pL) was mixed with 4.0 mL of N/12 H»SO4. Phosphotungstic acid 10 % (0.5
mL) was added and mixed to this solution, which was centrifuged at 3000 rpm for 10
min. The pellet was mixed with 2.0 mL of N/12 Hy,SO, and 0.3 mL of 10%
phosphotungstic acid and centrifuged at 3000 rpm for 10 min. Distilled water (4.0 mL)
and 1.0 mL of thiobarbituric acid (TBA) (1:1 0.67 % TBA aqueous solution and glacial
acetic acid) suspended the pellet. This mixture was heated at 95°C for 60 min. After
cooling, 5.0 mL of n-butanol, was added and the mixture was shaken vigorously. After
centrifugation at 3000 rpm for 15 min, the n-butanol layer was measured at 553 nm with

excitation at 515 nm.
Statistical Analysis
The data are presented as means + SD for all treatment groups. Statistical tests

employed were student t test and analysis of variance, where appropriate. Significance
level was set at 5 % in all cases.
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RESULTS

Effects of the Low Protein Diet on Nutritional Status

After 60 days, the LP rats, showed reduced body weight gain, low serum total
protein, and albumin, high serum FFA and liver lipid levels. Despite of the low body
weight gain observed in the LP animal, no difference in food intake was observed
between LP and NP rats (Table 3).

Effect of Exercise Training on Blood Lactate during the Fitness Test

Blood lactate concentrations during the swimming test are summarized on Figure
1A whereas blood lactate concentrations during the treadmill running test are shown on
Figure 1B. Blood lactate during the exercise tests were always lower in trained rats in
comparison with the sedentary ones, independently of diet or exercise mode.

Effect of Refeeding Associated or not to Exercise on Nutritional Status

After 30 days refeeding with the NP diet, no difference in serum total protein,
albumin and serum FFA levels and liver lipid content was observed between the rats
initially fed the LP diet (LP/NP-1, LP/NP-S and LP/NP- R) and those always fed the NP
diet (NP-I, NP-S and LP/NP-R). Body weight gain was always lower in “recovered” rats
(HP/NP-1, HP/NP-S and HP/NP-R) than in controls (NP-I, NP-S and NP-R). Also, body
weight gain appeared elevated in exercised “recovered” rats (HP/NP-S and HP/NP-R) in
relation to the sedentary ones (HP/NP-I) (Table 4 ).

Effects of Refeeding Associated or not to Exercise Training on Lipid Peroxidation

Plasma TBARs levels appeared significantly decreased in the “recovered”
animals (HP/NP-I, HP/NP-S and HP/NP-R) compared to the corresponding controls
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(NP-1;, NP-S and NP-R). On the other hand, plasma TBARs were higher in control
trained (NP-S and NP-R) in relation to the control sedentary (NP-I) rats.

Effect of Refeeding Associated or not to Exercise Training on Blood Antioxidant

Protection.

Blood CAT activity was reduced in all experimental groups (NP-S, NP-R, HP/NP-
I, HP/NP-S and HP/NP-R) when compared to the sedentary controls (NP-I). Blood CAT
activity also appeared reduced in “recovered” trained rats (HP/NP-S and HP/NP-R) in
relation to the sedentary (HP/NP-I) ones. Blood GR activity was reduced in both control
(NP-S) and “recovered” (HP/NP-S) rats submitted to swimming exercise-training in
relation to the sedentary counter parts (NP-I and HP/NP-I).

DISCUSSION

Reduced body weight gain, low serum total protein and albumin, elevated serum
FFA concentration and high liver lipid content, as observed in our experimental rats fed
60 days the low protein diet, are features commonly found in protein malnourished
children (2) and experimental animals (26, 27).

When animals are fed diets with a very low protein content, they may restrict

their food intake and because progressively wasted (28). After 60 days or diet treatment,
food intake was similar in the two groups or rats studied. Compared to the to the normal
protein diet; the protein deficient diet allows the assert in that rats on this diet suffered
from protein malnutrition and not from energy malnutrition.
In recovery, the biochemical alterations observed in serum and liver of the formerly
protein restricted rats were reversed. Also, body weight gain was significantly improved
when nutritional recovery proceeded associated to physical exercise, indepently of
exercise mode. Both lipid peroxidation (TBARs amount) and antioxidant protection (CAT
and GR activities) appeared decreased in blood of protein restricted animals recovered
in presence or in absence of physical exercise
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Since it is offen assumed that, during a constant load exercised, the
aerobic/anaerobic transition is demarcated by the higher intensity at which blood lactate
does not increase beyond an initial transient (29), we checked for blood lactate
stabilization during acute exercise sessions, to assure that the rats were in fact
submitted to aerobic exercise protocols. At the end of the last week of experiments, we
measured blood lactate during a 20 min swimming (supporting a load of 5 % of body
weight) or running (at 25 m/min) exercise session (fitness test). During the exercise
sessions, all rats showed an initial increase in blood lactate concentrations. After this,
they were able to keep a stable blood lactate concentration during both the swimming
and the running exercise sessions. These data confirm the aerobic nature of both
exercise protocols. The results also show that both training protocols led to a reduction
in blood lactate accumulation during acute exercise. This indicates the efficiency of the
swimming and the running training protocols, since it is known that aerobic training
reduces blood lactate during exercise both in man (30) and rats (18).

It has previously been reported that physical training stimulates body growth in
both eutrophic (31; 32) and protein deficient (33; 34; 27) animals. Exercise had a
minimal effect on bone growth in run-trained rats but stimulated significantly bone
development in swim-trained in young rats (32). The increase in physical activity induces
several biochemical factors essential to body growth. These responses may be related
to growth hormone (GH) stimulation (35).

GH has many biological effects on body growth, affecting protein, carbohydrate
and lipid metabolism and stimulating muscle, cartilage and bone growth. The effects on
bone and cartilage growth as well as on protein metabolism depend on an interaction
between GH and insulin like growth factors — IGF-I and IGF-Il. Protein-restricted animals
are insulin deficient (27) and insulin deficient rats may present low GH levels (36, 37).
MUAKU et al. (38) had already reported that administration of exogenous GH or IGF-I
restore body weight and length of young protein deficient rats. Both GH (39) and IGF-I
(40) can be influenced by exercise, with tendencies to elevation. Other adaptations
elicited by exercise training also modulate body growth, since in previous studies, our
group demonstrated that insulin deficient rats submitted to physical training (swimming)
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recovered tibia epiphysial growth (41) and total protein as well as protein/DNA ration in
the gastrocnemius muscle (42) even in absence of increased GH levels.

After the observation that both swimming and running exercise training had
beneficial effects on body growth and that the metabolic responses to exercise training
were not impaired by early protein restriction, we evaluated the influence of swimming
and running exercise training during nutritional rehabilitation on lipid peroxidation and
enzyme antioxidant protection in blood. The TBARs assay was used to evaluate the
extent of lipid peroxidation associated to swimming and running training. Our results
show that both swimming and running exercise training increased in a similar way the
amount of TBARs in blood of control rats (NP-S and NP-R) in relation to the sedentary
counter parts (NP-), indicating a high oxidative damage to plasma or tissue lipids in the
exercise trained groups. These data suggest a high ROS presence in exercise trained
than in sedentary control (NP) independently of exercise mode.

Single bouts of exercise may lead to increases in lipid peroxide content (43) in
different rat tissues. Aerobic training, in turn, may reduce tissue lipid peroxide content
after single bouts of exercise (43) but may be the ineffective in changing then
significantly at rest (44, 43). The discrepancies between our results and those previously
reported in the literature may be consequence of differences in the exercise training
protocols. In PEREIRA et al. (44) study, the training protocol consisted in swimming 60
min per day, 5 days a week, at 30°C, as well as in ours. However, the training period
lasted 8 week, while, in our study it lasted 4 weeks. In ALESSIO & GOLDFARB'’S (43)
study, the training protocol consisted of running in a treadmill 60 min per day, 5 days a
week, for 18 weeks. The speed and the grade were increased each week and by week
10, the animals were running at a speed of 35 m/min up a 15% grade. In the present
study, the running training protocol lasted 4 weeks (7 weeks, if the 3 week adaptation
period is included). At the end of the experiment, the rats were running at a speed of 25
m/min. A 4 week period of swimming or running training, despite of improving body
growth and aerobic condition, may be a too short period to elicit the expected beneficial
effects on lipid peroxide content.
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The recovered animals (HP/NP) in turn, did not show any increase in the amount
of TBARs in blood in response either for swimming not to running training. This suggests
a lower ROS presence in protein restricted than in control trained animals.

Exacerbated cellular generation triggered by any physiological or pathological
condition is known to be counteracted by an intricate network of chemical and enzymatic
antioxidant differences. When ROS production overcomes the capacities of the body
antioxidant system, oxidative stress occurs. ROS are removed by a series of enzymes,
igniting by superoxide desmutase (SOD), followed by catalase (CAT) and glutathione
peroxidase (GP). Glutathione reductase (GR) is another important enzyme of the redox
cycle (45). The set of enzyme activities described in the present study was designed to
assess in whether the apparent “protection” of the “recovered” (HP/NP) rats against
oxidative stress could be attributed to an increase in the antioxidant enzyme defenses.
The results indicate that this is not the case, since both control (NP-S and NP-R) and
recovered (HP/NP-S and HP/NP-R), trained rats showed a decreased in blood CAT
activity in relation to the equivalent sedentary group. Furthermore, recovered rats
submitted to swimming (HP/NP-S) reduced also blood GR activity. Although interesting,
these data must be seen with care, since only few biomarkers where analyzed to assess
the balance of oxidative damage/antioxidant defenses. Probably, the analysis of greater
set of oxy-radical production biomarkers and antioxidant agents in required for a better
picture of the oxidative stress status of protein deficient exercise trained rats.

In conclusion, exercise training, independently of mode, improved body weight
gain and the aerobic condition of young rats during recovery from protein malnutrition.
On the other hand, exercise training increased lipid peroxidation and decrease the
antioxidant enzyme defense of control rats. Protein restricted animals, seemed less

affected by lipid peroxidation associated to swimming and running exercise training.
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Table 1: Diet composition (g/kg).

Components Normal protein (AIN-93)*  Low protein
Casein (84% protein) 202 71.5
Cornstarch 397 480
Dextrinized cornstarch 130.5 159
Sucrose 100 121
Soybean oil 70 70
L-cystine 3 1
choline chloridrate 2.5 2.5
mineral mix (AIN-93) 35 35
vitamin mix (AIN-93) 10 10
Fiber (mycrocellulose) 50 50

*Reeves et al. (17)
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Table 2 — Body weight gain (g), food intake (g/100g body weight per day), serum
glucose (mMol. L), serum total protein (g/L), serum aloumin (g/L), serum (uEqg/L), liver

glycogen (mg/100mg) and liver total lipids (mg/100mg) concentrations after 60 days or
diet treatment.

Groups NP LP
Body weight gain 150.0£5.0 56.0 £4.00 *
Food intake 12.9+1.40 16.8 +4.5
Serum glucose 46+1.2 57+£1.2
Serum total protein 58.0 £5.0 49.0£4.0"
Serum albumin 25.0£5.0 20.0£50°
Serum FFA 391 + 93 771 £61°*
Liver total lipids 2.6 £0.11 7.2+0.44

Results expressed as mean + S.D. of 6 rats in each group. (*) Significantly different (P
<0,05, t-test). NP = normal (17%) protein diet, HP = low (6%) protein diet.
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Table 3 — Body weight gain (g), food intake (g/100g body weight per day), serum
glucose (mMol. L), serum total protein (g/L), serum aloumin (g/L), serum (uEqg/L), liver
glycogen (mg/100mg) and liver total lipids (mg/100mg) concentrations after 90 days of
diet treatment associated or not to physical exercise during the last 30 days.

Groups NP-SED NP-S NP-R HP/NP-I HP/NP-S HP/NP-R
Body weight gain  119.5+4.04 206.3+4.14 206.3+4.05 106.8+3.242 116.9+4.87%® 146.9+6.77 ®°
Food intake 6.1£0.2 7.0£0.6 6.1£0.5 7.6x£0.4 8.3 0.1 6.0 £0.1
Serum glucose 6.10+£0.22 7.04£057 6.29£0.86 7.59+t247 8.38 £0.10 8.1+0.34"
Serum total protein  69.3+1.00 75.7+053 67.2+1.7 69.6 +1.2 68.9+0.5 67.9+1.2
Serum albumin 445+1.0 414+13 492+031. 46.1+14 40.8+0.9° 45.7+0.15

Serum FFA 283+72.7 284+£1295 355+22.0 266+ 30.63 244 +19.87 376 + 48
Liver lipids 3.9+0.32 3.4+0.10 3.28+£0.4 3.7+0.14 3.3+0.09 3.52+£0.3

Results expressed as mean + S.D. of 8 rats in each group. NP = normal protein diet 90
days, HP/NP = low protein diet 60 days and normal protein diet 30 days. | = sedentary,
S = swimming for 30 days, R = treadmill running for 30 days. Significantly differences
(ANOVA, P < 0,05) from: a) NP-1, b) NP-S, c) NP-R, d) HP/NP-I, e) HP/NP-S.
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Figure 1 - Blood lactate during the fithess test. A = swimming test and B = treadmill
running test. NP-1 = normal protein sedentary. Results are expressed as mean + SD of 4
to 8 rats in each group. LP/NP-I = low/normal protein sedentary, NP-S = normal protein
swimming trained, LP/NP-S = low/normal protein swimming trained, NP-R = normal

protein treadmill trained, LP/NP-R = low/normal treadmill running trained.
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Table 3 — Plasma TBARs (mMol/L) concentrations and blood catalase (CAT in
U/gHb.min) and glutathione reductase (GR in U/gHb) activities after 90 days of diet
treatment associated or not to physical exercise during the last 30 days.

Groups

NP-I NP-S NP-R HP/NP-I HP/NP-S HP/NP-R

TBARs
CAT
GR

385+0.22 442+0.29% 4.11+0.15% 3.43+0.14% 350+0.29% 3.29+0.22%
864.3+323.7 396.3+50.0% 296.4+90% 551.1+101.6% 352.2+96.1% 223.6+83.1%
794+114 148+04° 845+11.8° 645+9.3% 32.4 +3.4 46.8+12.8%

Results expressed as mean + S.D. of 8 rats in each group. NP = normal protein diet 90
days, HP/NP = low protein diet 60 days and normal protein diet 30 days. | = sedentary,
S = swimming for 30 days, R = treadmill running for 30 days. Significantly differences
(ANOVA, P < 0,05) in relation to: a) NP-I, b) NP-S, ¢) NP-R, d) HP/NP-I, ) HP/NP-S.

Supported by FAPESP (proc. 02/02354-0 and proc. 00/08110-0)
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VI - DISCUSSAO GERAL

No primeiro estudo, foram avaliadas as atividades das enzimas glutationa
redutase (GR) e catalase (CAT) nos eritrécitos como biomarcadores do sistema
antioxidante e as concentracbes plasmaticas de grupamentos sulfidrila (SH),
substancias que reagem ao &cido tiobarbitirico (TBARs) e proteinas carboniladas
reativas (RCD) como biomarcadores de danos oxidativos em animais eutréficos e
desnutridos (restricdo protéica alimentar).

Os resultados do ganho de peso corporal, as concentracdes sangtiineas de AGL,
proteinas totais, albumina e glicose e de lipideos hepéaticos, indicam que a alimentacao
com a dieta de 6% de proteina foi eficiente em causar uma desnutricdo parecida com
aquela do tipo Kwashiorkor, nesses animais, exceto pelo aparecimento de edema
(TORUN & CHEW, 1994; OKITOLONGA et al., 1987; GOBATTO & MELLO, 1991;
MELLO, 1994; LATORRACA et al., 1998). A auséncia de edema nesses animais nao
surpreende, uma vez que outros pesquisadores anteriormente ja relataram dificuldades
em produzir edema em animais com deficiéncia protéica experimental
(RAMALINGASWANI & DEO, 1968; CARPINELLI, 1978; MELLO & CURY, 1989). A
reducdo no ganho de peso, provavelmente tem haver com uma ma absorcdo de
proteinas que, por sua vez, poderiam estar levando o organismo a ma absorcdo do
aproveitamento alimentar nos animais. Essa teoria foi elucidada por MARCONDES,
(1976), por alteracdes funcionais e morfolégicas, que ocorrem no pancreas exocrino e
epitélio entérico, os quais comprometem a absorcdo de nutrientes. O baixo peso
corporal em ratos submetidos a desnutricdo protéica é um fenbmeno amplamente
relatado na literatura (ESCRIVA et al., 1991; GOBATTO & MELLO, 1991; MELLO,
1994; LATORRACA, 1998). Todas essas diferengcas observadas entre os ratos
mantidos com a dieta hipoprotéica e aqueles mantidos com a dieta normoprotéica,
provavelmente foram desencadeadas pela desigualdade no teor protéico da dieta, uma
vez que as duas dietas tinham os mesmo conteudo energético e nao houve diferengas

significativas na ingestédo alimentar entre os dois grupos.
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Os valores superiores de lipideos, observado nos ratos hipoprotéicos em relacao
aos normoprotéicos, sdo alteracdes ja descritas no quadro da desnutricdo protéica. E
provavel que isso seja causado por deficiéncia de conteudo e/ou de atividade da
enzima glicose-6-fosfatase, presente no figado, o que impede a liberacdo hepatica de
glicose (HEARD et al., 1977). Nossa interpretacao é que parte da glicose retida no
figado seria estocada na forma de glicogénio e o restante, transformada em gordura.

Foram encontradas niveis mais baixos de glicose em um modelo de deficiéncia
protéica no qual previamente foi detectada secrecdo pancreatica de insulina reduzida
(CARNEIRO et al., 1995; PRADA et al., 2001). Assim, verificou-se que a glicose em
presenca de baixa insulina pode estar alterada nesses animais, como ja relatado
anteriormente em modelos de desnutricao (ESCRIVA et al., 1991; OKITOLONGA et al.,
1987; RAO, 1995; GOBATTO, 1997). A hipbteses para explicar essa inconsisténcia
metabdlica na desnutricao seria simplesmente menor absorcdo intestinal de
carboidratos na desnutricdo. Outra possibilidade seria maior captacao de glicose pelos
tecidos periféricos em fungdo de maior sensibilidade a insulina, principalmente nos
tecidos musculares e hepatico.

Com testes de tolerancia a glicose oral, animais submetidos a restricao protéica
apresentaram valores maximos de glicose semelhantes aos verificados em ratos
controles, sugerindo normalidade no processo abortivo da glicose naqueles animais
(MELLO & CURY, 1989), ndo podendo explicar a primeira hipdtese que poderia ocorrer
nesse modelo de desnutricdo. Embora a hipbtese se sustente, alguns autores acreditam
que a mesma nao pode ser totalmente descartada, pois em dietas hipoprotéicas,
substituem-se proteinas por carboidratos a fim de torna-las isocaléricas, tornando-as
hiperglicidicas. Essa alteracdo na dieta parece causar déficit na absorcdo de
carboidratos (MARCONDES, 1976; GOBATTO, 1997).

Com relacdo a possibilidade de aumento da utilizagdo de carboidratos pelo
figado, é bastante provavel que tenha ocorrido maior extracédo hepatica de glicose. Um
indicio dessas ocorréncias sdo os elevados teores de glicogénio hepatico dos ratos
hipoprotéicos do presente estudo.

A presenca de maior sensibilidade a insulina nos tecidos periféricos de individuos
desnutridos, uma vez que ja foi relatado que (GOBATTO, 1997) as etapas iniciais da
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sinalizacdo da insulina encontram-se exacerbadas em musculo e figado isolados de
ratos deficientes em proteina (REIS et al., 1997). Os dados anteriores de OKITOLONDA
et al., (1987), observaram maior efeito da insulina intravenosa em tecidos de ratos
alimentados com dieta hipoprotéica. RAO (1995) considerou improvavel a ocorréncia de
maior sensibilidade a insulina em animais desnutridos, ja que sao resistentes aos
efeitos hipoglicémicos da insulina exdgena. O referido autor ndo verificou alteracdo na
extracdo hepatica de insulina ou na producao de glicose pelo figado em decorréncia da
desnutricao cal6rica. Para ele, a reduzida concentracdo sangliinea de glicose nessa
patologia parece estar mais relacionada a menor secrecao de glucagon, embora
estudos também tenham mostrados elevacdo desse horménio durante a desnutricao.
Entretanto, DOLLET et al., (1985) ndo constataram alteragcdes na concentracdo de
glucagon na desnutricao protéica.

Em nosso experimento, a captacao de glicose pelo musculo ndo esteve alterada
pela desnutricdo. Em incubagdes com concentracao de insulina préxima ao Km para o
tecido muscular (100 pU/ml), os animais tratados com dieta a 6% de proteina
apresentaram provavelmente sensibilidade a insulina semelhante a dos animais
normoprotéicos (tabela 8). CRACE et al., (1995); CARNEIRO et al., (1995) e REIS et
al., (1997), contataram uma sensibilidade aumentada de insulina em animais tratados
com dieta deficiente em proteina. CRACE et al., (1995) relatou ainda uma maior
captacao de glicose em musculos séleo desnutridos, em relacdo aos alimentados com
dieta normoprotéica, mesmo com auséncia total de insulina. Ainda em relacdo ao
metabolismo intramuscular da glicose, CRACE (1990) verificaram aumento da sintese
de glicogénio em ratos com restricao protéica, contrariando os resultados do presente
estudo, onde verificamos oxidacao de glicose e sintese de glicogénio semelhantes entre
as fatias de musculos provenientes dos dois grupos estudados. Por outro lado, NOLTE
et al. (1994), também nao constataram diferenca na sintese de glicogénio entre animais
controles e desnutridos em fatias musculares incubadas na auséncia e na presencga de
acidos graxos livres, embora tenham verificado redugdo na oxidagcdo de glicose na
fatias provenientes dos animais desnutridos incubadas na presenga de insulina por 120

minutos.
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HENRIKSEN et al. (1996) propuseram que taxas elevadas ou reduzidas de
glicogénio pelo musculo possam estar, relacionadas ao maior ou menor transporte de
glicose, respectivamente. No presente estudo, os resultados parecem corroborar essa
hip6tese, uma vez que animais normoprotéicos e hipoprotéicos apresentaram valores
semelhantes tanto de captacao de glicose como de sintese de glicogénio muscular. Nao
houve diferencas significativas, no que se refere a producao de lactato pelo musculo
isolado, entre os dois grupos estudados. Ao contrario, GOBATTO (1997) ao incubar
fatias de musculo séleo isolados, encontrou maior producao de lactato pelos musculos
dos ratos desnutridos. Todas essas informacdes sobre o metabolismo glicidico
intramuscular na restricdo protéica precisam ser analisadas com cautela, pois existem
muitos dados conflitantes entre os diferentes estudos. A situacédo se torna ainda mais
complexa face aos resultados de REIS et al., (1997), que mostraram aumento das
etapas iniciais da sinalizagcdo da insulina em musculo esqueléticos provenientes de
ratos com deficiéncia protéica.

Os grupamentos sulfidrila (SH) das moléculas biolégicas, principalmente de
proteinas e da glutationa reduzida sdo importantes alvos dos radicais. Sua diminui¢do
pode indicar maior ataque radicalar (FAURE & LAFOND, 1995). Nos animais
desnutridos observou-se ndo somente reducdo da concentracdo plasmatica dos
grupamentos sulfidrila como também daquela de albuminas. A albumina € um
importante antioxidante e é a principal garantia da bilirrubina, um protetor do transporte
de acidos graxos insaturados no sangue. Em adig¢do, a albumina parece fazer um auto
sacrificio na varredura de espécies reativas de oxigénio (EROS). Em seus estudos,
FLECHNER et al. (2001), mostraram que a quantidade de albumina relacionava-se com
a protecao contra radicais € que no caso da recuperacao nutricional, a reabilitacao do
paciente & mais rapida quando suplementado com a albumina e glutationa. Como os
grupamentos sulfidrilas sdo importantes indicadores do status antioxidante do
organismo, os ratos do presente estudo parecem sofrer maior ataque radicalar que os
controles.

Para confirmar essa hipotese, foram avaliadas, neste estudo as concentracoes
plasmaticas de TBARs e RCD, indicadores respectivamente, de danos oxidativos aos
lipideos e as proteinas circulantes ou teciduais.
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A peroxidacdo de acidos graxos insaturados de fosfolipidios das membranas
plasmaticas pode resultar em significativa perda da integridade da membrana. Este é
um dos efeitos mais marcantes dos danos oxidativos (TAPPEL, 1973), levando a
geracdao de aldeidos e alcanos potencialmente nocivos, que reagem com 0 &cido
tiobarbiturico. Portanto, o teste ndo especifico de substancias que reagem ao acido
tiobarbiturico (TBARs) é freqlentemente empregada para avaliar o grau de dano
oxidativo (TAPPEL, 1973). Alem disso, modifica¢cdes oxidativas de aminoacidos tem
efeitos significativos na fungcao celular, uma vez que proteinas oxidadas perdem sua
atividade bioldgica e tendem a ser muito mais sensiveis a protedlise (STADTMAN &
OIIVER, 1991). Modificacbes oxidativas de residuos de aminoacidos incluem a
transformacao de aminoacidos com lisina, arginina e prolina em proteinas carboniladas
reativas (RCD). Foram estabelecidas correlacdes entre o grau de acumulo de RCD e
uma variedade de patologias (STADTMAN, 1992). Dessa forma RCD tem sido usados
na avaliacdo de danos oxidativos.

Observa-se, no presente estudo, que as concentracdes plasmaticas de TBARs
foram significativamente mais elevadas nos ratos desnutridos que nos controles,
confirmando a hipétese de maior dano oxidativo aos lipideos nos primeiros animais.
Nao foram constatadas diferencas significativas entre o0s grupos quanto as
concentracdes plasmaticas de RCD.

O principal sistema de defesa contra danos oxidativos ao organismo é composto
por um grupo de enzimas. As mais importantes enzimas antioxidantes sdo: superéxido
dismutase (SOD), que catalisa a dismutacao do anion superéxido a HxO2, a qual é
desativada sendo transformada em H>O pela catalase (CAT) e pela glutationa
peroxidase (GSH-Px). A GSH-Px precisa de GSH como doador de hidrogénio, onde a
GSH é oxidada. A regeneracdo da GSH é catalisada pela glutationa redutase
(GR)(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989; BANERJE et al., 2003). A atividade dessas
enzimas é estimulada na presenca de EROS. Neste estudo, constatou-se aumento da
atividade das enzimas GR e CAT nos eritrécitos nos animais desnutridos, reforcando a
hipétese de maior produgcao de EROS nesses animais em relagéo aos controles.

Nesse contexto, pode-se considerar que os animais desnutridos desenvolveram
adaptacdo ao estresse oxidativo gerado pela dieta, aumentando as defesas
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antioxidantes. Essa hipétese € sustentada pelos relatos de ALBRECHT & PELISSIER,
(1995).

TANDOM et al. (1998), administrando litio na dieta de ratos com desnutricdo
protéica, verificaram aumento na atividade das enzimas GR, CAT, SOD em relacao aos
niveis normais, obtendo com isso, diminuicao dos niveis de peroxidacao lipidica. Ja em
outros estudos , SODHI et al. (1996), observaram diminuicdo tanto da atividade da
enzima CAT quanto da concentracdo de glutationa reduzida em desnutridos, embora
nao tinham evidenciado aumento na peroxidacgao lipidica.

Em resumo, os resultados do primeiro estudo demonstraram que o modelo
animal de desnutricdo avaliado parece adequado ao estudo do balango entre danos
oxidativos e respostas antioxidantes e que os marcadores sanglineos usados foram
eficazes em refletir o estresse oxidativo imposto aos animais pela dieta hipoprotéica
aqui estudada.

No segundo estudo, foram avaliados os seguintes marcadores sanglineos em
ratos eutroficos submetidos a 4 semanas de treinamento fisico de natagéo:
concentracao de lactato durante o exercicio (marcador do condicionamento aerdébio),
concentracao de TBARs (marcador de ataque oxidativo) e atividade das enzimas CAT e
GR (marcadores do sistema de defesa antioxidante).

Para avaliar a eficacia do protocolo de treinamento sobre o condicionamento
aerébio dos animais, foi determinada a concentracdo de lactato sanglineo durante
teste de esforco, constando de sessao Unica de exercicio. Os valores observados nos
ratos treinados foi menor do que aqueles observados nos ratos sedentarios

Durante o exercicio de baixa ou moderada intensidade, em seres humanos, o
lactato sangliineo ndo aumenta mais apdés 3 a 5 minutos de atividade, voltando aos
valores de repouso quando o exercicio se prolonga por mais de uma hora. Nessa
situacao, a taxa de producao de lactato acha-se em equilibrio ou mesmo inferior a de
remocao (1991). Quando realizados exercicios de alta intensidade, a concentragéo
sanglinea de lactato, eleva-se apds 3-4 minutos de atividade (WASSERMAN et al.,
1986) indicando que a taxa de producao superar a de remocao. Fenédmeno semelhante
foi discutido para ratos exercitados (GOBATTO et al., 2001).
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Os animais treinados mostraram menores concentragcdes sanguineas de lactato
que os sedentarios durante uma sessao de exercicio agudo. Isso indica que o protocolo
de treinamento empregado (natacado 1h/dia, 5 dias/semana, suportando sobrecarga
equivalente a 5% do peso corporal, 0 que corresponde ao limiar anaerébio (LAN) para
esses animais), foi eficaz em melhorar o condicionamento aerébio dos animais. Esses
resultados indicam, ainda, que os animais realizaram exercicio de intensidade baixa ou
moderada, uma vez que houve estabilizacdo das concentragdes sangiineas de lactato
durante o exercicio (GOBATTO et al., 2001).

Embora os animais tenham sido mantidos com dieta balanceada e exercicios
fisicos moderados, houve diferenga significativa em relacdo aos biomarcadores do
ataque oxidativo e do sistema de defesa antioxidantes entre ratos controles sedentérios
e treinados. TBARs apareceram significativamente elevadas no sangue dos animais
treinados em comparagdao com os sedentarios, indicando maior ataque oxidativo nos
primeiros que nos ultimos animais.

Aumento na peroxidacao lipidica tem sido relatado apés o exercicio (ALESSIO &
GOLDFARB, 1998; MIYAZAKI et al., 2001; TURGUT et al.,, 2003; QUINDRY et al.,
2003), embora nem sempre seja constatado (SELMAN et al., 2002; VIINIKKA et al.,
1984).

AVULA & FERNANDES (1991) constataram reducao da peroxidacao lipidica nos
rins e nas glandulas salivares e aumento da mesma no figado de camundongos
treinados em esteira e analisados em repouso, em comparagdo aos sedentarios.
Nenhuma diferenca foi constatada nos musculos esquelético e cardiaco entre os dois
grupos. RADAK et al (1999) também ndo verificaram qualquer diferenca nos niveis de
peroxidagado lipidica no muasculo esquelético de ratos treinados por natagédo e
analisados em repouso. ALESSIO & GOLDFARB (1988) constataram pequeno aumento
na peroxidacao lipidica tanto no figado quando no musculo esquelético de ratos apos
exercicio submaximo na esteira.

O aumento do ataque oxidativo pelo exercicio pode ser compensado por
aumento nos mecanismos de defesa antioxidante (GROUSSARD et al., 2003;
WOZINIAK, 2003). Em relacdo as enzimas do sistema antioxidante, esta € uma questao

que permanece controvertida.
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Enquanto alguns autores demonstraram aumento da atividade enzimatica
antioxidante (CAT, SOD, GR) no musculo esquelético, induzida pelo treinamento fisico
(PEREIRA et al., 1996; SMOLKA et al., 2000; PANSARASA et al., 2003), outros nao
constataram nenhuma alteracdo na atividade das mesmas enzimas (ALESSIO &
GOLDFARB, 1998). A resposta das enzimas antioxidantes musculares parece ser
dependente do ergbmetro utilizado: natagcdo (PEREIRA et al., 1994), corrida em esteira
rolante (ALESSIO & GOLDFARB, 1988; SMOLKA et al.,, 2000), do protocolo de
exercicio ser continuo (ALESSIO & GOLDFARB, 1988) ou intermitente (ATALAY et
al.,1996; SMOLKA et al., 2000), assim como do tipo de fibra muscular (ATALAY et al.,
1996. POWERS et al.,, 1994) e da espécie estudada: rato (ALESSIO & GOLDFARB,
1988; PEREIRA et al.,, 1994; SMOLKA et al., 2000), camundongo (AVULA &
FERNANDES, 1999) ou outros mamiferos (SELMAN et al., 2002).

Existem, também, estudos mostrando atividades ligeiramente reduzidas de
enzimas antioxidantes (CAT) em musculo de ratos treinados por natagédo e sacrificados
em repouso e atividade significativamente mais elevada em ratos treinados do que em
sedentarios sacrificados imediatamente apds exercicio agudo (ALESSIO &
GOLDFARB, 1988). Em estudo efetuado com seres humanos submetidos a treinamento
de endurance, constatou-se que os niveis de SOD extracelular sdo alterados de
maneira distinta a partir da administragdo de CUZn-SOD e Mn-SOD que estédo
diminuidos pelo treinamento mas aumentados pelo exercicio agudo, sugerindo que o
treinamento de endurance aumenta as reservas teciduais de SOD extracelular
(OOKAVARA et al., 2003). Isso sugere que, em certas circunstancias, o exercicio agudo
possa modular a expressao das adaptacdes induzidas pelo treinamento em relagdo a
atividade das enzimas antioxidantes.

Em resumo, o conjunto dos resultados do segundo estudo sugerem que o
treinamento fisico moderado por natacao durante 4 semanas foi eficaz em melhorar o
condicionamento aerébio dos animais. Por outro lado, ndo desencadeou adaptacdes
favoraveis na atividade das enzimas antioxidantes analisadas.

No terceiro estudo foram avaliados biomarcadores do estado nutricional e do
estresse oxidativo em ratos submetidos ou ndo ao exercicio de natagao por 4 semanas

durante recuperagdo da desnutricao protéica. A atividade de CAT e GR nos eritrocitos
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foi usada como marcador do sistema de defesa antioxidante e as concentracdes
plasmaticas de TBARs e de RCD, como marcador dos danos oxidativos.

Houve ganho de peso em todos os animais ao longo do experimento. Os
resultados referentes aos animais recuperados de desnutricio mostraram que o
protocolo de realimentacao acelerou esse processo em relagdo ao estado desnutrido do
inicio do experimento sem, contudo restaurar aos valores observados nos controles.
Mais ainda, os animais treinados mostraram maior ingestao alimentar e ganho de peso
do que os sedentarios. As concentracdes sanglineas de AGL e de proteinas voltaram
ao normal nos animais inicialmente desnutridos e posteriormente recuperados. A
glicose sangliinea mostrou-se significativamente aumentada nos grupos recuperados.
Segundo alguns autores, quando o organismo € submetido a desnutricdo
precocemente, haveria “programagdao metabdlica desordenada” durante o
desenvolvimento, o que conduziu a hip6tese de que eventos muito precoces levariam a
perturbacées da homeostase glicémicas na idade adulta (OZANNE & HALES, 1999).
Os dados referentes a glicemia no presente estudo perecem corroborar esta hipétese.
Contudo é importante destacar que tal hip6tese tem sofrido criticas (HOLNESS &
SUDGEN, 1996).

O exercicio fisico é conhecido por melhorar a toleréncia a glicose por aumento
da sensibilidade periférica a insulina (DELA et al., 1994), especialmente no musculo
esquelético.

O transporte de glicose para o musculo esquelético é regulado tanto pela insulina
quanto pela atividade contratil (HENDRICKSEN et al., 1996), através da translocacao
de uma isoforma de transportadores de glicose no musculo, o GLUT 4 (EZAKI, 1997). A
capacidade de transportar glicose depende do conteudo muscular de GLUT 4
(HENDRICKSEN et al., 1996; EZAKI, 1997) e tanto os transportadores de glicose
estimuladas pela insulina (HENDRICKSEN et al., 1996) quanto a proteina GLUT 4
(RODNICK et al., 1992; HOUMARD et al., 1995; EZAKI, 1997) estdo aumentados no
musculo esquelético treinado pelo exercicio fisico. Dessa forma, esperar-se-ia aumento
da captacdo de glicose nos ratos treinados em relacdo aos sedentarios, o que
aconteceu no presente estudo.
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Os ratos treinados mostraram taxa de sintese de glicogénio muscular maiores
que os sedentarios. Maior sintese de glicogénio em musculos treinados tem sido
reportado e € uma regulacdo muito vista em grupos treinados, por envolver processos
regulatérios: (HENDRICKSEN et al., 1989; HENDRICKSEN & RITTER, 1993) verifica-
se aumento rapido da sintese de glicogénio sintetase ou reducao da fosforilase.
HENDRICKSEN et al. (1996) encontraram relagdo direta entre aumento da glicogénese
e maior transporte de glicose por mecanismos insulino-dependentes, que parecem
envolver a presenca de CA** liberados nos processos contrateis do musculo. REN et al.
(1993) observaram que o aumento intramuscular dos transportadores GLUT 1 e GLUT
4, implicou em maior transporte de glicose. Entdo a maior taxa no aumento de sintese
do glicogénio pede estar relacionado ao maior transporte de glicose (HENDIKSEN et
al., 1996).

Com relacao a producao de lactato muscular, constatou-se aumento nos animais
recuperados e treinados em relacdo ao sedentario equivalente. JACOBS (1986), em
humanos, sugeriu que individuos treinados apresentaram aumento na capacidade de
transporte do lactato da fibra muscular para a circulagdo sangtiinea, dependendo da
intensidade. OYONO-ENGUELLE et al. (1990), também observaram a mesma relacéao
quando associaram o0 aumento da concentracdo de lactato sanglineo ao maior
transporte muscular desse substrato durante o exercicio fisico agudo envolvendo
individuos bem condicionados.

ROTH (1991), verificou aumento da atividade de transporte do lactato para fora
do tecido muscular em ratos submetidos a diferentes treinamentos de velocidade e
resisténcia muscular. PILEGAARD et al. (1993) verificaram em estudos com vesiculas
de sarcolemas gigantes, maior atividade de transporte do lactato do musculo para a
corrente sangliinea, com correlagcdo positiva com a intensidade do treinamento,
submetendo animais a programas de treinamento de sete semanas, com aumento
progressivo da intensidade do treinamento. BONEN & McCULLAGH (1994)
submeteram camundongos ao exercicio agudo em esteira rolante durante 60 minutos,
sendo que apds isso retiraram musculos para procedimentos de incubacdo. Nesse
trabalho os autores verificaram aumento do transporte de lactato pelos séleos

anteriormente exercitados, mas relataram que 0s mecanismos responsaveis por isso
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ainda sédo desconhecidos. Assim, como PILEGAARD et al. (1993), sugeriram que o
trabalho fisico regular induz a sintese de mais proteinas carreadoras, e que o
treinamento fisico pode aumentar a atividade do carreador de lactato.

McCULLAGH et al. (1996) sugeriram a existéncia de duas proteinas
transportadoras de lactato, MCTy e MCT, (monocarboxylate transporters), as quais
foram previamente encontradas em ovarios de hamsters chineses e figados de
hamsters sirios, em sarcolemas sob estimulacdo elétrica muscular crénica que
aumentou o transporte de lactato no muasculo tibial anterior de ratos. Entretanto, essas
isoformas apresentam cinéticas de transporte diferentes no muasculo, o que levou os
autores a sugerirem a existéncia de uma isoforma especifica nesse tecido. GARCIA et
al. (1994) verificaram a presenca do MCT; no coracao e no musculo vermelho, mas nao
no musculo branco. Outros autores, DUBOUCHAUD et al. (1996) e PILEGAARD et ai.
(1995) viram diminuicdo da captagdo de lactato em musculo desestimulado por
elevagao das patas traseiras de ratos e 0 mesmo resultado em musculo desnervado.

No presente estudo, no entanto, ndo foram constatadas diferencas na liberacao
de lactato pelo musculo esquelético entre os grupos controle treinado e sedentario.

Torna-se importante destacar que, a despeito do aumento da captacdo de
glicose e da sintese de glicogénio pelo musculo esquelético dos ratos recuperados
treinados e da captacao normal de glicose pelo musculo dos recuperados sedentarios,
a concentracao sanguinea de glicose desses ratos foi maior que a dos controles
correspondentes. Isso pode ser indicativo de resisténcia a insulina em outro tecidos que
nao o musculo estudado esquelético, induzida pela desnutricao precoce.

Os resultados deste estudo mostraram concentracdo plasmatica de TBARs
menor no grupo de animais recuperados de desnutricdo sedentario do que no grupo
controle sedentario. Isso sugere menor dano oxidativo a lipideos plasmaticos ou
teciduais no primeiro grupo, o que pode ser resultado tanto de menor producao de
EROS quanto de maior capacidade de remocao nos animais recuperados do que nos
controles. Esta aparente protecdo dos animais recuperados pode ser explicada por uma
defesa plasmatica antioxidante eficiente, refletida neste estudo mais pelo decréscimo
nas concentragdes plasmaticas de albumina do que pelo aumento da eficiéncia do
sistema enzimatico antioxidante, uma vez que as atividades das enzimas CAT e GR
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mostraram-se reduzidas no grupo recuperado em comparagdo ao controle, em
contraste com o aumento da atividade destas enzimas observadas nos animais.

Os ratos treinados (controles e recuperados de desnutricao) mostraram aumento
nas concentragdes plasmaticas de TBARs e RCD quando comparados aos sedentarios
equivalentes, sendo os maiores valores observados nos controles treinados, situacao
semelhante a constatada no segundo estudo.

Sessdo Unica de exercicio pode elevar o conteudo de TBARs (ALESSIO &
GOLDFARB, 1988) e RCD (RADAK et al., 1999; OLIVEIRA et al., 2003), apds sessao
Unica de exercicio, mas parece nao ter efeitos sobre esses biomarcadores analisados
na condicao de repouso (RADAK et al., 1999; PEREIRA et al., 1994). As discrepancias
entre os resultados do presente estudo e os relatados na literatura (RADAK et al., 1999;
PEREIRA et al., 1994), com respeito aos biomarcadores de estresse oxidativo podem
ser decorréncia da diferengca nos protocolos de natagdo, especialmente quanto a
duracéo.

Outra informacao importante obtida neste estudo foi que a ingestao alimentar e o
ganho de peso dos animais durante a recuperagao nutricional foram melhorados
quando a recuperacao ocorreu associada ao treinamento fisico. Este fato corrobora a
hipbtese de que o treinamento fisico exerce efeitos benéficos sobre o crescimento
corporal durante a recuperacao nutricional (TORUN & VITERI, 1994).

Foi relatado anteriormente que o exercicio fisico estimula o crescimento corporal
tanto em animais eutréficos (BOER, 1980; SYNDER et al., 1992) quanto deficientes em
proteinas (SAKAMOTO & GRUNEWALD, 1987; GALDINO et al., 2000). O exercicio
mostrou pequeno efeito sobre o crescimento 6sseo de animais jovens treinados por
corrida mas estimulou significativamente desenvolvimento 6sseo em animais jovens
treinados por natacdo (SYNDER et al.,, 1992). O aumento da atividade fisica induz
varias respostas bioquimicas essenciais para o crescimento corporal. Essas respostas
podem achar-se relacionadas a estimulagdo do horménio de crescimento (GH)(BOER &
KELCH, 1978). O GH exerce varios efeitos fisiolégicos sobre o crescimento corporal,
afetando o metabolismo de proteinas, carboidratos e lipideos e estimulando o

crescimento 0sseo, cartilaginoso e muscular. Os efeitos sobre o crescimento

102



cartilaginoso e d6sseo dependem da interacdo entre GH e os fatores de crescimento
semelhantes a insulina IGF-1 e IGF-2.

Animais submetidos a restricao protéica sao deficientes em insulina (GALDINO et
al., 2000). Ratos deficientes em insulina podem apresentar baixos niveis de GH
(OLCHOVSKY, 1991). MUAKU et al. (1997) relatou que a administracao de GH ou IGF-
1 exdgena restaurou peso e comprimento corporais de ratos jovens deficientes em
proteina. Tanto GH (FELSING et al., 1992) quanto IGF-1 (NGUYN et al., 1998) podem
ser influenciados pelo exercicio , com tendéncia a elevacdo. Outras adaptacdes
elicitadas pelo treinamento fisico também modulam o crescimento somatico, uma vez
que em estudos prévios, demonstrou-se que ratos deficientes em insulina submetidos
ao treinamento por natagdo recuperaram o crescimento da epifise da tibia (SOUZA &
LUCIANO, 1996) e o teor total de proteina bem como a razao protéina/DNA do musculo
gastrocnémico (LUCIANO et al., 1998) mesmo na auséncia de elevacao do GH.

Em resumo, os resultados deste estudo sugerem que a melhora do crescimento
corporal durante a recuperacao nutricional associada ao exercicio fisico pode estar
relacionada, ao menos em parte, ao decréscimo no nivel de estresse oxidativo, embora
as enzimas do sistema de defesa antioxidante ndo tenham sido afetadas apés 4
semanas de treinamento.

O quarto estudo foi delineado para comparar a influencia de dois diferentes tipos
de exercicio (natacdo e corrida em esteira rolante) sobre o crescimento corporal,
peroxidagado lipidica (quantidade de TBARs) e protegdo enzimatica antioxidante
(atividade das enzimas CAT e GR) no sangue de ratos durante a fase de recuperacao
de desnutricdo protéica.

Houve ganho de peso em todos os animais nos experimentos envolvendo a
recuperacao nutricional associada ou ndo ao treinamento por natacao e por corrida em
esteira. Contudo, os valores observados para os animais recuperados foram sempre
inferiores aos dos controles, da mesma forma que aconteceu no estudo anterior. As
concentracdes sanglineas de glicose, AGL e albumina voltaram aos valores normais
nos animais inicialmente desnutridos e posteriormente recuperados, repetindo os

achados do experimento com natagao para a recuperacao de variaveis bioquimicas.
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A proteina total sanglinea ficou significativamente reduzida para os grupos
treinados por corrida (controles e recuperados). Segundo alguns autores, para a
manutencdo da homeostase nas fases iniciais do treinamento fisico, seria necessario
um aumento no aporte protéico da dieta (LEMON et al., 1996). Esse aspecto merece
investigacao, especialmente nos grupos inicialmente desnutridos.

Mais uma vez, o crescimento corporal dos animais durante a realimentacéao foi
significativamente melhorado quando a recuperacao nutricional aconteceu associada ao
treinamento fisico, independentemente do tipo de exercicio. Tanto a peroxidacao
lipidica (quantidade de TBARs) quanto a protecao antioxidante (atividade de CAT e GR)
mostraram-se reduzidas no sangue dos animais deficientes em proteina, recuperado
em presenca ou auséncia do exercicio fisico.

Com relacao aos biomarcadores de estresse oxidativo, os resultados mostraram
que tanto o treinamento por natacdo quanto por corrida aumentaram de maneira
semelhante a quantidade de TBARs no sangue dos animais controles em relagcdo aos
sedentarios correspondentes. Os resultados referentes dos animais submetidos a
natagao confirmam aqueles do terceiro estudo relatados anteriormente. Isso mais uma
vez indica alto nivel de danos oxidativos aos lipideos teciduais ou plasmaticos nos
animais controles treinados, o0 que sugere maior incidéncia de EROS nos ratos
treinados do que nos sedentarios, independentemente do tipo de treinamento a que
foram submetidos. Os ratos recuperados, por outro lado, ndo mostraram aumento na
qualidade de TBARs circulantes que em resposta a natagdo quer em resposta a corrida
em esteira. Isso sugere menor presenca de EROS nos animais sujeitos a restricao
protéica do que nos controles treinados.

Essa aparente protecdo dos animais submetidos a restricao protéica poderia ser
atribuida a aumento na atividade de enzimas antioxidantes. Contudo, os presentes
resultados indicam que, mais uma vez, ndo foi o caso. Tanto os ratos treinados
(natacdo e corrida) do grupo controle quanto os do grupo submetido a restricao protéica
mostraram decréscimo na atividade da CAT eritrocitario. Alem disso, os ratos
submetidos a restricao protéica e treinados por natacao reduziram também a atividade
GR eritrocitario. Embora interessantes, esses resultados precisam ser analisados com
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cautela, uma vez que poucos marcadores foram analisados para avaliar o balango entre
danos oxidativos e defesa antioxidantes.

Em resumo, o treinamento fisico, independentemente do tipo, acelerou o
crescimento corporal de ratos jovens durante a recuperagdo da desnutricdo protéica.
Por outro lado, o treinamento aumentou a peroxidacao lipidica e reduziu a defesa
antioxidante dos animais controles, também independentemente do tipo de exercicio.
Os animais deficientes em proteina mostraram-se menos afetados pela peroxidacao
lipidica associada ao treinamento por natacao ou corrida em esteira.

Os resultados obtidos nos estudos 3 e 4 sugerem, entre outros aspectos, a
necessidade de ampliar o tempo de treinamento durante a recuperacao nutricional, afim
de se obter melhor resposta ao exercicio. Nesse sentido, foram realizados
experimentos onde o tempo de treinamento foi ampliado de 4 a 8 semanas. Por
questdes praticas, os experimentos foram conduzidos em duas séries separadas.
Numa, os ratos foram submetidos a 8 semanas de recuperagéo nutricional associada a
natacdo e noutra, a 8 semanas de corrida em esteira. Foram avaliadas variaveis
relativas ao metabolismo muscular (lactato sangtiineo durante o exercicio e captacao e
oxidacao de glicose e sintese glicogénio e producdo de lactato pelo musculo séleo
isolado) indicadores de danos oxidativos (concentragdes plasmaticas de TBARs e RCD)
e indicadores do sistema antioxidantes (atividade CAT e GR nos eritrocitos). Os
resultados dos experimentos com natacao acham-se descritos no apéndice 1 e aqueles
com corrida em esteira, no Apéndice 2. Houve discrepancias muito acentuadas entre
dados referentes ao metabolismo muscular, especialmente no caso da concentracao de
lactato sangliineo, durante o exercicio entre os ratos controles eutréficos que nadaram
e aqueles que correram. O mesmo foi observado com os ratos em situacao de repouso.

Por essa razdo, novas avaliacoes serdo necessarias, e esses dados nao serao

discutidos no presente momento.
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V — CONCLUSOES GERAIS

Tomados em conjunto os resultados dos 4 estudos realizados indicam que:

e Os biomarcadores sangiineos de danos oxidativos (concentracdes de

TBARs e de RCD) e do sistema de defesa antioxidante (atividades das

enzimas CAT e GR) empregados mostraram-se sensiveis ao estresse

oxidativo imposto pela dieta hipoprotéica aos animais;

e Os ratos adquiriram adaptagdo ao estresse imposto pela dieta

hipoprotéica, aumentando as defesas contra espécies reativas de

oxigénio;

e O treinamento fisico durante 4 semanas por natacéo ou corrida em esteira

melhorou o condicionamento aerdbio dos ratos eutréficos mas aumentou a

peroxidacao lipidica e reduziu as defesas antioxidantes;

e O treinamento fisico por 4 semanas de natagdo ou corrida em esteira

rolante acelerou o crescimento somatico dos ratos durante a recuperacao

nutricional;

e A melhora do crescimento corporal durante a recuperacdo nutricional

associada ao exercicio fisico, independente do tipo, pode estar

relacionada, ao menos em parte ao decréscimo no nivel de estresse

oxidativo;

e O decréscimo do nivel de estresse oxidativo parece mais associado a

reducdo nas concentracdes plasmaticas de albumina do que ao aumento

da eficiéncia do sistema enzimatico antioxidante, uma vez que as

atividades CAT e GR mostraram-se reduzidas nos animais em fase de

recuperacao nutricional.
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Apéndice 1

Indicadores do metabolismo muscular (captacao e oxidagcédo da glicose, sintese
de glicogénio e producédo de lactato pelo musculo sbleo isolados, e concentracao
sangliinea de lactato durante o exercicio), de danos oxidativos (concentracdes
plasmaticas de TBARs e RCD) e do sistema de defesa antioxidante (atividades das
enzimas CAT e GR nos eritrocitos) dos ratos submetido a 8 semanas de recuperagao

nutricional e/ou treinamento fisico por natagéo.
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A Tabela 1 mostra os valores do ganho de peso corporal, glicose sérica,
albumina sérica, proteinas totais séricas, AGL séricos, glicogénio hepatico e lipideos
hepaticos dos animais apds periodo de desnutricio por 60 dias e recuperacao
nutricional e/ou exercicio fisico de natacdo por 60 dias. Nao foram detectadas
diferencas significativas entre os grupos para: ganho de peso corporal, glicose sérica,
proteinas totais e lipideos hepaticos. A albumina sérica mostrou-se mais elevada nos
grupos treinados que nos sedentarios. Os AGL séricos elevaram-se nos controles
treinados (NP-TRE) em relacdo aos sedentarios (NP-SED), ocorrendo o inverso entre
0s grupos recuperados treinados (HP/NP-TRE) e sedentarios (HP/NP-SED).

Tabela 1 — Ganho de peso, glicose sérica, proteinas totais séricas, albumina sérica,
AGL séricos, glicogénio hepatico e lipideos hepaticos apds 60 dias de desnutricao e

recuperagao nutricional e/ou exercicio fisico de natacao por 60 dias.

Grupos NP-SED NP-TRE HP/NP-SED HP/NP-TRE

Ganho de Peso 179,41 + 7,48 183 + 4,35 156 + 4,26 176,6 £ 5,46

Glicose Sérica 135,4 + 10,66 113,4 + 3,27 124,1 + 7,29 113,4 + 3,17
Proteinas Séricas Totais 5,7 £ 0,08 54+0,12 5,6 + 0,03 5,7+ 0,07

Albumina Sérica 4,56 + 0,21 5,31 +0,19* 4,91 +0,10 5,33+ 0,15*u

AGL Sérico 261,9£5,95 366 + 15,11* 298,9 £ 10,0400  211,3 £ 8,52*apn

Glicogénio Hepatico 3,56+0,18 2,4 +0,51 2,9+0,13" 2,9+0,35
Lipideos Hepaticos 3,9+0,32 3,4+0,11 3,7+0,14 3,3+0,09

Resultados expressos como meédia + erro padréo de 15 animais por grupo.
(*) Diferencga significativa (P < 0,05, ANOVA) em relacdo ao controle sedentario (NP-
SED). (u) Diferenca significativa (P < 0,05, ANOVA) em relacdo ao recuperado
sedentario (HP/NP-SED) (a) Diferenca significativa (P < 0,05, ANOVA) em relagdo ao
controle treinado (NP-TRE). As siglas sao as mesmas da tabela 2.
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A figura 1 mostra o teste de esforgo realizados pelos animais apds 60 dias
de recuperacdo e/ou exercicio de natacao. Houve diminuigdo aparente do lactato no
sangue dos ratos Treinados em relacao aos respectivos sedentarios, a partir dos 10 min
de exercicio (HP/NP-TRE).
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Figura 1 — Lactato sanguineo no sangue dos ratos durante teste de esforco (natacéao
com sobrecarga de 5% do peso corporal por 20 min.) realizado apdés 60 dias de
recuperacao nutricional e/ou treinamento por natagdo. Resultados expressos como
média + erro padrao de 10 animais por grupo. (*) diferenca significativa (P < 0,05, teste-
t) em relacdo ao controle sedentario (NP-SED) correspondente.
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A figura 2 resume os resultados das enzimas glutationa redutase e catalase
dos animais ap6s 60 dias de recuperacao e/ou exercicio de natagcdo. Em relacao a
glutationa redutase encontramos aumento nos grupos treinados em comparacao aos
respectivos sedentarios. No caso da catalase, houve reducdo em todos 0s grupos em

comparagao ao controle sedentario (NP-SED).
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Figura 2 — Gilutationa redutase e a Catalase no sangue dos ratos apds 60 dias de
recuperagao nutricional e/ou treinamento fisico de natagcdo. Resultados
expressos como média + erro padrdo de 10 animais por grupo. As siglas
sdo as mesmas da Tabela 2. (*) Diferenga significativa (P < 0,05, ANOVA)
em relacao ao controle sedentario (NP-SED).
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A Figura 3 mostra que, apos 60 dias de recuperacado e/ou exercicio de
natagcdo, os valores de Proteinas Carboniladas ndo mostraram diferenca significativa

entre os grupos.
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Figura 3 — Proteinas Carboniladas no plasma dos ratos apos 60 dias de recuperacao
nutricional e/ou exercicio. Resultados expressos como média + erro padrao
de 10 animais por grupo.
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A Figura 4 mostra que, apos 60 dias de recuperacado e/ou exercicio de
natacdo, os valores de TBARs mostraram-se mais elevadas no grupo controle treinado
(NP-TRE) em relagdo aos demais.
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Figura 4 — TBARs no plasma dos ratos apds 60 dias de recuperagao nutricional e/ou
exercicio. Resultados expressos como média + erro padrao de 10 animais por grupo. (*)
Diferenca significativa (P < 0,05, ANOVA) em relagdo ao controle sedentario (NP-SED).
(u) Diferenca significativa (P < 0,05, ANOVA) em relagdo ao recuperado sedentario
(HP/NP-SED). (o) Diferenga significativa (P < 0,05, ANOVA) em relagdo ao controle
treinado (NP-TRE).
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A figura 5 mostra simultaneamente os valores de oxidagdo de glicose,
captagcdo de glicose, sintese de glicogénio e producédo de lactato pelo musculo séleo
isolado dos ratos apds 60 dias de recuperacado nutricional e/ou treinamento fisico de
natacdo. Nao houve diferenca significativas entre os grupos em nenhum dos

parametros analisados.
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Figura 5 — Captacéao de glicose, Oxidacao de glicose, Sintese de glicogénio e Producao
de lactato pelo musculo séleo isolados dos ratos. Resultados expressos como média +

erro padrao de 10 amostras teciduais.
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Apéndice 2

Indicadores do metabolismo muscular (captagdo e oxidacdo da glicose,
sintese de glicogénio e producdo de lactato pelo muasculo séleo isolados, e
concentracdo sangiinea de lactato durante o exercicio), de danos oxidativos
(concentracdes plasmaticas de TBARs e RCD) e do sistema de defesa antioxidante
(atividades das enzimas CAT e GR nos eritrdcitos) dos ratos submetido a 8 semanas de

recuperacao nutricional e/ou treinamento fisico por corrida em esteira.
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Na tabela 1 acham-se os valores de ganho de peso, glicose sérica,
proteinas totais séricas, albumina sérica, AGL séricos, glicogénio hepatico e lipideos
hepaticos dos animais apds periodo de 60 dias de desnutricdo e recuperagao
nutricional e/ou exercicio fisico de corrida em esteira por 60 dias. Ganho de peso,
glicose sérica, proteinas totais séricas, albumina sérica, AGL séricos e lipideos
hepaticos apresentaram perfis semelhantes a aqueles observados com 30 dias de
recuperagdo e/ou treinamento fisico. A concentracdo sérica de proteinas totais
normalizou-se em relagdo ao glicogénio hepatico os valores de todos os grupos foram
muito inferiores aos observados aos 30 dias. Ndo podemos explicar as causas de tal

diferenca.

Tabela 1 — Ganho de peso (g), glicose sérica (mMol/L), proteinas totais séricas (mg/L),
albumina sérica (g/L), AGL séricos (LEQg/L), glicogénio hepatico (mg/100mg)
e lipideos hepaticos (mg/100mg) apdés 60 dias de desnutricdo e

recuperacao nutricional e/ou exercicio fisico de esteira por 60 dias.

Grupos NP-SED NP-TRE HP/NP-SED HP/NP-TRE
Ganho de Peso 197,1£1,6 281,1+5,8 199,3+1,8¢ 2575+19 **

Glicose Sérica 6,57 £ 0,67 6,29 £ 0,86 5,92 £ 0,64 8,1+0,34"

Proteinas Séricas Totais 48,8 £ 0,10 47,8 £0,8 50,2+0,18 48,5 £0,25

Albumina Sérica 48,3 + 0,34 49,2 + 0,31 46,7 + 0,36 45,7+ 0,15
AGL Sérico 579 £ 60 555 + 22 458 + 80 ** 576 + 48"+
Glicogénio Hepatico 4,8+0,4 42+0,6 4,8+0,2 41+05
Lipideos Hepaticos 3,11+£0,2 3,28+ 0,4 3,88 £0,3 3,52 +£0,3

Resultados expressos como média + erro padréo de 10 animais por grupo.
(*) Diferenca significativa (P < 0,05, ANOVA) em relacao ao controle sedentario (NP-SED).
(v) Diferenca significativa (P < 0,05, ANOVA) em relacdo ao recuperado sedentario
(HP/NP-SED) (o) Diferenca significativa (P < 0,05, ANOVA) em relagdo ao controle
treinado (NP-TRE). NP = dieta normoprotéica (Controle), HP/NP = dietas hipo e
normoprotéicas (Recuperado), SED = sedentario, TRE = treinado por corrida.
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A figura 1 mostra o teste de esforco realizado pelos animais apds 60 dias
de recuperacdo e/ou treinamento fisico. Em todos os grupos, houve aumento da
concentragdo de lactato sanglineo aos 5 minutos de exercicio, apdés o que houve
estabilizacdo da concentracédo do referido substrato, ndo foram constatadas diferencas
entre os grupos. Apenas, todos os valores observados foram muito superiores aos
verificados no teste anterior. Isso pode ser indicativo de alguma forma de estresse, nédo
prevista, sofrida pelos animais durante o teste. Corrobora esta hipétese o fato de que
observamos que o0s animais estavam bastante agressivos no dia do teste. Isso pode ter
mascarado o efeito esperado do treinamento, isto é reducdo do lactato sangtineo

durante o esforgo.
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Figura 1 — Lactato sanglineo dos ratos durante teste de esfor¢o (corrida em esteira, 25
m/min, durante 20 min.) apés 60 dias de recuperacado nutricional e/ou
treinamento por corrida. Resultados expressos como média + erro padrao
de 10 animais por grupo. (*) diferenca significativa (P < 0,05, teste-t) em
relacdo ao grupo sedentario correspondente. (W) diferenca significativa (P <
0,05, ANOVA) em relacao aos valores de T5.
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A figura 2 resume os resultados das enzimas glutationa redutase e catalase
dos animais apds 60 dias de recuperagado nutricional e/ou treinamento por corrida em
esteira. Em relacdo a glutationa redutase e a catalase encontramos uma diminuicao
significativa para os grupos: controle treinado (NP-TRE), recuperado treinado (HP/NP-
TRE) e recuperado sedentario (HP/NP-SED) em relacao ao grupo controle sedentario
(NP-SED). No caso da ultima enzima o comportamento foi semelhante ao observado
aos 30 dias.
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Figura 2 — Glutationa redutase e a Catalase no sangue dos ratos apds 60 dias de
recuperacao nutricional e/ou treinamento fisico de corrida em esteira.
Resultados expressos como média + erro padrdo de 10 animais por grupo.
(*) Diferenga significativa (P < 0,05, ANOVA) em relagdo ao controle
sedentario (NP-SED).
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A Figura 3 mostra que, ap6s 60 dias de recuperagado e/ou exercicio de corrida

em esteira, nao houve aumento significativo em nenhum dos grupos.
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Figura 3 — Proteinas Carboniladas no plasma dos ratos ap6s 60 dias de recuperagao
nutricional e/ou exercicio. Resultados expressos como média + erro padrao
de 10 animais por grupo.
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A figura 4 mostra que os animais controle treinado (NP-TRE), recuperados
sedentarios (HP/NP-SED) e recuperados treinados (HP/NP-TRE) tiveram aumento nos
TBARs em relacdo ao grupo controle (NP-SED), apdés 60 dias de recuperacao e/ou

treinamento por corrida em esteira.
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Figura 4 — TBARs no plasma dos ratos apos 60 dias de recuperacgao nutricional e/ou
treinamento fisico por corrida. Resultados expressos como média + erro
padrdo de 10 animais por grupo. As siglas sdo as mesmas da Tabela 2. (*)
Diferenga significativa (P < 0,05, ANOVA) em relagéo ao controle sedentario
(NP-SED). (a) Diferenca significativa (P < 0,05, ANOVA) em relacdo ao
recuperado sedentario (HP/NP-SED).
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