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RESUMO

A maxima fase estavel de lactato (MFEL) é considerada padréo-
ouro para a determinacgdo da intensidade de transicdo metabdlica
aerbbia-anaerobia em exercicio continuo, porém a resposta lacta-
cidémica nessa intensidade €, em humanos, dependente do ergo-
metro utilizado na avaliagdo. Uma ferramenta importante para es-
tudos em fisiologia e areas correlatas é a aplicacdo de modelos
experimentais utilizando animais. Entretanto, ainda sdo restritas
as pesquisas destinadas a investigar protocolos de avaliagdo em
ratos. O objetivo do estudo foi verificar se a MFEL é dependente
do ergbmetro utilizado para a avaliagao aerébia de ratos. Para isso,
40 ratos Wistar adultos foram avaliados em dois diferentes exer-
cicios: natacéo e corrida em esteira. Em ambos, a MFEL foi verifi-
cada apos aplicacdo de quatro testes continuos, em diferentes
intensidades, com duragdo de 25 minutos, separados por interva-
lo de 48 horas. Em todos os testes houve coleta sanguinea da
cauda dos animais a cada cinco minutos de exercicio para analise
do lactato sanguineo. Os testes de natagdo ocorreram em tanque
cilindrico profundo, com a temperatura da agua a 31 + 1°C. As
cargas adotadas para os testes foram de 4,5; 5,0; 5,5; 6,0% do
peso corporal, atadas ao dorso dos animais. Para a determinacéo
da MFEL em corrida, houve selecdo dos ratos corredores e as
velocidades dos testes foram de 15, 20, 25, 30m.mint. A MFEL
foi interpretada como a mais alta intensidade de exercicio na qual
0 aumento da lactacidemia foi igual ou inferior a 1mM, do 10° ao
25° minuto. Anova one-way identificou diferengas entre as con-
centragOes de lactato sanguineo nos diversos tempos de exerci-
cio e ergbmetros. A MFEL na natacdo ocorreu a 5,0% do peso
corporal (pc), em concentracdo de lactato de 5,20 + 0,22mM. Para
0 exercicio em esteira rolante, observou-se MFEL a 20m.min-,
em concentragdo 3,87 + 0,33mM. Dessa forma, é possivel con-
cluir que a MFEL também é ergdmetro-dependente em modelos
experimentais utilizando animais.

ABSTRACT

The maximal lactate steady state is ergometer-dependent in
experimental model using rats

The maximal lactate steady state (MLSS) is considered the gold
standard method for determination of aerobic/anaerobic metabo-
lic transition during continuous exercise, but the blood lactate re-
sponse at this intensity is ergometer-dependent in human beings.
An important tool for exercise physiology and correlated fields is
the use of animal models. However, investigation on evaluation
protocols in rats is scarce. The aim of the present study was to
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verify if the MLSS is ergometer-dependent for the evaluation of
the aerobic conditioning of rats. Therefore, 40 adult male Wistar
rats were evaluated in two different exercise types: swimming
and treadmill running. In both, the MLSS was obtained with 4 con-
tinuous 25 minutes tests, at different intensities, performed at 48
hours intervals. In all tests, blood samples were collected from a
cut at the tail tip every 5 minutes for blood lactate analysis. The
swimming tests occurred in a deep cylindrical tank, with water
temperature at 31 + 1°C. The loads used in the tests were 4.5;
5.0; 5.5 and 6.0% of the body weight tied to the animal’s back. For
MLSS determination in running exercise, there was selection of
running rats and velocities used in the tests were 15, 20, 25, 30
m.mint. The MLSS was interpreted as an increase not exceeding
1.0 mM of blood lactate, from the 10" to the 25" minute of exer-
cise. The MLSS in swimming exercise occurred at 5.0% of body
weight (bw), with blood lactate at 5.20 + 0.22 mM. The running
rats presented MLSS at the 20 m.min’ velocity, with blood lactate
of 3.87 + 0.33 mM. The results indicated that the MLSS is ergom-
eter-dependent in experimental models using animals, as it is in
human beings.

RESUMEN

Maxima fase de estabilidad de lactato es
ergometro-dependiente en modelo experimental
utilizando ratones

La méaxima fase de estabilidad de lactato (MFEL) es considera-
da oro padron para la determinacion de la intensidad de transicion
metabdlica aerobia-anaerobia en ejercicio continuo, sin embargo
la respuesta lactacidémica en esa intensidad es, en humanos, de-
pendiente del ergémetro utilizado en la evaluacion. Una herrami-
enta importante para estudios en fisiologia y areas correlaciona-
das es la aplicacion de modelos experimentales utilizando animales.
Entretanto, todavia son restrictas las investigaciones destinadas a
investigar protocolos de evaluacion en ratones. El objetivo del pre-
sente estudio ha sido el de verificar si MFEL es dependiente del
ergémetro utilizado para la evaluacion aerobia de ratones. Para
eso, 40 ratones Wistar adultos fueron evaluados en dos diferen-
tes ejercicios: natacion y carrera en faja ergo métrica. En ambos,
la MFEL fue verificada después de la aplicacion de 4 tests conti-
nuos, en diferentes intensidades, con duracion de 25 minutos,
separados por intervalos de 48 horas. En todos los tests hubo
colecta sanguinea de la cola de los animales a cada 5 minutos de
ejercicio para analizar el lactato sanguineo. Los tests de natacion
ocurrieron en un tanque cilindrico profundo, con el agua a tempe-
ratura de 31 + 1°C. Las cargas adoptadas para los tests fueron
4,5, 5,0; 5,5, 6,0% del peso corporal, atadas al dorso de los anima-
les. Para la determinacion de la MFEL en carreras, hubo una se-
leccion de los ratones corredores y las velocidades de los tests
fueron de 15, 20, 25, 30 m.min*. La MFEL fue interpretada como
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la mas alta intensidad de ejercicio en la que el aumento de lactaci-
demia fue igual o inferior a 1mM, del 10° al 25° minuto. Anova
one-way identifico diferencias entre las concentraciones de lacta-
to sanguineo en los diversos tiempos de ejercicio y ergometros.
La MFEL en la natacion ocurrié a 5,0% pc, en concentracion de
lactato de 5,20 + 0,22 mM. Para el ejercicio en faja ergo métrica,
se observé MFEL a 20 m.min?, en concentracion de 3,87 + 0,33
mM. De esa forma, es posible concluir que la MFEL también es
ergometro-dependiente en modelos experimentales utilizando
animales.

INTRODUCAO

A determinacdo da predominancia metabdlica para o forneci-
mento de energia durante um exercicio apresenta extrema impor-
téncia para a correta prescri¢do da atividade. Nesse sentido, mui-
tos sdo os protocolos de avaliagdo propostos para detectar a
intensidade de transicédo entre os metabolismos aerébio e anaero-
bio®6),

Ao longo dos anos, a fisiologia do exercicio e areas correlatas
vém desenvolvendo metodologias simples e complexas, buscan-
do a determinacéo da intensidade de esforco. Segundo Gaesser e
Poole®, as respostas fisiologicas frente ao exercicio sinalizam, de
forma fidedigna, a caracteristica do metabolismo predominante
do fornecimento de energia para dada atividade. Dentre essas res-
postas é possivel destacar a lactacidemia sanguinea.

A maxima fase estavel de lactato (MFEL), definida como a mais
alta intensidade na qual o metabolismo anaerébio ainda prepon-
dera sobre o anaerobio, é considerada, na atualidade, o método
padrdo-ouro para a determinacéo da intensidade de transigdo en-
tre esses metabolismos em exercicio continuo executado por
humanos®19. Segundo Beneke®), a resposta lactacidémica nessa
intensidade é dependente do ergdbmetro utilizado por esses indivi-
duos, o que implica cuidados na generalizacdo de informacdes
equivocadas a cargas de treinamento prescritas pela concentra-
¢do de lactato sanguineo.

A importancia em determinar com precisdo a intensidade de
exercicio ndo esta resumida apenas a trabalhos nos quais seres
humanos sé@o objetos de estudo. Uma ferramenta que se tem
mostrado interessante para a observagéo do organismo frente ao
esforco € a utilizagdo de modelos experimentais com animais, ela-
borados para simular situacdes, fisiopatolégicas ou relacionadas
ao treinamento, ocorridas com humanos, e solucionar os even-
tuais problemas decorrentes das alteracbes observadas®*13.

Com esse proposito, Gobatto et al.*4 avaliaram a MFEL em ra-
tos sedentarios adaptados ao meio liquido, submetidos ao exerci-
cio de natagdo, como proposto por Heck et al.\*9 para avaliagdo de
humanos. Para isso, os animais realizaram 20 minutos de esfor-
¢os continuos com cargas em intensidades correspondentes a 5,
6, 7, 8, 9 e 10% de seu peso corporal, atadas ao dorso, com cole-
tas sanguineas sendo realizadas a cada cinco minutos para poste-
rior determinac&o da lactacidemia. Os autores observaram MFEL
em intensidade correspondente a 6% do peso corporal, com a
concentracéo de estabilizagdo de 5,5mM. Esse valor é diferente e
superior ao reportado para humanos em distintos exercicios e para
ratos realizando esforgco em esteira rolante (aproximadamente
4mM). Em revisao recente sobre a maxima fase estavel de lacta-
to, Billat et al.*9 apontam como representativos para estudos com
animais os achados de Gobatto et al.*%.

Outros protocolos de avaliacéo de ratos vém sendo desenvolvi-
dos em natacéo, tais como a determinacgao da carga critica e capa-
cidade de trabalho anaer6bio®® e teste de lactato minimo®”. En-
tretanto, devido a grande importancia, todos utilizam a MFEL como
padrdo-ouro para a validagdo de seus procedimentos.

A esteira rolante € um outro ergdmetro bastante utilizado para
o treinamento de ratos e, sendo assim, também é de extrema
importancia a detecgéo da intensidade de esforgco em exercicio
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de corrida. Em 1993, Pillis et al.*® propuseram a aplicacéo de tes-
te incremental e observagéo da resposta lactacidémica para ava-
liacdo aerdbia de ratos corredores, baseando-se nos conceitos de
limiar anaerdbio (Lan) sugerido para humanos®. Desse modo, 0s
animais realizaram um teste caracterizado pelo aumento progres-
sivo da velocidade, com estagios de cinco minutos e coletas de
sangue ao final de cada carga, com posterior determinagao do
limiar anaerobio por andlise do comportamento exponencial da
curva lactacidémica. O limiar anaerobio dos ratos foi obtido a
25m.mint, em concentracdo de lactato de 4mM. Os resultados
desse estudo revelaram comportamento do lactato sanguineo si-
milar ao descrito para humanos, inclusive com igual concentracédo
associada ao Lan. Apesar disso, na natacdo de ratos, Gobatto et
al.*% nao encontraram esse classico comportamento exponencial
da curva de lactato sanguineo, o que sugere a necessidade de
maiores investigagdes acerca da cinética de lactato em animais
submetidos a exercicio fisico e a distingdo de respostas do lactato
em diferentes ergdbmetros.

Devido a importancia do método denominado méaxima fase es-
tavel de lactato e para prevencdo de equivocos na prescrigdo de
atividade para animais em diferentes tipos de exercicio, o objetivo
do presente estudo foi avaliar se a maxima fase estavel de lacta-
to, assim como em humanos, também é dependente do ergbme-
tro utilizado para a avaliacdo aerdbia de ratos.

METODOS

Animais

Todos os experimentos foram conduzidos de acordo com a politi-
ca do Colégio Americano de Medicina do Esporte e aprovados pelo
Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual Paulista — UNESP
Rio Claro. Quarenta ratos da linhagem Wistar, com 90 dias de idade,
pesando 443 + 33g, foram utilizados. Durante o periodo experimen-
tal, os animais foram mantidos em gaiolas coletivas (cinco ratos por
gaiola) em uma sala iluminada com ciclo claro-escuro de 12:00-12:00h
e temperatura de 25°C. Os ratos receberam racao comercial prépria
para roedores (Labina-Purina) e agua ad libitum.

Protocolo experimental
Adaptagdo ao meio liquido

Vinte animais foram submetidos a testes de maxima fase esta-
vel em exercicio de natagdo. Anteriormente a realiza¢éo dos tes-
tes, os ratos foram adaptados ao meio liquido de forma padroniza-
da. A adaptacgao ocorreu no periodo total de 15 dias ininterruptos,
em um tanque cilindrico com superficie lisa, medindo 60cm de
diametro por 120cm de profundidade®®, com a temperatura da
4dgua mantida a 31 + 1°C®9, O propdsito da adaptacéo foi reduzir o
estresse do animal sem, entretanto, promover adaptacdes fisiolo-
gicas decorrentes do treinamento fisico.

Inicialmente, os ratos foram inseridos em agua rasa por trés
dias durante 15 minutos. Posteriormente, o nivel da agua foi au-
mentado, bem como o tempo de duracédo do esforco e a carga a
ser sustentada pelo animal. Assim, no quarto dia, os ratos nada-
ram em agua profunda por dois minutos, com acréscimo de dois
minutos a cada dia até o décimo dia de adaptacdo. No 11¢ dia, os
animais foram submetidos ao exercicio de natagdo por cinco mi-
nutos suportando uma carga de 3% de seu peso corporal, com
acréscimos de cinco minutos a cada dia, quando, no 15° dia, en-
cerrou-se a adaptacéo.

Selecdo dos ratos corredores e adaptacdo a esteira rolante

Para a realizacdo dos testes em esteira houve a necessidade de
selegdo prévia dos animais corredores. A selecdo ocorreu em um
periodo de sete dias, nos quais foram escolhidos os 20 ratos que
apresentaram resposta positiva ao estimulo de corrida ao menos
cinco vezes. Apos a selecdo, os animais foram submetidos a uma
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adaptacdo ao exercicio em esteira rolante, com velocidades (5 a
20m.mint) e duracdes (5 a 15 min) progressivas. O objetivo da
adaptacédo também foi a redugdo dos niveis de estresse apresen-
tados pelo animal devido a tarefa ser conhecida sem promogao do
treinamento fisico.

Determinacdo da maxima fase estavel de lactato

Todo o protocolo experimental foi realizado em condigbes am-
bientais idénticas as ocorridas durante o periodo de adaptacéo,
tanto na natagdo quanto na esteira rolante.

Em ambos os exercicios, o protocolo para a determinacéo da
MFEL foi composto por cinco testes continuos com duragao de
25 minutos, em diferentes intensidades de esforco, distribuidas
aleatoriamente e separadas por um intervalo de 48 horas de des-
canso. Em todos os testes houve coleta de sangue da cauda dos
animais nos tempos repouso, 5, 10, 15, 20 e 25 minutos de exer-
cicio, para posterior andlise do lactato sanguineo e obtencéo das
curvas lactacidémicas em cada intensidade.

Testes na natacdo

Os ratos realizaram 25 minutos de esfor¢os continuos em car-
gas equivalentes a 4,5; 5,0; 5,5 e 6,0% do peso corporal, atadas
ao dorso. O ajuste das cargas ocorreu diariamente, com mensura-
¢ao da massa corporal dos animais. Para cada intensidade foram
efetuadas extragBes de sangue da cauda dos animais nos tempos
ja descritos e o tratamento da amostra sanguinea ocorreu confor-
me técnica posteriormente detalhada.

Testes de corrida em esteira rolante

Para a avaliagdo da MFEL em corrida, os animais selecionados
executaram os testes continuos nas velocidades de 15, 20, 25 e
30m.mint. A esteira rolante especifica para o treinamento de ra-
tos, composta por oito baias, foi mantida com o dispositivo de
choque elétrico desligado, reduzindo o efeito do estresse na reali-
zacdo do esforgo pelo animal. Do mesmo modo que na natagao,
amostras sanguineas foram retiradas da cauda dos ratos.

Amostras sanguineas e analise

Durante os testes continuos, amostras sanguineas (25pl) foram
extraidas da cauda do animal nos tempos ja descritos e deposita-
das em tubos Eppendorf (capacidade de 1,5ml), contendo 50ul de
fluoreto de sodio (1%). Para evitar a diluicdo do sangue na agua no
caso dos nadadores, os animais foram retirados do cilindro e se-
cos, retornando ao meio liquido imediatamente apos a coleta san-
guinea. As concentrag¢des de lactato sanguineo foram determina-
das em um analisador de lactato (modelo YS/ 1500 Sport, Yellow
Springs, OH, EUA).

Analise estatistica

Em ambos os ergbmetros, a MFEL foi interpretada como a mais
alta intensidade de exercicio na qual o0 aumento da lactacidemia
foi igual ou inferior a 1mM, do 10° ao 25° minuto. As concentra-
¢Oes médias de lactato sanguineo em cada intensidade para os
dois ergdbmetros foram obtidas através da média dos valores lac-
tacidémicos dos tempos 10, 15, 20 e 25 minutos de exercicio.
Uma Anova one-way foi utilizada para identificar as diferengas en-
tre as concentragfes de lactato sanguineo nas diversas duracdes
do exercicio continuo e entre ergdmetros distintos: natagcao e es-
teira rolante. Os resultados estdo expressos em média + erro pa-
drdo da média. Em todos os procedimentos estatisticos, o nivel
de significancia foi prefixado em P < 0,051,

RESULTADOS

Na figura 1 estdo expressas as curvas de lactato sanguineo dos
ratos submetidos ao exercicio de natagdo. A MFEL foi observada
na intensidade equivalente a 5% do peso corporal, em concentra-
¢ao média de lactato 5,20 + 0,22mM.
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Figura 1 - Maxima fase estavel de lactato sanguineo obtida em exercicio
de natacdo para ratos (a) (n = 20) e corrida em esteira rolante (n = 20) (b).
Os resultados estdo expressos em média + erro padrdo da média. A lac-
tacidemia durante o exercicio foi superior a inicial em todos os casos.
* diferenca significativa entre a lactacidemia aos cinco minutos e os de-
mais valores de lactato sanguineo em todas as intensidades de exercicio.
# diferenca significativa entre os valores de lactato sanguineo na intensi-
dade de 6% das demais intensidades, do 10° ao 25° minuto de exercicio.
§ diferenca significativa entre a lactacidemia do 15° ao 25° minuto e os
valores de lactato aos cinco minutos, nas velocidades equivalentes a 25 e
30m.min* x diferenca significativa entre as curvas lactacidémicas nas
velocidades de 25 e 30m.min' comparadas com as curvas de lactato ob-
tidas a 15 e 20m.min, do 15° ao 25° minuto de exercicio.

No exercicio de corrida, a velocidade correspondente a maxima
fase estavel de lactato foi de 20m.min, porém, em concentragao
de lactato de 3,87 + 0,33mM (figura 1). Na intensidade equivalen-
te a 30m.min, apenas 20% dos animais completaram o teste.

A Anova one-way identificou diferenca significativa entre a ma-
xima fase estavel de lactato obtida em exercicio natacéo e esteira
rolante.

DISCUSSAO

Apesar de a producdo de lactato ocorrer internamente no mus-
culo esquelético, as mensuragfes sanguineas desse metabdlito
durante o exercicio fornecem informagdes precisas acerca do for-
necimento energético para execugao do esforco, implicando a uti-
lizacdo desse parametro como uma ferramenta na prescrigdo® e
acompanhamento do treinamento esportivo?).

A maxima fase estavel de lactato esta relacionada ao equilibrio
bioquimico de aparecimento e remocao do lactato sanguineo® e
€ considerada a mais alta intensidade de exercicio na qual esse
estado estavel ainda ocorre, delimitando assim uma transicao de
predominancia metabolica aerébia-anaerébia®19. Dessa forma, é
considerado um método seguro para identificagdo da capacidade
aerdhia®), o que corrobora para que muitos estudos utilizem esse
procedimento na avaliagdo de individuos ativos e atletas de alto
rendimento(®:26.27),
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A importancia de nosso estudo encontra-se na aplicacédo desse
protocolo individual para avaliagdo de animais laboratoriais em dois
diferentes tipos de exercicio: natagdo e esteira rolante. Além dis-
so, ha grande significado cientifico obter informagGes acerca de
provaveis diferencas da resposta lactacidémica em dois ergbme-
tros muito utilizados para treinamento de ratos Wistar.

Em natacdo, nossos resultados de MFEL assemelham-se aos
apontados por Gobatto et al.*4 e Voltarelli et al.*"). A estabilizacdo
do lactato sanguineo para nossos ratos sedentarios foi obtida em
5% do peso corporal, assim como descrito por Voltarelli et al.®?.
Gobatto et al.® relataram carga de estabilizacdo igual a 6%pc.
Essa pequena distingdo na carga relativa a MFEL pode estar rela-
cionada com a especificidade da piscina utilizada. No presente tra-
balho, optamos por realizar o exercicio de natagdo em tanque pro-
fundo (60cm de didmetro por 120cm de profundidade) e com
superficie lisa, evitando assim que 0s animais se apoiassem nas
laterais da piscina durante a execuc¢do do teste ou atingissem o
fundo do tanque executando movimento de salto. No estudo de
Gobatto et al.*¥, as piscinas utilizadas nao eram profundas (100cm
de didmetro por 80cm de profundidade), o que possivelmente fa-
voreceu a atividade dos ratos.

A concentracéo de estabilizagdo do lactato na maxima intensida-
de aerébia em natagéo foi de 5,20 + 0,22mM, valor muito préximo
ao descrito por Gobatto et al.®¥ para ratos sedentarios (5,5mM), o
que sugere reprodutibilidade dessa concentracéo para a espécie de
animais avaliados. Mesmo apdés treinamento aerébio, Gobatto et
al.*¥ nao observaram alteragdo na concentracao de estabilizacdo de
lactato. Em seres humanos, a estabilizacdo do lactato em maxima
intensidade aerdbia encontra-se, em média, entre 3 e 7mM®@728);
porém, em exercicio de natagdo, esse valor parece estar proximo
do limite inferior da faixa descrita. Pereira et al.?® determinaram o
limiar anaerobio de atletas nadadores em teste progressivo e ob-
servaram inflexdo da curva lactacidémica em concentragcdo de
3,5mM. Dessa forma, parece que ratos Wistar apresentam valores
superiores de concentracdo de lactato na MFEL em exercicio de
natacdo, quando comparados com humanos.

Na corrida em esteira rolante obtivemos MFEL em intensidade
de 20m.mint, em concentracéo de 3,87 = 0,33mM. Pillis et al.t9 e
Langfort et al.®% sugerem a ocorréncia do limiar anaerébio em ra-
tos corredores na velocidade 25m.min, superior aos nossos acha-
dos. No presente estudo, os animais foram submetidos a 25 mi-
nutos de exercicio continuo nas velocidades 15, 20, 25 e 30m.min*,
permitindo um maior acompanhamento da cinética do lactato san-
guineo, ao passo que aqueles autores apenas observaram o com-
portamento do lactato frente a exercicio progressivo.

Quanto a concentracdo de lactato, o exercicio em esteira rolan-
te promoveu estabilizagdo em valor significativamente inferior ao
observado em natacgéo (figuras 1a e 1b). A concentragéo lactacidé-
mica verificada no presente estudo é semelhante ao ponto de in-
flexdo da curva de lactato descrito por Pillis et al.®® (4mM) e ao
valor obtido em estudo classico realizado com humanos nesse
tipo de exercicio®). Nao existem na literatura trabalhos que apre-
sentem resultados de treinamento aerébio de corrida em maxima
fase estavel de lactato com ratos Wistar, assim como o realizado
por Gobatto et al.*¥ em natacéo.

Nossos resultados demonstram claramente a ergdmetro-depen-
déncia do protocolo de maxima fase estavel de lactato em exerci-
cios para ratos Wistar, assim como o0 que ocorre com humanos.
Isso sugere a necessidade de cautela na avaliacéo e prescri¢cdo de
treinamento fisico para esses animais. Mais estudos devem ser
realizados com ratos em diferentes condic¢des fisiopatoldgicas e
de treinamento para identificacdo de possiveis alterag6es no para-
metro aerdbio avaliado.
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