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RESUMO GERAL

O (dlicerol tem sido utilizado como suplemento alitae para animais e
humanos. Além disso, a suplementacdo com essanalasg feita por atletas
devido as suas propriedades osmoéticas que promdween-hidratacdo. No
entanto pouco foi relatado quanto aos efeitos mMktals do consumo crénico
de glicerol concomitante ao treinamento fisico. éfopu-se, com o presente
estudo, verificar os efeitos de quatro semanasiplermsentacdo com glicerol na
dieta concomitante ao treinamento fisico em rat@sam utilizados 30 ratos
Wistar, adultos, que foram distribuidos em delineamentteiramente
casualizado em esquema fatorial 2x3 (com ou semtiei® e trés substratos —
glicose, glicerol e salina). Os animais foram sufisos a seis semanas de
treinamento aerobio em meio aquatico, com cargativel a 5 % do peso
corporal. Nas quatro Ultimas semanas de experimesgoanimais foram
suplementados com um dos substratos de acordo cgmpo, por via oral
(gavagem). Os dados foram submetidos a Analiseali&itia (ANOVA) e as
médias comparadas pelo teste SNK, a 5 %. O conslerglicerol provocou
diminuicdo na ingestdo alimentar, tanto nos anirtraigados, quanto nos nédo
treinados, ndo influenciando a variagdo do pespotal e consumo de agua. Os
animais nado treinados e suplementados com gliceppesentaram maior
porcentagem de proteinas na carcaga. O consunm@embaumentou os niveis
de colesterol total e triacilgliceréis (TAG), sendoservada diminuicdo nesses
pardmetros quando associada ao treinamento. Arseptacdo associada ao
treinamento provocou diminuicdo nos niveislae-density lipoproteint+ very-
low-density lipoproteinLDL+VLDL-C) dos animais. O consumo isolado de
glicerol aumentou a area e didmetro de adip6ciendo que, associado ao
treinamento, isso ndo foi observado. A suplementagé glicerol em ambos os
grupos aumentou o peso relativo de adrenal, n@oaatio esse parametro no
coracdo, rins, figado ou timo. N&o foram observadtesacdes histopatolégicas
hepaticas, renais ou pancreaticas. Os animais nsaptados com glicerol
tiveram menor variacéo nos niveis de lactato erepaaminotransferase (AST)
pés-exercicio. Conclui-se que, em ratos, a suple@agéa com glicerol ndo
promoveu efeitos deletérios quando concomitantedeanamento. Observou-se
melhora no perfil de lipoproteinas plasmaticas,pdeAmetros de degradacédo
tecidual (AST) e reducao dos niveis de lactataydeindo o tempo de fadiga. No
entanto, a suplementacdo com glicerol sem trein@ma&mmentou a area e o
didametro de adip6citos, bem como os niveis de TAGlesterol total.

Palavras-chave: Glicerina; Fendmenos Fisiolégicos da Nutricdo Arjma
atividade motora; Alimentos para Praticantes deviddide Fisica; hiper-
hidratacao.



GENERAL ABSTRACT

Glycerol has been used as a food supplement fomasi and humans.
Furthermore, supplementation with this substancmasle by athletes due to
their osmotic properties that promote hyperhydratiblowever only a few
studies have reported the effects of chronic copsiam of glycerol concomitant
to physical training. Thus, the aim of this studgsamo verify the metabolic
effects of four weeks of dietary supplementatiothvglycerol concomitant to
physical training in rats. Thirty male adult Wistats, which were distributed in
a completely randomized 2x3 factorial scheme (withwithout exercise and
three substrates - glucose, glycerol and salingk wsed. The animals were
subjected to six weeks of aerobic training in watéh load relative to 5 % of
body weight. In the last four weeks of the experitakperiod, the animals were
orally supplemented with one of the substratesggay Data were subjected to
analysis of variance (ANOVA) and means were congbdme SNK test at 5 %.
The consumption of glycerol caused a reductiormodfintake in both trained or
not groups, not influencing the variation in bodgight and water consumption.
The untrained animals supplemented with glycerol&d a higher percentage
of protein in the carcass. Alone, the consumptibglycerol increased levels of
total cholesterol and triacylglycerols (TAG), anddecrease was observed in
these parameters when associated with trainingaddition, concomitant
supplementation to training led to a decreasewidensity lipoprotein + very-
low-density lipoprotein (LDL + VLDL-C) levels. Theise of glycerol alone
increased the area and diameter of adipocytesywhed associated with training
that fact was not observed. Supplementation witlycegbl alone or
concomitantly with the training increased the iglatweight of adrenal, not
changing the heart, kidneys, liver and thymus nadatweight. Nor
histopathological changes in liver, kidney and paatic tissues were observed.
The animals supplemented with glycerol had lessatian in the levels of
lactate and aspartate aminotransferase (AST) efrcise. It was conclude that
in rats, supplementation with glycerol did not caukeleterious effects when
concurrent with training. Improvement was obserivethe plasma lipoproteins,
tissue degradation parameters (AST) and reducedetleds of lactate profile,
delaying fatigue time. However supplementation wiflgcerol in untrained
animals increased adipocytes diameter and areaghss the levels of TAG
and total cholesterol.

Keywords: Glycerin, Animal Nutritional Physiological Phenonze Motor
Activity, Foods for Persons Engaged in Physicaivitiés, hyperhydration.



LISTA DE FIGURAS
PRIMEIRA PARTE
Figura 1. Producéo de Biodiesel e glicerol/glicetmnuta........................ 12

SEGUNDA PARTE — ARTIGOS

ARTIGO 1
Figural. Etapas do eXperimento........cccccemeeerrerieeeeeeeeeeeeeerensiiniinnns 78
Figura 2. Parametros relativos a consumo alianes hidrico, excrecéo

urinaria, variacao do peso corporal e peso relalya@rgaos
de ratos submetidos ou ndo a treinamento fisicosale
semanas e suplementados com glicerol, glicose lmasaa
dieta, durante quatro semanas ..........ccccccceeeeeeeeeeeeeennn.. 79
Figura 3. Parémetros bioguimicos sanguineosats submetidos ou
ndo a treinamento fisico de seis semanas e supiatiosrcom
glicerol, glicose ou salina na dieta, durante quatr
SEIMANAS. ettt ettt e e e e e e s e memneeeer e et et e et eaeaeeaeeeeesaaanas 80
Figura 4. Medidas de adipdcitos e relacao \dde/cripta dos diferentes
segmentos do intestino delgado de ratos submetdlogio a
treinamento fisico de seis semanas e suplementegios
glicerol, glicose ou salina na dieta, durante quatr

(Y= 1= T 1= 81

ARTIGO 2

Figura 1. Etapas do eXperimento...........ccommmeerrrrrimmerieriieeeeeeeaeenennnns 120

Figura 2. Parametros de composi¢do quimica calrgerratos submetidos
ou ndo a treinamento fisico de seis semanas enseiplados
com glicerol, glicose ou salina na dieta, duranteatip

oY= 4121 = 1T 121



Figura 3. Peso relativo de 6rgdos e diametroildead do muasculo
gastrocnémio de ratos submetidos ou ndo a treirtanfisico
de seis semanas e suplementados com glicerol,sglion
salina na dieta, durante guatro
SEIMANAS. ...ttt ettt e e e e aesesemneeeeeeeeereereaeaeeaeaeaanaans 122

Figura 4. Niveis séricos de lactato e Aspartato nfatnansferase (AST)
antes e depois da Ultima sesséo de exercicio a;éaridelta:
Inicial-final) em ratos submetidos a seis semanas d
treinamento e suplementados com glicerol, glicasesalina
na dieta, durante quatro

(Y= 1T 1= 123



LISTA DE TABELAS

SEGUNDA PARTE — ARTIGOS

ARTIGO 1

Tabela 1. Distribuicdo dos grupos experimentaiS.u......cccveeeeeeeeeeeeeeeennnn. 77
ARTIGO 2

Tabela 1. Distribuicdo dos grupos experimentai$ @smais por grupo)...119



2.1
2.2
2.3
2.4
2.5
2.6
2.7

SUMARIO

PRIMEIRA PARTE

INTRODUGAO .......oooiieeeeeeeee et 10
REFERENCIAL TEORICO. ....coocviieeciecieceeeeeeeeee e 11
GlICEIOL ... 11
Funcdes terapéuticas do gliceral............coeovecivviiiiiiieiieieeeeeeen, 13
Toxicidade do Glicerol..........ccccoviiiiiiiiiiiiieeee e, 14
Metabolismo do GliCerol............eevieiiiiiiiiiiieiiiee e 16
Glicerol como suplemento alimentar..............ccccccvvvvveeeennnnn.. 18
EXErcicio FiSICQ......ccoiiiiiiiiii it 22
Exercicio Fisico € GIICerol...........cccovviiviiiiiiiiiie e, 23
CONSIDERACOES FINAIS.....cooueiveeeeeeeeeeeeeeeee e 25
REFERENCIAS. .....ciiiiiieieieie ettt ee e 27
SEGUNDA PARTE — ARTIGOS........co oot 40

ARTIGO 1 Efeitos metabdlicos da associacdo de glicd na
dieta e treinamento fisico aer6bio em ratos
(V7S] = | RS 40
ARTIGO 2 Adaptacéo ao treinamento fisico de ratosreinados
e suplementados com glicerol na dieta............ccccevveeeeeeeeeen.n. 82
CONCLUSOES GERAIS.......ocviiiece e, 124
ANEXOS. ... 125



10

PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

O glicerol (propano-1,2,3-triol) € um trialcool wndo de 6leos vegetais
ou animais, que apresenta alto valor energéti@@kcal de energia bruta por
kg de glicerol puro). Em raz&o de suas propriedadggionais, essa substancia
recebeu nos Estados Unidos o status GR2&hérally Recognized as Sgfelo
Food and Drug AdministratiofFDA), caracterizando-a como segura para o
consumo inclusive por seres humanos.

Estudos envolvendo o consumo de glicerol por asiradiumanos tém
demonstrado que essa substéncia pode promovelosefaitorexigénicos,
diminuindo o consumo alimentar e consequentementgawho de peso.
Adicionalmente, tém sido relatadas propriedadesrHifratantes promovidas
por seu efeito osmatico no organismo. Dessa fotaig,propriedades fizeram
com que essa substancia fosse utilizada como saptempara atletas (animais e
humanos), com intuito de regular os fluidos corigrdurante atividades de
longa duracdo e/ou em ambientes hostis (altas tatopas e baixa umidade).
Uma vez que o glicerol aumenta a retencdo de lbguidua utilizacdo foi
consideradalopingno ano de 2010 pel&/orld Anti-Doping Agency em razéo
desse efeito mascarar a deteccao de substancigg€ricps.

Adicionalmente, ainda existem controvérsias quaaims efeitos
ergogénicos e metabdlicos promovidos pelo consuengliderol por atletas e
praticantes de atividade fisica, uma vez que powéus os relatos sobre a
suplementacéo crénica em individuos submetidogiaatmento. Dessa forma,
objetivou-se, com o presente estudo, avaliar parémeelacionados a saude e
desempenho fisico de ratos suplementados comadjlicardieta e submetidos a

treinamento aerébio em intensidade moderada.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Glicerol

O aumento no consumo de combustiveis para motaasetou uma
maior necessidade de producdo de energia, de fgueaa utilizacdo de
combustiveis fésseis tornou-se ambientalmente eoeticamente dificultada
(SOUZA et al., 2010). Assim, tornou-se necessaudlizacdo de novas fontes
para producgdo de energia, o que impulsionou o deb@émento de pesquisas
para a producdo de biocombustiveis (CONSELHO EMBPHHAL
BRASILEIRO PARA O DESENVOLVIMENTO SUSTENTAVEL - CEBES,
2008). No Brasil, a energia dos biocombustiveisasgnta uma importante
contribuicdo as demandas no setor industrial, eesidl e de transporte
(GOLDEMBERG, 2000).

O biodiesel pode ser definido como um combustiiegdrraativo,
composto por éster monoalquil de acidos graxosadeia longa, derivados de
gordura animal ou 6leos vegetais. Em sua produgadilizada a técnica de
transesterificacdo de 6leos vegetais, em que skzadbs na reacdo, alcodis
(etanol ou metanol) e catalise basica (KOH ou NAQidyando trés moléculas
de ésteres metilicos e uma molécula de gliceringlicerol (GERPEN et al.,
2004).

O dlicerol oriundo da producédo do biodiesel é abtadravés de um
processo de transesterificacdo, que consiste paaeks 6leos vegetais e alcool
(etanol ou metanol), formando entdo um produto amtappor ésteres de cadeia
longa denominado biodiesel (DELATORRE et al., 201Mp inicio desse
processo, a matéria- prima é neutralizada com &olwgjcalina (geralmente

hidroxido de sodio), e secada para que posteridemeacorra a
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transesterificagdo. A separagdo do biodiesel dauraisesultante desse processo
(composto por restos de catalizadores, alcoolicgigtieos, monoglicerideos de
glicerol) é realizada pela separacdo das fasedpsgme a fase composta por
glicerol ou glicerina é destilada para remocdao merferentes e a fase que
contém o biodiesel é purificada por meio de cargatdo seguida de
desumidificacdo (CEBDES, 2008). O fluxograma daufig2 apresenta as
etapas do processo de extracdo do biodiesel, corpegoente formacgdo de

glicerina/glicerol.

Catalisador Alcool Oleo

Recuperagdodo | > Transesterificagdo

Alcool
| Remogao do Separagao
Alcool Biodiesel/Glicerina
Destilagao e /
Desidratacio do Purificagdo da Remogao do N Lavagem do
Alcool glicerina Alcool Biodiesel

l

Secagem do

Concentragao da

glicerina Biodiesel
! !
Glicerina Bruta Biodiesel

Figura 1 Producéo de Biodiesel e glicerol/glicerbrata. Fonte: Adaptado de Parente
(2003).

O glicerol (1,2,3-propanotriol) é um tridlcool pemite na composicéo de
Oleos de origem animal e vegetal (ARRUDA; RODRIGUEELIPE, 2007).
Sua extracdo é realizada através do processordestarificacdo desses 0leos,
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em que além do glicerol bruto, sdo gerados resideosatalisadores, sabéo,
alcoois (metanol ou etanol), monoacilglicerol, dgicerol, oligbmeros de
glicerol e agua (OOl et al., 2004). O glicerol brapresenta-se como um liquido
viscoso e pardo escuro, muitas vezes denominadecefigla’, ou “glicerina
bruta”, que é o nome utilizado para identificaroduto comercial obtido apos a
producao do biodiesel (MOTA; SILVA; GONCALVES, 2009

No entanto, existem diferentes classificacdes wisfinde acordo com o
grau de pureza dessa substéncia, sendo que, wochno cerca de 80 % de
pureza sdo denominados, como ja& mencionado, dli@eroglicerina bruta.
Quando a pureza do glicerol é superior a 90 %ndefe entdo eechnical
glycerol ja a forma ultrapura, com pureza superior a 98,Tecebe a definicdo
de pharmaceutical-grade glycerdVICENTE et al., 2010). Assim, substancias
com maior grau de pureza de glicerol, possuem r@steaisticas de um liquido
viscoso, incolor, inodoro e higroscépico, com satboce, solavel em agua e
alcool, insoluvel em éter e em cloroférmio (RIVALZ al., 2008). Ja os
produtos com menor grau de pureza, geralmente eajiegs contaminantes
(metanol, sais de catalise, dentre outros) oriunidoprocesso de extracdo, que
por sua vez conferem certa toxicidade quando coidesniDASARI, 2007).

2.2 Funcdes terapéuticas do glicerol

Devido as suas caracteristicas hiperosmoticadnante o glicerol tem
sido utilizado como ferramenta terapéutica na niedic humana
(AJDUKIEWICZ et al., 2011; SINGHI; JARVINEN; PELTQ4, 2008) e
veterinaria (WASSERMAN et al., 2013). Efeitos té¥aficos positivos como a
reducdo de sequelas neurol6gicas e do volume ide férebro-espinhal foram
observados em pacientes com meningite bacteriaeacgusumiram glicerol
(PELTOLA et al., 2007; SINGHI; JARVINEN; PELTOLA,0D8). Tais efeitos
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estdo relacionados a mudanca na osmolaridade sé@eesada pela
hiperosmolaridade do glicerol, que provoca a redwgedemas melhorando a
circulacédo cerebral (PELTOLA et al., 2007). Outetgiogia onde tratamento
com glicerol pode ser utilizado na atenuacdo dastosf é o glaucoma,
caracterizado pelo aumento da presséo intraocOBRL, 2002). Em cées, a
dose oral de glicerol na quantidade de 1,5 g/Kgmmal, diminuiu em 17 % a
presséo intraocular e aumentou a osmolaridadeaséricante o periodo de
guatro horas apés sua administracdo (WASSERMAN ket 2013).
Adicionalmente, mesmo provocando o aumento no welude liquido
extracelular, ndo foi observada elevacdo da presstarial em humanos
saudaveis que consumiram doses de glicerol de &fkgne 1710 mg/kg de
peso corporal. No entanto, quando essas mesmas fdoam administradas em
pacientes diabéticos houve uma tendéncia de auméem diferenca
significativa) da pressédo arterial frente ao cormsuda dose mais alta
(THORNIT et al., 2009).

2.3 Toxicidade do Glicerol

Existem poucos relatos sobre a hepatotoxicidadeliderol quando
ingerido. Adicionalmente, em ratos, nao foram olm#as alteracbes nas
concentracbes das enzimas indicadoras de lesédo tidagpaalanina
aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransfgpaSa), quando os animais
receberam solucdo de glicerol (50 % v/v, 10 mI/ddYWVANG et al., 2011).
Porém, foi observado também em ratos que tal subatguando administrada
via intramuscular provocou lesfes renais, sendipaitilizada em protocolos de
inducdo de injdria renal (HWANG; YUN, 2011; LOCHHBA KHARASCH,;
ZAGER, 1998; MARTIM et al., 2007; NATH et al., 200Qochhead, Kharasch

e Zager (1998) investigaram os efeitos do anestésidlurano sobre a fungéo
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renal de ratos Sprague Dawley com leséo renal agddaida por uma solugéo
de glicerol (50 % v/v, 9 ml/Kg, divididas em duassds iguais administradas em
um Unico dia). Tal concentracdo resultou em necnagscular na regido onde
foi injetada, carregamento da proteina heme intedydnemolise e leséo tubular
grave.

O comportamento da funcgdo renal de ratos submegidos periodo de
seis meses de inje¢cbes semanais de solucdo hipartdm glicerol (50 % vlv,
7,5 ml/Kg corporal) foi analisada em estudo desktido por Nath et al. (2000).
Esses autores observaram que, logo apés a primgggd@io, houve uma queda
na taxa de filtragcdo glomerular e que, apés assunsagens, houve resisténcia
na queda dessa funcdo até o final dos primeiras riréses, seguido de um
declinio progressivo até o final do sexto més.

Quando administrado via intraperitoneal, Rieger at (2008)
observaram que uma solugéo hipertbnica de glid&®|% v/v, 10,0 ml/Kg)
provocou aumento nos niveis de creatinina e ladegarogenase renal e sérica,
diminuicdo da atividade das enzimas creatina qaimapiruvato quinase nos
rins, aumento na formacéo de radicais livres reagitasmaticos, assim como
peroxidacdo de lipideos e carbonilacdo protéicgersndo assim, estresse
oxidativo.

Whitlock, Guerrant e Dutcher (1944) compararam fastas de trés
diferentes séries experimentais de dieta acresmda glicerol ou propileno
glicol em ratos. Foi observado que, quando incagomna dieta (substituindo os
carboidratos na racédo) durante 20 semanas, a d¢oag@Em de 30 % de glicerol
nao provocou alteracdes significativas sobre ocoresmto de ratos jovens,
quando comparados a dieta em que o propilenodticcorporado.

A administracdo de solucdo (20 ml/Kg de agua caluteh % de
glicerol) via intragastrica em ratos aumentou a@nefio de fluidos em 50 %,

atenuou a mic¢do por um periodo de trés horas epr@sentou efeitos téxicos,
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destacando entdo os efeitos hiper-hidratantesidergl (LIONS; RIEDESEL,
1993).

Mesmo apresentando baixa toxicidade quando consumwia oral,
alguns estudos relataram sintomas provenientesgiestio do glicerol em
humanos, como, por exemplo, sensacdo de estomagm GRARINO; KAY;
CANNON, 2003; NELSON; HARMON; ROBERGS, 2011), doms cabeca
(GLEESON; MAUGHAN; GREENHAFF, 1986; MARINO; KAY; CANON,
2003), nduseas (ROSENDAL et al., 2012), vémitoardia (MACLAREN et
al., 1975). Os sintomas mais graves relatados ftvermdlise e hemoglobinuria
em individuos que receberam a concentracdo deralide 1 g/kg de peso
corporal em solucéo salina a 20 % (HAGNEVIK et 2074). Efeitos similares
(hemodlise e hemoglobindria) foram observados enda@s que receberam

injecdo intramuscular de solugdo a 50 % de gliq@tAlYES et al., 1970).

2.4 Metabolismo do Glicerol

A disponibilidade do glicerol no organismo pode roeo a partir da
guebra de lipoproteinas, glicerolipideos e tridicdgois (TAG) provenientes da
lipdlise, ou a partir do consumo de alimentos goetenham essa substancia
(HAGOPIAN; RAMSEY; WEINDRUCH, 2008; LIN, 1977). A iflisdo
facilitada do glicerol através da membrana celdamediada por proteinas
carreadoras denominadas “aquaporinas” (AQP), qujasipais transportadoras
de glicerol (aquaglicerolporinas) sdo as AQP3 (esgs nha membrana
basolateral das células epiteliais do ducto coleomedula renal, no estbmago,
intestino, bexiga, epiderme, vias aéreas, erimécitdentre outros), AQP9
(expressas no baco, figado, cérebro, leucocitqudtdemo) e AQP7, que séo
expressas nos tubulos proximais renais, musculoetsteco e abundantemente
nos adipdcitos (HARA-CHIKUMA; VERKMAN, 2006).
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No tecido adiposo, a hidrélise dos TAG’s ocorreapatdo da lipase
horménio sensivel, havendo formacdo de &cidos graxglicerol, sendo este
dltimo um importante substrato para a gliconeogé&nbkepatica (HARA-
CHIKUMA; VERKMAN, 2006). A liberacdo do glicerol pes adipdcitos é
carreada pela AQP7, sendo que, ratos knock-outgsaaproteina apresentaram
aumento na gordura corporal e hipertrofia progwessie adipécitos. O
mecanismo que explica esses resultados estid rddcoa reducdo da
permeabilidade da membrana ao glicerol (devidosérazia de AQP7), que leva
ao aumento de glicerol-3-fosfato (G3P) e biossintesTAG's estimulados pela
glicerol-quinase (GK) (HARA-CHIKUMA et al., 2005A GK é uma enzima
encontrada abundantemente nos tecidos renal eidwe§atincipais locais de
metabolizacdo do glicerol) e em menor quantidade aglipécitos, musculo
esquelético e cardiaco. Essa enzima catalisa aaecfosforilagdo do glicerol
em G3P, que é um metabdlito de funcdo importantecaoreexdo entre o
metabolismo de carboidratos e lipideos (BRISSO&l.e2001; LIN, 1977).

Quando proveniente da dieta, o glicerol é absomatoregifes gastricas
e entéricas, sendo que, no intestino, essa abs@claior e mais rapida
(GOULET, 2009), envolvendo o transporte ativo seééwio mediado por
carreadores Na+-dependente (KATO et al., 2004).sAgissorvido, o glicerol é
transportado até o figado, onde a AQP9 é respong@wveseu influxo nos
hepatocitos (CARBREY et al., 2003). Sua fosforimb&patica ocorre devido a
acdo da GK, havendo entédo a formacao de G3P endasucorra essa reacao, o
glicerol é transportado para os rins (que, pornv&za Sao responsaveis por cerca
de 1/5 da capacidade de metabolizacédo) e, posteie, excretado na urina
(LIN, 1977). Nos rins, o glicerol é metabolizadanpipalmente nos tubulos
contorcidos proximais (local onde ha maior conagéto da enzima GK nesse

6rgdo), gerando glicose e lactato como produtostnardo assim a importancia
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desse 6rgdo na metabolizacdo do glicerol, em cdsoslano hepatico ou
intoxicagao (WIRTHENSOHN; VANDEWALLE; GUDER, 1981).

No tecido muscular e cardiaco, hd poucos indicegjue o glicerol
possa ser utilizado diretamente como substrato pa@ducdo de energia. No
entanto, a captacdo do glicerol é facilitada pe@@PA, que é encontrada em
pequenas quantidades no musculo esquelético, mdstrpue essa substancia é,
de alguma forma, utilizada nesse tecido. Em camgmbcom deficiéncia desta
proteina foi observada adaptacdo miocardiaca deddd, com alteragdo
deletéria da funcédo cardiaca (HIBUSE et al., 2088)entanto, como a GK ndo
é encontrada no tecido muscular, sugere-se que iaerajl possa ser
metabolizado pela acdo de uma enzima glicerol adegdase NADP-especifica
(TOEWS, 1966).

Assim, levando-se em consideracdo o tecido enwmiMi@ém como o
estado nutricional do individuo, o destino metaimlilo glicerol é direcionado
para o fornecimento de esqueletos de carbono pateaneogénese, para a
transferéncia ions hidrogénio, para a mitocondnavéndo formacdo de 22
ATP), ou como precursor da sintese de TAG provéesede acidos graxos
(MENTEN; MIYADA; BERENCHTEIN, 2011).

2.5 Glicerol como suplemento alimentar

Devido as alteracdes no preco do milho e ao excdssglicerol
proveniente da producdo do biodiesel, houve um agmeo interesse da
utilizacdo dessa substancia para a formulacdo déesa para animais.
Adicionalmente, o glicerol recebe siatus GRAS Generally Recognized as
Safg, que é, de acordo com a legislacdo norte-amexjcaclassificacdo dada a
produtos que sdo seguros para 0 consumo alimeéntfusive para humanos
(FOOD AND DRUG ADMINISTRATION- FDA, 2006).
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Com relacéo a utilizagdo de glicerol na formulagéaagées ou como
suplemento dietético, varios estudos tém investigedefeitos dessa substancia
em animais de producdo (BERENCHTEIN et al., 2018GE et al., 2010;
LAMMERS et al., 2008; LIMA et al., 2012; LOMANDER al., 2012). Assim,
Berenchtein et al. (2012) verificaram os efeitosdiderentes concentracfes de
glicerol na dieta, sobre a qualidade da carne,ndleseho e caracteristicas de
carcaca de suinos da linhag@oppigs Esses autores concluiram que, embora a
dieta com glicerol ndo tenha gerado alteracGes ifisigtivas sobre o
desempenho e a qualidade da carne, ndo houveseflfressivos sobre as
caracteristicas de carcaca, e que, sendo assiinembpode participar em até 9
% na dieta desses animais nas fases de cresciméatminacdo. Também em
suinos, Lammers et al. (2008), observaram que laséc de até 10 % de
glicerina bruta (com 84,51 % de glicerol) na diei@ promoveu alteracdes no
perfil de &cidos graxos bem como na frequéncisedéels em tecidos oculares,
renais e hepaticos, avaliadas por esses autoreglodev presenca de
contaminantes como o0 metanol na glicerina utilizaddicionalmente, a
utilizacdo de 10 % de glicerol puro na dieta denssii(DELLA CASA et al.,
2009) e frangos (CERRATE et al., 2006) em subséiuiao farelo de milho,
reduziu o crescimento e consumo alimentar dos amir# entanto, quando
essa substituicdo foi de 5 % ou menos, ndo foraserehdas alteracbes sobre
esses parametros (CERRATE et al., 2006; DELLA CASAI., 2009; TERRE
et al., 2011).

Em ovinos foi verificado que o ganho de peso egastéio alimentar
diminuiram a medida que a quantidade de glicenolséo de 3 %, 6 %, 9 % e
12 % de glicerina bruta, com 36,2 % de gliceroi)aiamentada na dieta (LAGE
et al.,, 2010). Por outro lado, Abdalla et al. (200®nsideram que produtos
provenientes dos residuos da producdo do biodieselp o glicerol, possuem

caracteristicas nutricionais adequadas para axsae;éio na dieta de ruminantes.
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Dessa forma, € necesséaria uma melhor compreens@&tadao entre a pureza e
guantidade do glicerol como fonte de energia, deadoa permitir a formulacéo
de dietas equilibradas, para que entdo ocorra mlhmeo desempenho de
animais de producéo (ALVARENGA et al., 2012).

Em roedores, foi observado que ratos que consumiegdo, onde
carboidratos foram substituidos por glicerol (3&,@e glicerol na composicdo),
apresentaram menor ingestao alimentar e taxa e tle crescimento. Além
disso, foi verificado aumento do peso relativo des re figado, devido as
adaptacBes metabdlicas, como aumento na gliconesgérepética e maior taxa
de producao urinaria (CRYER; BATLEY, 1973). Lin, iReos e Leveill1976)
observaram que uma dieta com glicerol, correspatwen 22 % do valor
energético, ndo alterou a taxa de crescimento,aougue, quando o valor
energético foi de 43 %, houve diminuigdo no consalimoentar assim como na
taxa de crescimento dos animais. Resultados sentethBoram encontrados em
ratos saudaveis que consumiram (por sete diasg Jgickrol por Kg de peso
corporal e para animais geneticamente obesos queumiram 1g e 2g de
glicerol por Kg de peso, durante respectivameniacoc e quatro dias
(GRINKER et al.,1980).

O consumo voluntario de solucédo 0,3 M de gliceoolniaior em ratos
com diabetes experimental induzida em comparacii@arionais ndo diabéticos,
sendo que, nos diabéticos houve diminuicdo no coosalimentar, havendo
menor ganho de peso em comparacdo ao grupo cofBBIEF; DAVIS,
1982b). Animais diabéticos tém sua palatabiliddtbgadla, demonstrando maior
preferéncia por substancias adocicadas, dentreoaiiserol (BRIEF; DAVIS,
1982a). Dessa forma, a diminuicdo na ingesta ateandai relacionada a maior
palatabilidade ao glicerol, que forneceu mais eaegps animais (BRIEF;
DAVIS, 1982b). Ademais, em varios estudos verifiwarse efeitos inibitdrios

da fome, com consequente diminuicdo do ganho de pes roedores que
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tiveram glicerol administrado, via subcutidnea (GRER et al.,, 1980;
LANGHANS,; DAMASKE; SCHARRER, 1984; LANGHANS;
WIESENREITER; SCHARRER, 1983; WIRTSHAFTER; DAVIS,977),
intragastrica (GLICK, 1980) e intracerebroventra@mulDAVIS et al., 1981). No
entanto, existem resultados controversos (RAMIRERIEDMAN, 1982),
indicando que o efeito anorexigénico do glicerdbée dependente.

Hartmann et al. (2010) investigaram o comportamel@aecuperacao
glicémica pés-injecao de insulina em ratos quelb@ean 100 mg/kg de glicerol.
Esses autores verificaram um aumento na dispatabid de substratos
gliconeogénicos (glicose) no sangue coletado ra peita, indicando que essa
substéancia é eficiente para manutencao da glicapdia injecao de insulina.

Em humanos, a ingestdo de 7,5 gramas de gliceroligdtos antes de
uma refeicdo reduziu em 10 % o consumo de eneggiando comparado a
ingestdo de uma solucéo isocaldrica de glicose RBRELL; ROSSNER, 1982).
Além disso, foi verificado por Zanoboni, Schwarz Zanoboni-Muciaccia
(1976), que o comportamento da curva glicémica difaiu entre individuos
que consumiram solu¢des de glicose ou glicerol /g gorporal), sendo
observado que, o0s picos de insulina alcancarameslb0 % maiores quando
houve consumo do glicerol.

Devido aos resultados contraditérios observaddgearatura acerca dos
efeitos do glicerol sobre alteracbes no peso e uronosalimentar, maiores
investigacdes sdo necessdrias para elucidar &tssfAdicionalmente, alguns
aspectos como, pureza, dose e tempo de consumm deveconsiderados antes
de se utilizar o glicerol como suplemento, devidpadssibilidade de haver

efeitos colaterais do uso indiscriminado dessatédobs (HSE, 1997).



22

2.6 Exercicio Fisico

A atividade fisica é caracterizada como qualquevimento corporal,
mediado por musculos esqueléticos, que culmina astogenergético. Nesse
sentido, o exercicio fisico é definido como umaidéide fisica estruturada,
planejada e repetitiva cujo proposito € a manutengd melhoria das
capacidades fisicas (CASPERSEN; POWEL; CHRISTENSI9R5).

A classificagdo quanto ao tipo de exercicio figsta relacionada com a
via bioenergética utilizada para producéo de eagpgidendo haver predominio
do metabolismo oxidativo, caracterizando assinpo tie exercicio aerébio, ou
pode ocorrer predominancia do metabolismo gliodlifiatico ou alatico, que
caracteriza o exercicio como anaerébio (DOMICIANGak, 2010). O fator
determinante para a via energética a ser utilidadante o exercicio € o tempo e
a intensidade, sendo que exercicios de curta duragha intensidade culminam
em vias metabdlicas glicoliticas laticas, e exérsicle longa duracédo e baixa
intensidade utilizam em maior parte, a energia €oida pelo metabolismo
oxidativo (MCARDLE; KATCH; KATCH, 2003). Ademais, existem
classificacdes de intensidades de exercicio quamade acordo com o gasto
caldrico total, tais como: intensidade leve, modara intensa (CASPERSEN;
POWEL; CHRISTENSON, 1985). Com relacdo a mobilizac® substratos
energéticos em exercicios na intensidade modecanfesidera-se que 0 gasto
energético é proveniente principalmente do metsivali de lipideos, seguido
por mobilizacédo de carboidratos e proteinas (BOTHZE! al., 2011).

Durante o exercicio fisico, 0 organismo é retirddsua homeostase, ja
que ocorre um aumento imediato na demanda enexgétien finalidade de
suprir as necessidades metabdlicas da musculatigaegta sendo ativada,
tornando necessérias diversas adaptacdes fisialgi(cardiovasculares,

hormonais e metabdlicas) para suprir essa dem&@RrIdN] et al.,2004). Tais
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adaptacBes tém sido estudadas em diferentes esplecianimais, como cées
(BAUER et al., 2005), equinos (GOMIDE et al., 20@6joedores (LEMOS et
al., 2011).

Para roedores, diversos sao os protocolos de exeftdico utilizados,
variando desde corrida forcada em esteira (RODRISUE al.,, 2007),
exercicios resistidos em meio aquético (BOTEZELLERE, 2011), e natacéo
(NARATTAPHOL et al.,, 2011). Assim, protocolos detagio em modelo
animal sdo amplamente utilizados devido ao fateska ser uma habilidade
inata em ratos, além do fato de que a adaptac@esiasimais ao treinamento &
semelhante ao que ocorre com seres humanos (LIMA, &009). Dessa forma,
0 emprego de treinamento em modelo animal constina ferramenta util na
investigacdo de aspectos fisiol6gicos, metabdledsiunolégicos que podem
ser extrapolados para humanos (WANG; WISLOFF; KEMIL0).

2.7 Exercicio Fisico e Glicerol

O interesse na utilizacdo do glicerol como comptmeda dieta,
principalmente de animais de producao, é devidiatmode esse ser um produto
rico em energia (aproximadamente 4.320 kcal degenbruta por kg de glicerol
puro) e com alta eficiéncia de utilizacdo (BERENGEHN et al., 2010).
Adicionalmente, estudos tém investigado sua furogioo regulador de fluidos
corporais durante jejum hidrico (MAUGHAN; SHIRREFR®12) ou exercicio
fisico (KAVOURAS et al., 2006; KOEHLER et al., 201BATLAR; YALCIN;
BOYALI, 2012; SCHOTT; PATTERSON; EBERHART, 2001).

Assim, quando relacionado ao exercicio fisico, imegbl tem sido
utilizado como hiper-hidratante para animais atlet®@mo € o caso de cavalos
(DUSTERDIECK et al., 1999; SCHOTT; PATTERSON; EBERRIT, 2001) e
caes (REYNOLDS; SNEDDON; REINHAN, 2012), assim copasa humanos



24

praticantes de exercicios fisicos (DINI et al., ZOBROEHLER et al., 2013;
MAGAL et al., 2003). Diversos estudos vém investidm os efeitos do glicerol
sobre individuos praticantes de exercicios fis{@letas humanos e animais)
(DINI et al., 2007; MILLER et al., 1983; REYNOLDSSNEDDON;
REINHAN, 2012; ROSENDAL et al., 2012; SCHOTT et, d999; SCHOTT,;
PATTERSON; EBERHART, 2001; TERBLANCHE et al., 1981)

A ingestdo de glicerol pode induzir hiper-hidraa¢® que, em
ambientes com altas temperaturas, resulta em un@ nedencdo de fluidos,
quando comparado com a ingestdo apenas de aguatd él relacionado a sua
rapida absorcao e atividade osmotica que, no teatal promove reabsor¢do de
glicerol e agua (O'BRIEN et al., 2005).

Em estudo realizado com triatletas que consumirahidas contendo
1,2 g de glicerol por kg de peso corporal, Couttsaale (2002) observaram
melhora na performance em provas realizadas eoueéiate, redugéo na diurese
e aumento na retencdo de liquidos corporais em a@pgo aos individuos do
grupo placebo. Tais resultados levaram os autoresneluirem que solugfes
contendo glicerol causam beneficios ergogénicosxarcicios de prolongados,
de alta intensidade e em altas temperaturas.

O consumo de bebidas contendo 1,2 gramas de ¢ljparég de massa
corp6rea melhorou performancede atletas de futebol submetidos a testes de
poténcia anaerdbia e aerdbia (PATLAR; YALCIN; BOYIAL2012). Assim,
segundo esses autores, o efeito ergogénico dodjlem atividades anaerdbias
deve-se a sua ac¢édo gliconeogénica que,devido aendéoma disponibilidade de
substratos energéticos, fornece energia suficdinante atividades intensas.

Em cavalos atletas submetidos a 60 Km de corridaestaira, a
administracdo de bebidas contendo glicerol ndo quamv melhoras
significativas quanto performancsdisica, quando comparados aos resultados da

ingestdo de bebidas ricas em eletrélitos. No emtarh ambos os tratamentos
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houve aumento de volume plasmético nas fases fmrsterao exercicio
(DUSTERDIECK et al., 1999).

Schott et al. (1999) observaram que cavalos supitardes com bebidas
a base de glicerol, quando submetidos a corridg0dam, apresentaram valores
mais elevados na pressdo osmética e maior concéatmasmatica de cloreto
de potassio apds sessenta minutos de término daidre Tal fato foi
relacionado a menor ingestéo de 4gua, devido aertoma reabsor¢éo renal de
agua e consequente efeito hiper-hidratante.

Reynolds, Sneddon e Reinhan (2012) afirmaram quegestdo de
solucBes contendo glicerol pode ser consideradamareeira segura e efetiva
de induzir um estado de hiper-hidratacdo em céaée, causando efeitos
deletérios no trato gastrointestinal, renal ou isnguscular. Dessa maneira,
segundo esses autores, o glicerol ajuda a marhieiratacdo quando se realiza
exercicios fisicos em condicdes ambientais extren@smo em altas
temperaturas e baixa umidade.

Assim, de acordo com o0s estudos supracitados, aergli provoca
melhoria ngperformancefisica de atletas e praticantes de exerciciosofisiNo
entanto, alguns estudos contradizem esses efaitostrando ndo haver
diferenca no desempenho fisico em individuos quesumoiram glicerol
(PENSE; TURNAGOL, 2011; ROSS et al., 2012). Dessané, mais estudos
sdo necessarios para elucidar o comportamento denpiios metabdlicos e
fisiolégicos em individuos submetidos a treinamefisico e suplementados
cronicamente com glicerol.

3 CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com 0 exposto, observa-se que, grantke ¢@s estudos que

investigam a suplementacéo com glicerol durantesioamento fisico avaliam
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os efeitos dessa substancia principalmente emesesgfidas de exercicio, em
gue sdo analisados apenas os efeitos sobre aalg#ivados individuos. Assim,

visto que se trata de uma substancia que podeirdiar o consumo alimentar e
ganho de peso corporal, torna-se necessario igaessis consequéncias do
consumo de glicerol concomitante ao treinamentodfisobre esses parametros,
bem como de pardmetros metabdlicos. Além dissdjcergl pode promover

melhorias no desempenho fisico que estdo alémudes$eitos osmoticos, ja que

essa substancia possui propriedades energétitiasreeggénicas.
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RESUMO

OBJETIVO: Avaliar os efeitos da suplementacéo céicerpl na dieta de ratos
submetidos a treinamento.

METODOS: Foram utilizados 30 ratos machos adultosirhagemWistar, que
foram distribuidos em delineamento inteiramenteualiado em esquema
fatorial 2x3 (com ou sem exercicio e trés subsiratglicose, glicerol e salina).
Os animais foram submetidos a seis semanas dartreirto fisico aerébio em
meio aquatico com carga relativa a 5 % do pesoocakpNas quatro Ultimas
semanas de experimento, os animais foram supledentaom um dos
substratos de acordo com o grupo por via oral érale gavagem. Foram
avaliados os parametros de consumo, excrecdo ac&arde peso, bem como
analises bioquimicas sanguineas e histolégicas igkdd, rim, estémago,
intestino delgado e tecido adiposo epididimario.dados foram submetidos a
Analise de Variancia (ANAVA) e as médias comparauizle teste SNK a 5 %.
RESULTADOS: A variacdo do peso corporal foi menos grupos treinados.
Por outro lado, o consumo alimentar e hidrico forsuperiores nos grupos
submetidos a treinamento em relacdo aos gruposr@idados. Quando isolada,
a suplementacao com glicerol provocou aumento massnde triacilgliceréis
(TAG), colesterol total, bem como na area e didamede adipécitos. Porém,
quando associada ao treinamento estes parameteos femelhantes aos dos

demais grupos treinados. Os niveis de LDL + VLD@i@inuiram nos animais
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treinados que receberam glicerol em relacdo aodref@mdos assim como em
relacdo aos treinados que receberam glicose. fermgpitacdo com glicerol
tanto isolada como associada ao treinamento provdirninuicdo no consumo
alimentar e aumentou a relacdo vilosidade/criptestmais. Nao foram
observadas alteracdes histopatol6gicas renais pétibes nem alteracdes no
peso relativo destes 6rgdos independente do treimamou da dieta.
Adicionalmente, ndo foram observadas alteracdeagioamia, HDL-C, volume
urinario e densidade de adipécitos.

CONCLUSAO: A suplementacdo com glicerol associadatisidade fisica
aerdobia moderada promoveu efeitos metabdlicos eséfNo entanto, o
consumo isolado com glicerol isoladamente aumeat@uwea e o didmetro de
adipécitos, bem como os niveis de TAG e colestetal.

Palavras-chave: Glicerina; nutricdo; atividade fisica; suplementacad

metabolismo; modelo animal.
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ABSTRACT

AIM: To evaluate the effects of supplementationhwgtycerol in the diet of rats
submitted to training.

METHODS: Thirty adult male rats of Wistar strain ne&edistributed into four
groups in a completely randomized 2x3 factorial igles(with or without
exercise; and three substrates: glycerol, glucasesaline). The animals were
subjected to six weeks of aerobic training in watéth 5 % of body weight
load. In the last four weeks of the experiment, dhamals were supplemented
with one of the substrates according to the groig gavage. Data were
subjected to analysis of variance (ANOVA) and meaase compared by SNK
test at 5 %.

RESULTS: The change in body weight was lower intth@ed groups. On the
other hand, food and water consumption were highéne groups undergoing
training in relation to non-trained groups. Whenolased, glycerol
supplementation resulted in an increase in theldesktriacylglycerol (TAG),
total cholesterol, as well as in the area and diamaf adipocytes. However,
when associated with training, these parameters wienilar to those of other
trained groups. LDL + VLDL-C levels decreased i tlnained animals that
received glycerol compared to untrained ones, dkasecompared to trained
ones receiving glucose. Supplementation with glyiceolated or associated to

training caused a reduction in food intake anddased villous/crypt ratio. No
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renal/hepatic pathological changes were observhd. seme happened for the
relative weight of these organs regardless of itngiror diet. Additionally, no
changes in blood glucose, high density lipoprotaimmary volume and density
of adipocytes were observed.

CONCLUSION: It was concluded that supplementatidth \glycerol associated
with moderate aerobic physical training promoteddfieial metabolic effects.
However, supplementation with glycerol alone insezhdiameter and area of
adipocytes, as well as the levels of TAG and tctalesterol.

Key-words: Glycerin; nutrition; physical activity; supplemetiten;

metabolism; animal model.
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1. INTRODUCAO

A pratica de atividade fisica tem sido considerane das estratégias
mais eficientes para controle e diminuicdo da massporal, principalmente
quando associada a dietas ou suplementos paraqemsso (Fielét al. 2010).
Diversas substancias e produtos sdo descritos @ficientes para auxiliar a
diminuicdo dos estoques de gordura corporal, taisoca carnitina, a cafeina, o
acido linoleico conjugado, as fibras sollUveis eh& werde (Jeukendrup &
Randell 2011). Adicionalmente, alguns agentes ciatrais, como o glicerol,
parecem promover supressdo do apetite, 0 que @rdars estratégia eficaz
para controle da massa corporal, principalmentendmacombinado com
atividade fisica (Brief & Davis 1982; Bjorvell & Réner 1982; Donkiet al.
20009).

O glicerol ou glicerina (propano-1,2,3-triol) é urélcool presente na
composi¢do de 6leos vegetais e gordura animal, tgpme sido utilizado na
formulacé@o de dietagrincipalmente na produgdo animal, por se trataurde
produto rico em energia, contendo aproximadameB®@04cal de energia bruta
por kg de glicerol puro (Doziest al. 2007; Lammer®t al. 2008; Alvarengaet
al. 2012). Adicionalmente, este composto recebestatus GRAS (Generally
Recognized as Safe), sendo permitido inclusive mareonsumo por seres

humanos (FDA 2006).
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Estudos envolvendo o consumo de glicerol por amingaihumanos
demonstraram que esta substancia pode influenci@nsacdo de saciedade e
consequentemente a ingestdo alimentar (Grieiteal. 1980; Brief & Davis
1982; Bjorvell & Réssner 1982, Donkat al. 2009). Tais efeitos fizeram com
gue esta substéncia fosse amplamente investigata wm agente auxiliar para
perda de peso (Wirtshafter & Davis 1977; Leibelal. 1980; Grinkeret al.
1980; Brief & Davis 1982; Bjorvell & Rossner 1982arpenter & Grossman
1983; Donkinet al. 2009). No entanto, os resultados descritos natitea sdo
contraditérios, sendo que em alguns estudos fdficado que o consumo de
glicerol provocou hipofagia (Wirtshafter & Davis 7B Grinkeret al. 1980),
enquanto outros relataram que nao houve alteragjgefficativas no consumo
alimentar assim como alteracdes no peso (Ledbedl. 1980; Carpenter &
Grossman 1983).

Além disso, a suplementacdo com glicerol assocadtvidade fisica
tem sido investigada devido aos seus efeitos Hijgeatantes (Schotét al.
2001; Kavouraset al. 2006; Patlaret al. 2012; Maughan & Shirreffs 2012;
Koehleret al. 2013). Sugere-se que a fun¢do do glicerol comaladgr dos
fluidos corporais se deve as suas propriedadestmsimoProvavelmente esta
substéncia estimula o aumento da expresséo ddrasteibulares denominadas
aquaglicerolporinas (AQP), principalmente a AQPazehdo com que haja

maior reabsorcdo de agua e glicerol nos tlbuloaigefSoharaet al. 2005;
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Hibuse et al. 2006). Desta forma, a suplementacdo com glicezol sido
investigada como adjuvante a reposicdo e manutehidiica de atletas e
praticantes de atividade fisica (Magdlal. 2003; Patlaet al. 2012; Koehlelet
al. 2013).

Entretanto, apesar da significativa expanséo dhsl@s avaliando os
efeitos hiper-hidratantes do consumo de glicemlissefeitos metabdlicos em
praticantes de atividade fisica ainda s&o pouassiigados. Por se tratar de uma
substancia energética, seus efeitos podem esiaramhdos ndo somente as suas
funcbes osmoéticas. O aumento nos niveis circuladéeglicerol estimula a
gliconeogénese hepética aumentando a quantidadesubstratos para o
fornecimento de energia, principalmente em situagiele ha a necessidade de
maior aporte energético, como é o caso do exeréigico (Kavouraset al.
2006).

Ademais, estudos utilizando glicerol concomitantgigidade fisica séo
geralmente realizados em sessdes agudas, prineip@mnem ambientes hostis
com alta temperatura e baixa umidade (Maehal. 2003; Diniet al. 2007;
Pense & Turnagdl 2011). Desta forma, justifica-sealizacdo de estudos em
modelos de suplementacgdo continua, visando awaiss efeitos metabdlicos a
longo prazo. Assim, objetivou-se com o presenteidestavaliar os efeitos

metabodlicos da suplementagdo com glicerol na dietaratos submetidos a

treinamento fisico aerébio moderado em meio acuatic
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MATERIAIS E METODOS

Animais

O presente estudo foi aprovado pela CEUA (Comigigética no Uso
de Animais da Universidade Federal de Lavras)osptotocolo 22/2012. Todos
os procedimentos foram conduzidos de acordo coresaductes do Conselho
Nacional de Controle em Experimentacdo Animal (C&NG SBCAL). Foram
utilizados 30 ratos machos adultd®aftus norvegicus albinugda linhagem
Wistar, provenientes do Biotério Central da Uniidade Federal de Lavras
(UFLA). Foram selecionados animais em estado hjgidon peso inicial de
aproximadamente 272,5 + 22,3g. Em um primeiro mamers animais foram
submetidos a um periodo de setes dias de aclinmate;gaiolas metabdlicas.
Durante todo o periodo experimental os roedoremgeeceram em condi¢cdes
ideais de temperatura (22+2°C), umidade (45 * 15e%)minosidade (ciclos
claro/escuro de 12/12 horas). Foram fornecidasoraginercial e aguad
libitum durante todo o experimento.

Ao final do periodo de ambientacdo os animais fodistribuidos
aleatoriamente em seis grupos contendo cinco asicagdia (Tabela 1) de acordo

com a dieta e treinamento fisico. Foi utilizado delineamento experimental
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inteiramente casualizado em esquema fatorial 20 (@@u sem exercicio e trés
substratos — glicerol, glicose e salina).

Treinamento fisico

Apés o periodo de adaptacdo mencionado anterioenéitrealizada
uma aclimatacdo ao meio aquatico. Nesta etapa, nova@ dos grupos
submetidos ao treinamento fisico (G4, G5 e G6) paaueram por duas horas
diarias, durante sete dias, em um tanque de petietcom capacidade total de
300 litros, contendo agua na profundidade de cineatimetros, a uma
temperatura de aproximadamente 32+2 °C. O objatasta ambientagdo foi
reduzir o estresse dos animais ao ambiente agqu&goo causar adaptacao ao
treinamento fisico (Ramkhet al. 2009).

Na semana seguinte, os animais foram submetidosessdes
progressivas de natacdo com incremento de tempa. éigpa consistiu em
natacdo sem carga em profundidade de 50 cm (deafarmvitar contato da
cauda do animal com o fundo do tanque), onde @saasinadavam 10 minutos
no primeiro dia, sendo acrescidos mais 10 minui@sod, até que, ao final de
seis dias, cada animal estivesse nadando durant@né@os ininterruptos sem
carga (Gobattet al. 2001; Limaet al. 2009).

Durante as seis semanas subsequentes os animasmagor 60

minutos diarios, na frequéncia de cinco vezes poraga, com uma sobrecarga
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relativa a 5 % de seu peso corporal. Esta cargaitfiimada com intuito de
provocar aumento na capacida€iedurancedos animais caracterizando um
exercicio aerébio de intensidade moderada (Gokatib2001).

Concomitantemente com o treinamento, durante agroquatimas
semanas do experimento, 0s animais dos grupos G4e G6 receberam,
respectivamente, solucdo salina, solucdo de glioassolucdo de glicerol por
gavagem (agulha endoscopica acoplada em seringjarde Da mesma forma,
0s animais dos grupos nao treinados receberameesrespectivos grupos, as
mesmas solugdes administradas aos animais trein@aalsém nas quatro
Ultimas semanas de experimento.

As solugbes de glicose e glicerph@rmaceutical grade glycenoloram
fornecidas, respectivamente, nas doses de 864 md Kg 800 mg Kg- 1 de
peso vivo/animal. Tais doses eram isocal6ricasoded a evitar que quaisquer
alteracdes sobre os parametros de consumo e ganpesd fossem decorrentes
de diferencas no fornecimento de energia oriundeugdementacdo. As doses
fornecidas aos animais em cada administracdo fa@ministradas no volume
de 0,3 ml/animal/dia, de forma a nado proporcionar estresse exacerbado
gerado por dilatacdo estomacal.

Nos animais em treinamento fisico a gavagem foipsemealizada com
um intervalo minimo de 45 minutos antes da sessdexércicio, conforme

descrito por Rambet al. (2009). Ademais, todas as sessfes de exercicio era
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realizadas no mesmo horario, durante o ciclo clArdigura 1 apresenta as
etapas desenvolvidas no decorrer do periodo expetain

Apés cada sessao de treinamento, 0os animais ei@a sem toalhas
absorventes e, apds estarem completamente seems, celocados em suas
respectivas gaiolas, conforme proposto p&faerican Physiological Society
(APS 2006).

Ao longo de todo periodo experimental foram merdasaliariamente o
consumo de racdo, agua e excrecao urinaria. A pesaps animais foi
realizada a cada sete dias. Ao final do period@rxgntal os animais foram
induzidos a jejum de oito horas e eutanasiadopynagdo cardiaca sob anestesia
(Tiopental sddico 50 mg kg- 1 i.p.). Amostras degsee foram coletadas com
em seringa contendo anticoagulante EDTA, e o pldemailizado para andlise
de parametros bioquimicos (glicose, colesteroll,tét®L-C e triacilglicerois)
por meio de kits especificos colorimétricos (Goldasa DiagndsticSs Belo
Horizonte, Brasil) conforme realizado por Amr & Adrg(2011). Os niveis de
LDL + VLDL-C de cada animal foram obtidos através skguinte equacao:
colesterol total -HDL-C = LDL + VLDL-C (Martinez-Btes ¢ al. 2004).

Apbs puncéo cardiaca, os animais foram submetidbe@dura ampla da
cavidade abdominal até a exposicéo dos érgaondseForam entdo coletados
e pesados o figado e rim direito. Os valores de pestes 6rgdos e carcaca

foram obtidos individualmente (PAGEt al. 2004), e foi calculada entdo a
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massa relativa de cada érgéo, em relacdo ao pesardaca limpa (peso do
orgdo/peso da carcaca limpa).

Para as andlises histolégicas foram coletados &agm de cada
segmento do intestino delgado (duodeno, jejune®,ikstémago, figado, rim,
pancreas e tecido adiposo epididimario. Estes érgdoam fixados em
formaldeido 10 % tamponado e processados rotineierpara confeccdo de
laminas histolégicas que foram coradas com heniataséosina (Messoret al.
2013). A analise das laminas foi realizada atraleésicroscopia Optica.

Na avaliacdo histopatolégica do pancreas foramreddes os aspectos
de integridade das ilhotas de Langerhans, e deirma®melhante, a analise do
estbmago, figado e rins foi realizada com intuioidkntificar possiveis lesées
microscopicas ou altera¢g8es morfolégicas.

Todas as andlises histomorfométricas foram obtiddizando-se um
sistema de captura e andlise de imagens, constipaidmicroscépio binocular
Olympus CX31 (Olympus Optical do Brasil Ltda, S&u®, SP) com camera
acoplada (SC30 CMOS Color Camera for Light MicrggcdOlympus Optical
do Brasil Ltda, Sdo Paulo, SP). As mensura¢besnfdetas utilizando-se o
software Image-PfoExpress versdo 6.0 (Media Cybernetics, Rockvi®,
USA).

Assim, nos cortes do intestino delgado foi avaliadeelacdo entre a

profundidade de criptas/altura de vilosidades. Aural de vilosidades foi
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definida como a distancia verticalng) entre o topo da vilosidade e a juncao
vilosidade-cripta. A profundidade de criptas foitida pela mensuracdo da
distancia vertical da juncao vilosidade-cripta @iémite inferior final da cripta.
Em cada seccdo foram mensuradas dez distanciapquduadidade de cripta
assim como para altura de vilosidades, e os vatiredos para cada segmento
(duodeno, jejuno ou ileo) de cada animal forameasmmtados pela média de trés
seccoes histologicas (Messaitaal. 2013).

Para tecido adiposo epididimario, os seguintes npetrés foram
avaliados: (1) didmetro, a partir da mensuracamenor distancia entre duas
extremidades da célula (Velasepal. 2008); (2) &rea, a partir da delimitacdo da
mesma,; (3) densidade, utilizando-se um quadradiree conhecida sobreposto
a determinados campos das imagens capturadas. |keada densidade de
adipocitos (nimero de adipdcitos por unidade da deetecido) foi realizada
conforme o descrito por Magliamt al. (2013).

Todas as mensuracdes histolégicas foram realizagases de avaliagdo

cega, por um unico avaliador treinado.

Andlise Estatistica

O delineamento foi inteiramente casualizado em exsqufatorial 2x3

(com ou sem exercicio e trés substratos — gligheerol e salina). Cada parcela
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foi representada por um animal. Os dados foram etidos a Andlise de
Variancia (ANAVA) e as médias comparadas pelo t&M& a 5 %. As andlises

foram realizadas através do programa estatistic® (2896).

Resultados

Os animais treinados apresentaram menor ganhosdeepe relacdo aos
animais ndo-treinados, independente da suplementagddieta. O uso de
suplemento (glicerol ou glicose) ndo promoveu at{@o do peso independente
do treinamento. Com rela¢do ao consumo alimenggificou-se que 0s animais
dos grupos submetidos ao treinamento apresentaramaior consumo medio
diario de racdo em relacdo aos animais nao-treindelmi observado também
que a suplementagdo com glicerol promoveu redugdeomsumo alimentar
guando comparada aos demais grupos recebendo sotogiergética de D-
glicose ou solucao salina.

Os animais submetidos ao treinamento fisico comsumimaior
guantidade de agua em relacdo aos nao-treinadoshav@ndo influéncia da
suplementacao alimentar fornecida. Ja a produg@dria nao diferiu entre os
grupos, independente da suplementacdo ou do treiitam Ndo foram

observadas diferencas no peso relativo de figadaime (Figura 2).
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Adicionalmente, na avaliacdo histopatolégica destedos, assim como do
pancreas e estdbmago, ndo foram observadas alteracde

Na avaliagdo dos parametros bioguimicos sanguirfeogbservado
aumento nos niveis de colesterol total dos animatreinados que foram
suplementados com glicerol. Porém, quando a suplkagi@ com glicerol foi
associada ao treinamento, os niveis de colesta@l tse mantiveram
semelhantes aos demais grupos treinados. Nem marento fisico, nem as
diferentes suplementag@es na dieta alteraram essrde HDL-C. Os niveis de
LDL + VLDL-C diminuiram nos animais treinados queceberam glicerol em
relacdo aos nao treinados assim como em relacévemmados que receberam
glicose.

Com relacdo aos niveis de TAG séricos, o exerdisico associado a
suplementacéo com glicerol provocou diminuicdoenesrametro em relagéo a
administracdo de glicerol isolada. O uso de glicemm exercicio provocou
aumento de TAG em relacdo aos demais animais e@matios. Os niveis
glicémicos ndo sofreram alteracfes, independentesugdementacdo e do
treinamento fisico (Figura 3).

A suplementacdo com glicerol isolada provocou auimao diametro e
area de adipdcitos em relagdo aos animais nd@tl@snque receberam glicose
ou solugédo salina. No entanto, a associagéo eatnamtmento e glicerol diminuiu

as medidas de diametro e area de adipécitos emacelaos animais que
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receberam glicerol isolado, ndo havendo diferengaeeos demais grupos
treinados.

Na avaliacdo das medidas intestinais, nos grupastranados foi
observado que, em relacdo aos demais grupos, amorde glicerol aumentou
a relagdo vilosidade:cripta (V:C) no duodeno. Aali@imente, os animais
treinados que consumiram glicerol apresentaramrmglagdo V:C no segmento
jejunal em relagdo aos demais grupos. No ileo,péesentacdo com glicerol

aumentou a relacdo V:C tanto nos grupos treinaolo® eao-treinados.

Discusséo

Os resultados observados no presente estudo gaantumento no
consumo alimentar e a menor variagdo na massa rebrplos animais
submetidos ao treinamento fisico, corroboram comelasados por Melzeat al.
(2005), onde foi observado que a atividade fisgpular, quando realizada em
intensidade moderada promove aumento no consuratindento e manutencéo
da massa corporal. Desta forma, o aumento na &mekst alimento frente ao
treinamento esta relacionado ao maior gasto erevgéestes animais em
comparacdo aos sedentarios. Além disso, o treirarfisico promove algumas
adaptac0es fisioldgicas, dentre elas, 0 aumenttaxda metabdlica basal, que
aumenta a necessidade de obtencao energéticaralpadimento (Melzeet al.

2005).
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A suplementagdo com glicerol na dieta promoveu miigao no
consumo de alimento, tanto nos ratos treinadostoquars nao-treinados. Este
fato foi observado até mesmo em comparacdo aosaemique receberam
suplementacdo com D-glicose isoenergética a deerglic Tais resultados
corroboram com diversos trabalhos realizados comahos e animais onde foi
relatado que a ingestéo ou a infusdo venosa dergliprovocou diminuigdo no
consumo alimentar dos individuos (Wirtshafter & 3a®977; Glick 1980;
Carpenter & Grossman 1983; Cerratal. 2006).

Sugere-se que o efeito hipofagico do glicerol sejasequéncia de sua
acdo moduladora da sensacdo de saciedade, questiadeelacionada com os
produtos da lipolise, que sdo acidos graxos ergli¢Glick 1980; Hibuseet al.
2006). Assim, o aumento dos niveis circulantes dleergl pode estar
relacionado ao reconhecimento pelo sistema nereestral de um estado
alimentado, tornando os niveis de glicerol positigate correlacionados com a
perda de peso (Glick 1980; Russel 2010). Outro mec® que pode explicar
os efeitos anorexigénicos do glicerol é o efeitinmegador da gliconeogénese
hepatica, que aumenta o aporte de nutrientes aim@s (principalmente glicose)
que sinaliza ao sistema nervoso central uma sibude&aciedade (Hartmaeh
al. 2010; Patlaet al. 2012).

Assim, os resultados encontrados no presente estandm em diversos

outros (Linet al. 1976; Glick 1980Cerrateet al. 2006), parecem confirmar o
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efeito na diminuigdo do consumo alimentar promovidta ingestéao de glicerol.
No entanto, no presente estudo esta substancialtefiou significativamente o
ganho de peso dos animais, tanto treinados quaotdreinados. Sugere-se que
os efeitos sobre o controle do peso podem estacioeldos a quantidade de
glicerol ingerida, tendo sido observado previamene o consumo de doses
iguais ou superiores a 1 g Kg- 1 de peso provocataminuicdo da massa
corporal ou atenuagdo do ganho de peso (Breehah 1975; Grinkeret al.
1980). Cryer & Bartley (1973) também observaramiginigdo no ganho de
peso em ratos que consumiram racao onde a glicoselfstituida por 54,3 %
de glicerol.

No entanto, apesar da reducdo do consumo alimestir relacionada a
uma tendéncia na diminuicdo do ganho de peso, &s qile envolvem o
metabolismo do glicerol ndo necessariamente podewvogpar diminuicdo na
gordura corporal. Neste sentido, em estudo prébservou-se que ratos que
consumiram glicerol apresentaram aumento na atleidia enzima malica, que
esta relacionada a lipogénese (Cryer & Bartley3197

Em consonéncia a este fato, foi observado no peesstudo que houve
um aumento nas medidas de area e diametro de @dfpdos animais nao
treinados que foram suplementados com glicerol, Imé@endo, no entanto,
alteracdes na densidade de adipécitos. Estesadgsipodem estar relacionados

com a estimulacdo da gliconeogénese hepatica @mdsopelo glicerol, que
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aumenta os niveis circulantes de glicose, e comeségmente de insulina,
fazendo com que haja inibicdo da lipdlise e favaneato da lipogénese em
diferentes tecidos (Meyet al. 1975; Machet al. 2009). Além disso, a inibicao
da lipdlise frente a presenca de insulina reswtdawnregulationde proteinas
gue promovem o efluxo de &cidos graxos e gliceasl cElulas (Kalangt al.
2003), justificando assim o aumento de area e diémde adipdcitos
encontrados no presente estudo.

No entanto, mesmo que nos animais ndo-treinadoplersentados com
glicerol tenha ocorrido um aumento na area e nmeli@ dos adipdcitos, tal
aumento ndo foi suficiente para promover hiperplast adip6citos, como
observado nos resultados de densidade. Adicionémieante a um maior gasto
energético e estimulacdo adrenérgica induzida pekrcicio fisico, ocorre
aumento na lipdlise fazendo com que as reservabdgs dos adipécitos sejam
consumidas (Moret al. 2008), justificando entdo a ndo diferenca nas daedi
de adipdcitos entre os animais que foram treinadosceberam as diferentes
suplementacdes.

Os resultados observados no presente estudo gaantumento no
consumo hidrico (sem alteracdo nos volumes de gienarinaria pelos animais
submetidos ao treinamento) corroboram com os eramog por Droste et al.
(2003). Estes autores justificaram que o aumentoonsumo de agua em ratos

submetidos ao treinamento fisico pode ser devidm@r evaporacdo oriunda
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do aumento da temperatura corporal e da frequéremdilatoria durante o

exercicio. Com isso, torna-se justificavel o usosdbstancias que promovam
uma maior hidratacdo em praticantes de atividasieafi como é o caso do
glicerol.

No entanto, no presente estudo ndo foram observddasncas
significativas no consumo hidrico e excre¢do uinados animais
suplementados com as diferentes substancias. Apkssw, o aumento na
relacdo V:C observada nos animais que consumiracergl pode ser um
indicador de aumento na absorcédo de agua no mig8tapniret al. 1996). A
relacdo V:C é considerada um indicador da capagidddortiva no intestino
delgado, sendo diretamente proporcional a eficdédei absor¢do (Adibmoradi
et al. 2006; Yanget al. 2009). Desta forma, pode-se considerar que o aomsu
de glicerol provocou uma melhora nestes paramdga@bsorcao intestinal tanto
nos ratos submetidos ao treinamento quanto nosrei&ados, principalmente
nas por¢des do jejuno e do ileo. Tal absor¢cdo equirque no intestino sdo
expressas proteinas de membrana denominadas aqualglbrinas (AQP),
principalmente a AQP8, que atuam seletivamente phsorcdo de agua e
glicerol (Nakancet al. 2013).

Portanto, mesmo que no presente estudo nao tendanolsservadas
alteracdes marcantes no balanco hidrico dos animsisesultados verificados

nos parametros de absorcéo intestinal demonsttandaéncia. Assim, mesmo
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em doses pequenas, o glicerol administrado viapmaé promover melhora na
absorc@o de &gua no intestino sem, no entantoarcagte efeito nos rins. Isto
pode estar relacionado a dose utilizada de gligeiol ter sido suficiente para
promover aumento na reabsorcéo renal de aguaerdijigd que foi observado
em humanos que doses de glicerol de 1g Kg- 1 eKgsd de peso corporal

aumentou o volume de liquidos corporais em testeA@eKm em esteira

(Rosendaekt al. 2012).

O peso relativo de figado e rim nao foi altera@togreinamento ou
pelas diferentes suplementacfes. Adicionalmentey fakam encontradas
alteracdes na andlise histopatologica destes &aifee sdo os principais sitios
de metabolizacdo do glicerol no organismo (Lin 19Bidssonet al. 2001).
Também ndo foram encontradas alteragbes no panereastdmago. Tais
resultados confirmam statusGRAS conferido ao glicerol (FDA 2006), pelo
menos para a espécie, dose e periodo utilizadpeesente estudo.

Com relacdo aos parametros bioquimicos sanguileasimento nos
niveis de TAG e colesterol total nos animais naowados e suplementados com
glicerol corroboram com os observados em variagdest (Narayaret al. 1977;
Nicolaiew et al. 1995; Damianoet al. 1999; Osmanet al. 2008). A
hipertrigliceridemia frente ao consumo do glicgyotle estar relacionada ao fato
de que o consumo desta substancia dimirelearancede TAG, assim como a

atividade da lipase lipoproteica, que é a enzimaapialisa a quebra de TAG
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(Damianoet al. 1999). Ja o aumento nos niveis de colesterol taslanimais
nao-treinados e suplementados com glicerol pode@leddo a estimulacdo na
sintese de quilomicrons induzida pelos altos niwasglicerol circulantes
(Nicolaiewet al. 1995).

Os efeitos do exercicio fisico sobre a melhoriss miveis de
LDL+VLDL-C decorrem do elevado consumo de oxigédimante o exercicio
aerébio, aumentando a producdo de espécies redvasigénio (ROS) que
contribuem com a oxidacdo das lipoproteinas deabdéensidade (Iborrat al.
2008).

Com relagdo a glicemia em jejum, como observado Zanoboni
(1976), a administracdo de solucéo de glicerolafétou este pardmetro. Porém
em tal estudo houve aumento dos niveis de insdén&ro de 90 minutos apds o
consumo, em relacdo a solucdo de glicose. O aunmarstaiveis de insulina
frente ao glicerol esté relacionado a elevacdopdodutos da gliconeogénese
gue faz com que uma maior quantidade deste horngej secretada para

manter a homeostase glicémica (Kawarnstal. 2011).

CONCLUSOES
A suplementacgédo diéria de glicerol a 800 mg Kg-aldieta de ratos,
isoladamente ou associado ao treinamento fisiotindiu o0 consumo alimentar

e melhorou parametros relacionados a absorcactimtesem, no entanto,
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alterar o ganho de peso. Adicionalmente, mesmaqseenimais ndo-treinados
tenha sido observado aumento nos niveis de TAG lesteool total, o
treinamento fisico concomitante a suplementacaongveu melhoria nestes
parametros, além de diminuir os niveis de LDL+VLDL-Além disso, nao
foram observadas alteracdes renais, hepéaticasicgdsbu pancreaticas frente o
consumo de glicerol. Assim, a substituicao de gkcpelo glicerol como fonte
energética para praticantes de exercicio fisiceggaser vantajosa.

No entanto, alguns cuidados devem ser tomados elagio a ingestédo
desta substancia para a manutengdo ou diminuicgordara corpoérea, ja que
foi observado que os animais nao-treinados e sw@plErdos com glicerol

apresentaram maior area e diametro de adipdcitos.
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Tabela 1. Distribuicdo dos grupos experimentais.

Grupos experimentais Tratamento
G1 (n=5) N&o-treinados + solucédo salina
G2 (n=5) Né&o-treinados + solucéo de gliéose
G3 (n=5) N&o-treinados + solug&o de glicerol
G4 (n=5) Treinados + solucédo salina
G5 (n=5) Treinados + solucédo de glicbse
G6 (n=5) Treinados + soluc&o de glic&rol

2 Solugéio de glicose na dose de 864 mg Kg- 1 de gmgmral.” Solucéo de glicerol (pharmaceutical grade

glycerol 99,8 % de pureza) na dose de 800 mg Kig deso corporal.
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Periodo de
Periodo de . N Natagdao com suplementagdo na
aclimatacdo Aclimatagdo em oo nento de Treinamento dieta.

ambiente aquatico. tempo.

R G A,)\\
|

Dia: 0 Dia: 7 Dia: 14 Dia :21 Dia: 35 Dia: 63
A B C D E F

A - Inicio da ambientagdo as gaiolas metabolicas; B - Inicio da ambientagdo ao meio aquatico onde os ratos permaneceram duas
horas por dia, todos os dias, em um tanque com dgua a cinco centimetros de profundidade; C - Inicio da ambientacdo ao exercicio.
Natagdo em agua a 50 centimetros de profundidade, 10 minutos no primeiro dia, com incremento de 10 minutos didrios até que os
ratos nadem 60 minutos ininterruptos; D - Inicio do protocolo de exercicio. Natagdo durante 60 minutos por dia, cinco dias por
semana com carga relativa a 5% do peso corporal acoplada ao torax dos animais: E - Administragdo de solugdo salina, glicerol ou
glicose através de gavagem nos grupos treinados e ndo-treinados; F — Final do experimento. Eutanasia de todos os animais e coleta
de amostras.

Figura 1: Etapas do experimento.
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Figura 2. ParGmetros relativos a consumo alimentddrico, excre¢ao urinaria,
variacdo do peso corporal e peso relativo de érdéaatos submetidos ou néo a
treinamento fisico de seis semanas e suplementamosglicerol, glicose ou

salina na dieta, durante quatro semanas.
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Figura 3. Pardmetros bioquimicos sanguineos de maibmetidos ou ndo a
treinamento fisico de seis semanas e suplementamosglicerol, glicose ou

salina na dieta, durante quatro semanas.
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RESUMO

INTRODUCAO: A suplementacdo com glicerol na dieta
concomitante ao treinamento fisico vem sendo utilizada devido as
propriedades hiper-hidratantes desta substancia. No entanto,
pouco foi investigado quanto aos efeitos do consumo de glicerol
sobre aspectos relacionados ao desempenho fisico.

OBJETIVO: Avaliar os efeitos da suplementacdo com glicerol
sobre parametros morfologicos e bioquimicos relacionados ao
desempenho fisico de ratos Wistar treinados em intensidade
moderada.

METODOS: Foram utilizados 30 ratos machos que foram
treinados em intensidade moderada em meio aquatico durante
seis semanas e suplementados com trés diferentes substratos
(solucéo salina, de glicose ou de glicerol) durante as quatro
dltimas semanas de treinamento. Os animais foram distribuidos
em delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial
2x3 (com ou sem exercicio e trés substratos). Os dados foram
submetidos a Andlise de Variancia (ANAVA) e as médias

comparadas pelo teste SNK a 5 %.
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RESULTADOS: Entre os animais treinados, ndo houve diferenca
nos percentuais de proteinas, gorduras e &agua presentes na
carcaca. A suplementacdo com glicerol provocou aumento no
conteldo proteico da carcaca dos animais ndo-treinados. Os
pesos relativos do coracdo e da adrenal foram maiores nos
animais treinados, sendo que a suplementacdo com glicerol
aumentou o peso relativo de adrenal em ambos os grupos. O
consumo de glicerol foi eficiente na diminuicdo da variacdo dos
niveis de lactato e aspartato aminotransferase (AST) durante a
tltima sessao de exercicio. Nado houve diferenca entre os grupos
com relacdo ao peso relativo de timo e gastrocnémio, bem como
no didmetro de fibras musculares e relacdo neutrdéfilo linfécito
(N:L).

CONCLUSAO: 0 glicerol foi eficiente na diminuicdo da variacio
dos niveis de lactato e aspartato aminotransferase (AST) durante
a Ultima sessao de exercicio.

Palavras-chave: Glicerina; nutricdo; atividade fisica; atletas;

hiper-hidratagéo.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Glycerol supplementation in diet associated with
physical training has been used due to hyper-hydration properties
of this substance. However, few studies have investigated the
effects of glycerol consumption on aspects related to physical
performance.

OBJECTIVE: To evaluate the effects of glycerol supplementation
on morphological and biochemical parameters related to physical
performance in Wistar rats trained at moderate intensity.
METHODS: Thirty male rats were trained at moderate intensity in
water for six weeks and supplemented with three different
substrates (saline, glucose or glycerol) during the last four weeks
of training. The animals were distributed in a completely
randomized factorial 2x3 design (with or without exercise and three
substrates). Data were subjected to analysis of variance (ANOVA)
and means were compared by SNK test at 5 %.

RESULTS: Among the trained animals, there were no differences
in the percentages of protein, fat and water present in the carcass.

Glycerol supplementation caused an increase in the protein
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content of the non-trained animal’s carcass. The relative weight of
heart and adrenal was higher in the trained animals, and glycerol
supplementation increased the relative adrenal weight in both
groups. The consumption of glycerol was effective in reducing the
variation in the levels of lactate and aspartate aminotransferase
(AST) during the last exercise session. There was no difference
between groups with respect to the relative weight of thymus and
gastrocnemius as well as the diameter of muscle fibers and
neutrophil-lymphocyte ratio (N:L).

CONCLUSION: Supplementation with glycerol was as efficient as
glucose, in attenuating the variation of AST and lactate levels
during exercise.

Keywords: Glycerin, nutrition, physical activity, athletes, hyper-

hydration.
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1. INTRODUCAO

A utilizacdo de suplementos alimentares que promovem
melhoria da performance fisica vem sendo investigada. Dentre
as substancias utilizadas como adjuvantes ao desempenho fisico
esta a glicose, que atua como um carboidrato eficiente para o
fornecimento de energia. Seu efeito adaptativo ao exercicio esta
bem definido, promovendo indiretamente aumento na expressao
de GLUT-4 e das reservas de glicogénio no musculo esquelético®
além de diminuir o tempo de fadiga no exercicio prolongado®.
Além disso, o consumo desta substancia minutos antes do
exercicio fisico promove aumento no fornecimento de energia para
0 musculo esquelético, além de manter a homeostase glicémica
durante a atividade®.

Porém, outras substancias, que nao carboidratos, vém
sendo investigadas acerca de suas funcdes ergogénicas,
destacando dentre elas o glicerol ou glicerina®’. O glicerol
(propano-1,2,3-triol) € um trialcool que pode ser fornecido ao

organismo de forma exdgena, através do consumo de sua forma
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pura ou indiretamente através da ingestdo de Oleos vegetais e
gordura animal cuja composicdo quimica é rica em glicerol.
Adicionalmente, este composto € produzido endogenamente
através da lipdlise, onde séao liberados na circulacéo acidos graxos
livres e glicerol®.

A suplementacdo com glicerol tem sido investigada para
atletas e praticantes de atividade fisica devido aos efeitos
osmoéticos e hiper-hidratantes atribuidos a esta substancia’®. Tais
efeitos estdo relacionados ao aumento da expressdo de
aquaglicerolporinas (AQP), principalmente a AQP7, fazendo com
que ocorra maior reabsorcdo de agua e glicerol nos tabulos renais,
expandindo entdo os fluidos corporais'®. Devido a isso, mesmo
tendo sido considerado seguro para O consumo por seres
humanos e animais, o glicerol foi caracterizado pela WADA (World
Anti-Doping Agency) como uma substancia proibida devido ao fato
de que o aumento no volume de liquidos corporais pode mascarar

a presenca de outros agentes ergogénicos em analises de

doping™*.
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Contudo, os efeitos oriundos do consumo de glicerol podem
estar relacionados ndo somente as suas fungbes osmoticas, ja
gue um aumento nos niveis circulantes desta substancia estimula
a gliconeogénese hepatica aumentando entdo a quantidade de
substratos (principalmente glicose) para o fornecimento de
energia’. Tal fato o torna um potencial agente ergogénico
principalmente em atividades de longa duragcdo onde ha maior
necessidade de energia.

No entanto, h4 uma escassez de estudos que investiguem
parametros relacionados a adaptacdo ao exercicio frente a
associacado entre o treinamento fisico e a suplementagcdo com
glicerol na dieta. Na maioria das vezes os efeitos do consumo de
glicerol sdo avaliados em sessOes agudas de exercicio, sendo
observados apenas aspectos relacionados a hidratacdo dos
individuos®®*3. Assim, existe a necessidade de se investigar os
efeitos da suplementacdo com glicerol sobre os parametros
relacionados a adaptacdo ao treinamento.

Desta forma, objetivou-se com o presente estudo avaliar os

efeitos da suplementagdo com glicerol sobre parametros
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morfolégicos e bioquimicos relacionados a adaptagdo ao
treinamento e ao desempenho fisico de ratos treinados

aerobiamente em intensidade moderada.
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MATERIAIS E METODOS

Animais

O presente estudo foi previamente aprovado pela CEUA
(Comissédo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal
de Lavras), sob o protocolo 22/2012. Todos os procedimentos
foram conduzidos de acordo com as resolu¢cdes do Conselho
Nacional de Controle em Experimentacdo Animal (CONCEA -
SBCAL).

Foram utilizados 30 ratos machos adultos (Rattus
norvegicus albinus) da linhagem Wistar, provenientes do Biotério
Central da Universidade Federal de Lavras (UFLA). Foram
selecionados animais em estado higido, com peso inicial de
aproximadamente 272,5 + 22,3g. Em um primeiro momento, 0s
animais foram submetidos a um periodo de sete dias de
ambientacdo as gaiolas metabdlicas. Durante todo o periodo
experimental os roedores permaneceram em condi¢cdes

controladas de temperatura (22+2 °C), umidade (45 + 15 %) e
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luminosidade (ciclos claro/escuro de 12/12 horas). Foram
fornecidas racdo comercial e agua ad libitum durante todo o
experimento.

Ao final do periodo de ambientacdo os animais foram
distribuidos aleatoriamente em seis grupos contendo cinco
animais cada. Foi utlizado um delineamento experimental
inteiramente casualizado em esquema fatorial 2x3 (com ou sem
exercicio e trés substratos — glicerol, glicose e salina). As solucdes
de glicose ou glicerol foram formuladas a fim de fornecerem a
mesma quantidade de energia aos animais e, assim como a
solugdo salina, foram administradas somente nas ultimas quatro
semanas do periodo experimental.

Tabela 1.

Treinamento fisico

Apo6s o periodo de adaptagcdo mencionado anteriormente,
foi realizada uma adaptacdo ao meio aquatico. Nesta etapa, 0s
animais dos grupos submetidos ao treinamento fisico (G4, G5 e

G6) permaneceram por duas horas diarias, durante sete dias, em
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um tanque de polietileno com capacidade total de 300 litros,
contendo agua na profundidade de cinco centimetros, a uma
temperatura de aproximadamente 32+2° C. O objetivo desta
ambientacdo foi reduzir o estresse dos animais ao ambiente
aquatico, sem provocar, no entanto, alteracbes fisiologicas
oriundas do treinamento fisico™.

Na semana seguinte, os animais foram submetidos a
sessOes progressivas de natagdo com incremento de tempo. Esta
etapa consistiu em natacdo sem carga em profundidade de 50 cm
(de forma a evitar contato da cauda do animal com o fundo do
tanque), onde os animais nadavam 10 minutos no primeiro dia,
sendo acrescidos mais 10 minutos diarios, até que, ao final de seis
dias, cada animal estivesse nadando durante 60 minutos
ininterruptos sem carga®®.

Durante as seis semanas subsequentes 0s animais
nadaram por 60 minutos diarios, na frequéncia de cinco vezes por
semana, com uma sobrecarga relativa a 5 % de seu peso

corporal. Esta carga foi utilizada com intuito de provocar melhoria
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na capacidade endurance dos animais, caracterizando um
exercicio aerébio de intensidade moderada®®.

Concomitantemente com o treinamento, nas quatro Ultimas
semanas do experimento, os animais dos grupos G4, G5 e G6
receberam, respectivamente, solucéo salina, solucéo de D-glicose
ou solucéo de glicerol por gavagem (agulha endoscépica acoplada
em seringa de 1 ml). Da mesma forma, os animais dos grupos néo
treinados receberam, em seus respectivos grupos, as mesmas
solugdes administradas aos animais treinados, também nas quatro
dltimas semanas de experimento.

As solucdes de D-glicose e glicerol (pharmaceutical grade
glycerol) foram fornecidas, respectivamente, nas doses de 864
mg/Kg e 800 mg/Kg de peso vivo/animal, sendo isocaldricas entre
si. Adicionalmente, as doses fornecidas aos animais em cada
administracdo foram restritas ao volume de 0,3 ml/animal/dia, de
forma a ndo proporcionar um estresse exacerbado gerado por

dilatacdo estomacal.
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Nos animais em treinamento fisico a gavagem foi sempre
realizada com um intervalo minimo de 45 minutos antes da sesséo
I 14

de exercicio, conforme descrito por Rambo et a

Figura 1.

Apés cada sessao de treinamento, os animais foram secos
com toalhas absorventes e, apds estarem completamente secos,

foram colocados em suas respectivas gaiolas.

Coleta de material biolégico

Na ultima sesséo de natacdo, 48 horas antes da eutanasia,
0s animais dos grupos treinados tiveram amostras de seu sangue
coletado (através de amputacdo da ponta da cauda) antes e
imediatamente depois de realizar 60 minutos de exercicio. As
amostras foram centrifugadas e o plasma foi estocado em
temperatura de -80 °C, para analise de lactato e Aspartato
Aminotransferase (AST) através de kits colorimétricos comerciais

(Gold Analisa Diagnésticos®, Belo Horizonte, Brasil).
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Ao final do periodo experimental, sob jejum de oito horas,
foi feita amputagéo da ponta da cauda dos animais e amostras de
sangue foram coletadas para realizacdo da contagem de
leucocitos e posterior analise da relag@o neutrofilos:linfocitos (N:L).
Os animais foram eutanasiados por puncdo cardiaca sob
anestesia (Tiopental sédico 50 mg/kg i.p.) e posteriormente
submetidos a abertura ampla da cavidade abdominal até a
exposicdo dos 6rgdos internos. Foram coletados e pesados o
coracao, timo, adrenal direita e musculo gastrocnémio direito. Os
valores de peso destes o6rgdos e carcaca foram obtidos
individualmente e foi calculada a massa relativa de cada 6rgéo,
em relacdo ao peso da carcaca limpa (peso do 6rgdo/peso da

carcaca limpa).

Composicao Quimica Corporal

Apbés eutanasia foi feita retirada dos érgaos internos, pele,

cabeca, patas e cauda, e as carcacgas limpas foram pesadas e

armazenadas a -20 °C. Posteriormente foi realizada a mensuracéo
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do percentual de umidade, proteinas e gorduras na carcaca dos
animais. Para mensuracao da porcentagem de agua, as carcacas
foram processadas e secas em estufa a 105 °C durante 24 horas.
A porcentagem de gordura presente na carcaca foi avaliada por
extracdo com éter etilico utilizando o equipamento Soxhlet'®. J4 a
porcentagem de proteinas contidas na carcaca foi obtida utilizando

o método Kjeldahl*®.

Analise histologica

Apés pesagem, o musculo gastrocnémio foi seccionado
transversalmente na sua por¢cdo medial e ambas as porgfes foram
armazenadas por 48 horas em formaldeido 10 % tamponado.
Posteriormente os tecidos foram processados rotineiramente e
seccOes de 5 pm foram utilizadas para confeccdo de laminas
histologicas que foram coradas com hematoxilina-eosina. Foram
fotografadas cinco diferentes seccdes do musculo de cada animal
(aproximacéo de 40x) e em cada uma delas foram selecionadas

aleatoriamente dez fibras, totalizando em 50 fibras analisadas em
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cada mduasculo. O diametro das fibras musculares foi entédo
determinado calculando-se a média dos valores da menor
distancia de cada fibra (um) conforme descrito por Mierzejewska-
Krzyzowska et al.'’.

As analises histomorfométricas foram obtidas utilizando-se
um sistema de captura e andlise de imagens, constituido por
microscopio binocular Olympus CX31 (Olympus Optical do Brasil
Ltda, S&o Paulo, SP) com camera acoplada (SC30 CMOS Color
Camera for Light Microscopy, Olympus Optical do Brasil Ltda, S&o
Paulo, SP). As mensuracdes foram feitas utilizando-se o software
Image-Pro® Express versdo 6.0 (Media Cybernetics, Rockville,

MD, USA).

Andlise Estatistica

O delineamento foi inteiramente casualizado em esquema
fatorial 2x3 (com ou sem exercicio e trés substratos — glicose,
glicerol e salina). Cada parcela foi representada por um animal. Os

dados foram submetidos a Analise de Variancia (ANAVA) e as
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médias comparadas pelo teste SNK a 5 %. Para analise dos
resultados referentes aos niveis de lactato e AST antes e depois
da ultima sessdo de exercicio foi feita comparacdo das médias
utilizando teste t pareado (p<0,05). As analises foram realizadas

através do programa estatistico SAS (1996).
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Resultados

Com relacao aos parametros quimicos corporais avaliados,
nao houve diferencas significativas entre 0os grupos quanto ao
percentual de gordura e umidade da carcaca. Porém, foi
observado aumento na porcentagem de proteinas na carcaca dos
animais treinados em relacdo aos nao treinados. A suplementacéo
com glicerol elevou o percentual de proteinas na carcaca dos
animais que nao foram treinados em relacdo aos animais
recebendo salina e glicose, estando este valor semelhante ao dos
animais submetidos ao treinamento.

Figura 2.

A avaliacdo dos parametros relacionados a adaptacdo ao
estresse (relagdo neutrdfilos:linfocitos) ndo mostrou diferencgas
significativas tanto com relag&o ao treinamento, quanto em relagéo
a suplementacdo. Foi observado que o treinamento promoveu
aumento do peso relativo de coracdo e adrenal. Os ratos,
treinados e nao-treinados, que foram suplementados com glicerol

na dieta apresentaram aumento do peso relativo da adrenal.
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Ndo houve diferencas no peso relativo de timo e
gastrocnémio, nem com relacdo ao treinamento nem com relacéo
a suplementacdo alimentar fornecida aos animais. Da mesma
forma, na avaliacio do diametro de fibras do mausculo
gastrocnémio ndo houve diferencgas entre os grupos (Figura 3).
Figura 3.

A variacdo nos niveis de AST (delta AST) observados na
tltima sessdo de exercicio foi inferior nos grupos suplementados
tanto com glicose, quanto com glicerol em relagdo aos que
receberam solugcdo salina. Ja a variacdo nos niveis de lactato
(delta lactato) foi menor nos animais suplementados com glicerol
em relacdo aos animais que receberam solucdo salina. A
lactacidemia dos animais suplementados com glicose nédo diferiu
dos demais grupos (Figura 4).

Figura 4.
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Discusséao

O aumento no percentual de proteinas frente ao
treinamento fisico, como observado na carcaca dos ratos
suplementados com glicose ou solucdo salina é uma adaptacéo
comum ao exercicio'®. A elevacéo do contelido proteico frente ao
treinamento aerdbio estd relacionado a fatores tais como o
aumento no volume e atividade enzimatica mitocondrial, bem
como a quantidade e densidade de capilares que chegam as
fibras musculares®®. Adicionalmente, o exercicio fisico promove
aumento na secrecdo de horménio do crescimento (GH), que
estimula a sintese proteica em diferentes tecidos, como muscular
e 6sseo™.

No entanto, a suplementacdo com glicerol concomitante ao
treinamento ndo provocou elevacdo no percentual de proteinas na
carcaca. Ademais, a suplementacdo com glicerol na dieta dos
ratos que ndo foram treinados promoveu aumento neste
parametro tal qual aos dos animais treinados. Este resultado para
0s animais nao-treinados pode estar relacionado ao efeito

gliconeogénico do glicerol, que aumenta a concentracéo sérica de
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nutrientes (principalmente glicose) e promove a redugéo no fluxo
de derivados da degradacdo proteica, poupando assim as
proteinas teciduais®. Além disso, este efeito promove aumento
dos niveis de insulina, que aumenta a captacao de nutrientes no
musculo esquelético?’, aumentando a quantidade de glicogénio
muscular em ratos?, diminuindo a proteélise?.

No entanto, a porcentagem de proteinas na carcaca dos
animais treinados que foram suplementados com glicerol né&o
acompanhou o comportamento observado para 0s grupos ndo
treinados. Tal fato pode estar relacionado a estimulagcdo hormonal,
ja que foi observado em estudo prévio que os niveis de insulina
foram maiores frente a ingestao de glicerol, quando comparada ao
consumo de glicose®®. Assim, sugere-se que estados de
hiperinsulinemia podem promover resisténcia a acdo do GH® e
que a menor deposicdo de proteinas na carcaca dos animais
treinados que foram suplementados com glicerol seja devido a
uma menor agao deste hormaonio nos tecidos da carcaca.

Adicionalmente, os resultados encontrados para a variagao

nos niveis de AST demonstraram que tanto a suplementacdo com
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glicerol quanto com glicose atenuaram a degradacdo tecidual
durante o exercicio. O aumento na atividade desta enzima durante
0 exercicio esta relacionado ao excesso de glutamato formado a
partir de lesBes nas células musculares®®. Desta forma, tanto a
glicose quanto o glicerol parecem exercer um efeito protetivo
contra micro lesfes teciduais provocadas durante exercicio em
comparacgdo com a solucao salina.

Os resultados encontrados no presente estudo com relagéo
a avaliacdo do mdusculo gastrocnémio corroboram com os de

Laker et al.?’

, que verificaram que ratos treinados durante quatro
semanas em intensidade moderada na esteira ndo apresentaram
alteracbes no peso relativo deste musculo. Além disso, a
inexisténcia de alteragcbes no diametro de fibras frente ao
treinamento pode ser justificada pelo tipo de treinamento
realizado, ja que as adaptacdes oriundas do treinamento aerdbio
melhoram a capacidade mitocondrial do musculo e promovem
predominancia de fibras oxidativas lentas?®®. Estas fibras

musculares geralmente respondem menos ao efeito anabdlico

induzido pelo exercicio do que as fibras glicoliticas rapidas?®.
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Assim, os resultados encontrados para o diametro de fibras
musculares ndo permite inferir que houve adaptacéo frente a dieta
ou ao treinamento. No entanto, os parametros relacionados ao
estresse como a relacédo N:L e peso relativo de timo nao diferiram
significativamente entre os grupos. O aumento na relacdo N:L esta
relacionado a maior nivel de estresse, jA que hormbnios como o
cortisol (corticosterona no caso de ratos) promovem uma pequena
elevacdo nos neutréfilos e diminuicdo nos linfécitos circulantes?.
Adicionalmente, a atrofia do timo esta relacionada ao aumento na
ativacdo do eixo hipotadlamo-pituitéria-adrenal (HPA), sendo esta
situacdo comum em modelo de estresse®. Assim, de acordo com
estes parametros relacionados ao estresse, tais resultados
mostram que o glicerol n&o interferiu na adaptacdo ao
treinamento.

Apesar disso, a elevacdo no peso relativo da adrenal nos
animais treinados mostra que houve uma maior estimulagéo nesta
glandula. A hipertrofia de adrenal observada em animais
submetidos a treinamento fisico é um resultado comum?®.. Tal fato

pode ocorrer devido ao aumento na estimulacdo simpatica sobre a
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medula adrenal que culmina no aumento da secrecdo de
catecolaminas®3, bem como devido ao aumento na ativacdo do
eixo HPA, induzida principalmente por exercicios em intensidades
elevadas, que promove aumento na secrecdo de
glicocorticoides®".

O aumento do peso relativo do coracdo observado para os
animais treinados corrobora também com estudos prévios®*3*,
sendo esta uma resposta adaptativa ao exercicio que melhora o
fornecimento de nutrientes e oxigénio para 0 miocardio e para o

3335 Assim, o aumento nos niveis de

musculo esquelético
catecolaminas (demonstrado pela hipertrofia adrenal) pode
contribuir para a hipertrofia cardiaca néo patolégica®.

A suplementacdo com glicerol ndo alterou o peso relativo
do coracdo, porém promoveu aumento do peso relativo da adrenal
tanto em animais treinados e nao-treinados. Tal situacdo pode
estar relacionada ao aumento no volume de liquidos corporais
provocados por esta substancia, que faz com que ocorra uma

diminuicdo na concentracdo relativa de sédio (hiponatremia)®.

Assim, a baixa concentracdo deste ion provoca 0 aumento na
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secrecdo de mineralcorticoides (aldosterona) pela glandula

adrenal®’

, podendo este fato estar relacionado ao aumento no
peso relativo deste 6rgéo.

O efeito da suplementacdo com glicerol sobre a variacao
nos niveis de lactato mostra que esta substancia pode promover
atraso no tempo de fadiga induzida pelo exercicio. Em
consonancia a este fato, foi observado previamente que o
consumo de glicerol antes do exercicio aumenta o tempo de
deplecdo dos estoques de glicogénio hepatico e muscular em
ratos®>. Assim, uma menor taxa de glicogendlise no musculo

durante o exercicio estad diretamente relacionada a uma menor

producao de lactato®.

CONCLUSAO
A suplementacéo com glicerol na dieta concomitante  ao
exercicio foi eficiente para diminuicdo do acumulo de lactato, bem

como dos niveis de AST.
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Assim, de acordo com os resultados, a utilizacdo desta
substancia pode promover aumento do tempo de fadiga e

prevencao de danos teciduais.
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Tabela 1. Distribuicdo dos grupos experimentais (n=5 animais por

grupo)

Grupos o
_ ) Suplemento dietético
Experimentais

G1 (NT) _
0,3 ml de solucéo salina 0,9 %

G4 (T)
G2 (NT) 0,3 ml de solucéo de glicose (864 mg/Kg de
G5 (T) peso corporal)

0,3 ml de solucéo de glicerol [(pharmaceutical
G3 (NT)

grade glycerol 99,8 % de pureza) na dose de
G6 (T)

800 mg/Kg de peso corporal].

Legenda. NT: ndo-treinados; T: treinados.
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Figura 1. Etapas do experimento.
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AB Médias seguidas por diferentes letras mailisculas se referem as diferengas entre os substratos (glicerol, glicose e salina), pelo teste SNK (P<0,05).

+b Médias seguidas por diferentes letras minusculas se referem as diferencas entre os grupos treinado e néo-treinado, pelo teste de SNK (P<0,05).

Figura 2. Parametros de composi¢cdo quimica corporal de ratos

submetidos ou ndo a treinamento fisico de seis semanas e

suplementados com glicerol, glicose ou salina na dieta, durante

quatro semanas.



122

)

@g I Glicerol TT Aa 1 Glicerol
2 £ 074 B Gicose S 8 041 Ba = Glicose
8 mmsaina 8 3 Ba Ab . Salina
S 3 064 S 2 003
o0 o @ Bb
=z 2 Sk Bb
=0 =
B3 05 S8 0.024
o3 o3
g = 041 $ 2 0.01
anke) a3
0.3- 0.00
Tre nados N&o-Treinados 50 Tre nados N&o-Treinados
15 1
3 C1Gilicerol g8 Glicerol
08 EmGicose & 404 I Glicose
SO % . O c
o= 8 mmSaina 58 I Salina
Z o) O = o
2283 = = 30
D o5 32 c
eeo S o2
93 ge =
£ o 59
% 82 107
£y
0.0 0
0.20 Treinados Nao-Treinados 09 Treinados Né&o-Treinados
s I Glicerol ! I Glicerol
o5 N 8 0.8-
E o o1s [ Clicose 2 07 I Glicose
= 7-
08 . Salina beS N Salina
22 T g5 oo
O
% & 010 8% 05-
Qo 22 0a-
[2R] rE
88) = 03-
0.05 3
& g g o2-
2 01-
0.00 - 0.0
Treinados Néo-Treinados Treinados N&o-Treinados

AB Meédias seguidas por diferentes letras maiusculas se referem as diterengas entre os substratos (glicerol, glicose e salina), pelo teste SNK (P<0,03).
2b Meédias seguidas por dilerentes letras mindsculas se referem as dilerengas entre vs grupos lreinade e nde-treinado, pelo teste de SNK (P<0,05).

Figura 3. Peso relativo de 6rgéos, diametro de fibras do musculo
gastrocnémio e relagdo Neutrofilos/Linfocitos de ratos submetidos
ou ndo a treinamento fisico de seis semanas e suplementados

com glicerol, glicose ou salina na dieta, durante quatro semanas.
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A,B Médias seguidas por diferentes letras maitsculas indicam diferengas entre antes e depois do exercicio pelo teste t
pareado (P<0,05).

a,b Médias seguidas por diferentes letras minusculas indicam diferengas entre na variagéo (delta: final — inicial) de
lactato e Aspartato Aminotransferase (AST) antes e depois de 60 minutos de exercicio, ANAVA teste de SNK (P<0,05).

Figura 4. Niveis séricos de lactato e Aspartato Aminotransferase
(AST) antes e depois da ultima sessdo de exercicio e variagdo
(delta: Inicial-final) em ratos submetidos a seis semanas de
treinamento e suplementados com glicerol, glicose ou salina na

dieta, durante quatro semanas.
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CONCLUSOES GERAIS

Os resultados do presente estudo demonstram quatesitreinados a
suplementacéo com glicerol durante 28 dias ndoopmy efeitos deletérios a
salde. Mesmo que muitos estudos demonstrem ossef@jperhidratantes do
glicerol, sua utilizagdo por praticantes de atislieldisica deve ir além de seus
efeitos osmaticos, ja que a variacdo na concermtrdgdactato e AST observada
nos animais que consumiram glicerol mostra queteexisn potencial efeito
contra a fadiga muscular.

Além disso, suplementacdo com glicerol promoveuimimido na
ingesta alimentar dos animais treinados e ndoatein No entanto, 0 consumo
desta substéncia sem a pratica de exercicios figioomoveu aumento nas
medidas de adipécitos, bem como nos niveis de TAGesterol total. Devido a
isso, pode-se inferir que existem contraindicagi@ea utilizacdo de glicerol por

individuos sedentarios.
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ANEXOS
Aprovagdo da Comiss&o de Etica no Uso de AnimdJ@) da Universidade

Federal de Lavras

UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS
PRO-REITORIA DE PESQUISA
COMISSAQO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVBAS Cx.P.3037 - Lavras — MG — 37200-000 — (35) 3829-5182 cha@nintec.ufla.br

CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo n° 022/12, relativo ac projeto intitulado "Avaliagéo de
parametros metabdlicos e fisiolégicos em ratos recebendo dieta suplementada com
glicerol € submetidos a protocolo de exercicio aerébio”, que tem como responsavel
Luciano Jose Pereira esta de acordo com os principios éticos da experimentacéo animal,
adotados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (Comissdes Permanentes/PRP-
UFLA), tendo sido aprovado na reunido de 06/09/2012.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n® 022/12, related to the project entitled
"Evaluation of metabolic and physiological parameters in rats receiving diet
supplemented with glycerol and subjected to aerobic exercise"”, under the supervision of
Luciano José Pereira, is in agreement with the Ethics Principles in Animal
Experimentation, adopted by the Bioethic Committee in Utilization of Animals
(ComissBes Permanentes/PRP-UFLA), and was approved in September 6, 2012.

Lavras, 06 de setembro de 2012

Prof*, Gabyjela Rodrigues Sakapaio -
Presidente da Chmissip de Eticano Uss‘s\ Anixrﬁais

A
\\/Ef

Universidade Federal de Lavras
Pré-Reitoria de Pesquisa /Comissdes Permanentes
Campus Universitario -
Caixa Postal 3037 / CEP 37200 000 — Lavras, MG - Brasil
Tel.: +55 (35) 3829 5182
cha@nintec ufla.br - www.prp.ufia.br
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Figura 1. Adipdcitos da regido epididimaria de satubmetidos ou ndo a
treinamento fisico de seis semanas e suplementamosglicerol, glicose ou
salina na dieta, durante quatro semanas. Obje¢ivi0r. (A, B, C: animais ndo-
treinados suplementados respectivamente com solsgdioa, glicose ou
glocerol; D, E, F: animais treinados suplementadespectivamente com
solucéo salina, glicose ou glicerol).
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Figura 2. Fibras do musculo gastrocnémio (cortestrarsal na regido medial do
tecido) de ratos submetidos ou ndo a treinamesioofide seis semanas e
suplementados com glicerol, glicose ou salina rtaddurante quatro semanas.
Objetiva de 40x. (A, B, C: animais nao-treinados plsmentados
respectivamente com solugdo salina, glicose oueghicD, E, F: animais
treinados suplementados respectivamente com solsgdina, glicose ou
gliceral).
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TABELA 1 Andlise de variancia para proteinas naaega de ratos treinados e
nao-treinados suplementados com solu¢do saliasgliou glicerol.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
SUBST 2 3.065870 1.532935 1.651 0.2121
EXERC 1 12.512545 12.512545 13.477 0.0011
SUBST*EXERC 2 9.784472 4.8%@2 5.269 0.0123
erro 25 23.211640 0.928466

Total corrigido 30 48.574527

CV (%)= 4.56

Média geral: 21.1416452  Numero de nlzs@es: 31

TABELA 2 Andlise de variancia para umidade na ogacde ratos treinados e
nao-treinados suplementados com solugdo saliasgliou glicerol.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
SUBST 2 0.360151 0.180076 0.550 0.5838
EXERC 1 0.295130 0.295130 0.901 0.3515
SUBST*EXERC 2 0.424899 0.21245 0.649 0.5312
erro 25 8.186146 0.327446

Total corrigido 30 9.266326

CV (%)= 0.86

Média geral: 66.7721613  Numero de nlzsgdes: 31

TABELA 3 Andlise de variancia para gordura na ceacde ratos treinados e
nao-treinados suplementados com solugdo saliasgliou glicerol.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
SUBST 2 0.330718 165359 0.388 0.6823
EXERC 1 0.800971 meg71 1.880 0.1825
SUBST*EXE 2 0.036915 0.018458 0.043 0.9577

erro 25 10.650738 0.426030

Total corrigido 30 11.819341

CV (%)= 10.99

Média geral: 5.9376129  NUmero de observacdes 31
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TABELA 4 Andlise de variancia para variacdo de pdgsaatos treinados e ndo-
treinados suplementados com solucdo salina, glimoggicerol.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
SUBST 2 0.761134 .380567 0.361 0.7007
EXERC 1 27.295478 28BAT8 25.878 0.0000
SUBST*EXERC 2 0.451124 0.225562 0.214 0.8089
erro 25 26.369861 1.054794

Total corrigido 30 54.877597

CV (%)= 13.92

Média geral:  7.3794012 Numero de obsemrsicd 31

TABELA 5 Andlise de variancia para consumo alimemta ratos treinados e
nao-treinados suplementados com solucdo salirasgliou glicerol.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
SUBST 2 1.654647 0.827323 4.045 0.0301
EXERC 1 2.654770 2.654770 12.979 0.0014
SUBST*EXERC 2 0.301146 0.1385 0.736 0.4891
erro 25 5.113527  0.204541

Total corrigido 30 9.724091

CV (%)= 6.03

Média geral: 7.5010968  Numero de obsemsicod 31

TABELA 6 Analise de variancia para consumo de &dgiaatos treinados e nao-
treinados suplementados com solucdo salina, glimoggicerol.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
SUBST 2 0.892794 0.446397 1.033 0.3708
EXERC 1 3.217469 3.217469 7.442 0.0115
SUBST*EXERC 2 2.456246 1.2231 2.841 0.0773
erro 25 10.808604 0.432344

Total corrigido 30 17.375113

CV (%)= 8.57

Média geral: 7.6748710  Numero de plages: 31
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TABELA 7 Andlise de variancia para a producdo uimde ratos treinados e
nao-treinados suplementados com solucdo salirmasgliou glicerol.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
SUBST 2 0.524927 0.262463 1.412 0.2624
EXERC 1 0.137051 0.137051 0.737 0.3987
SUBST*EXERC 2 0.482808 0.24440 1.299 0.2906
erro 25 4.646490 0.185860

Total corrigido 30 5.791276

CV (%)= 20.18

Média geral:  2.1360630  Numero de obsemsico 31

TABELA 8 Analise de variancia para relacdo neulosfiinfocitos de ratos
treinados e ndo-treinados suplementados com sobadifia@, glicose ou glicerol.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
SUBST 2 0.005508 0.002754 0.152 0.8594
EXERC 1 0.000048 0.000048 0.003  0.9591
SUBST*EXERC 2 0.056247 0.0281 1557 0.2306
erro 25 0.451686 0.018067

Total corrigido 30 0.513489

CV (%)= 18.53

Média geral:  0.7253589  NUmero de obsées; 31

TABELA 9 Andlise de variancia para peso relativocdoacao de ratos treinados
e ndo-treinados suplementados com solugéo salicase ou glicerol.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
SUBST 2 0.025560 0.012780 3.363 0.0509
EXERC 1 0.034164 0.034164 8.990 0.0061
SUBST*EXERC 2 0.007501 0.063 0.987 0.3868
erro 25 0.095010 0.003800

Total corrigido 30 0.162236

CV (%)= 9.76

Média geral:  0.6315806  Numero de obsemsicd 31
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TABELA 10 Analise de variancia para peso relatiedfigado de ratos treinados
e ndo-treinados suplementados com solugéo salicase ou glicerol.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
SUBST 2 0.615535 0.307767 1.274 0.2972
EXERC 1 0.000040 0.000040 0.000 0.9899
SUBST*EXERC 2 0.126462 0.08B2 0.262 0.7717
erro 25 6.037895 0.241516

Total corrigido 30 6.779931

CV (%)= 9.27

Média geral:  5.3020968  NuUmero de obsemsicd 31

TABELA 11 Analise de variancia para peso relatiworiin de ratos treinados e
nao-treinados suplementados com solucdo saliasgliou glicerol.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
SUBST 2 0.012193 0.006097 1.481 0.2468
EXERC 1 0.014047 0.014047 3.411 0.0766
SUBST*EXERC 2 0.006008 0.003 0.730 0.4921

erro 25 0.102944 0.004118

Total corrigido 30 0.135192

CV (%)= 9.74

Média geral:  0.6585484  Numero de obséwsagc 31

TABELA 12 Analise de variancia para peso relatizogtindula adrenal de ratos
treinados e ndo-treinados suplementados com sobadifia@, glicose ou glicerol.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
SUBST 2 0.000231 0.000116 5.478  0.0106
EXERC 1 0.000981 0.000981 46.465 0.0000
SUBST*EXERC 2 0.000006 (D003 0,1267 0.8816
erro 25 0.000528 0.000021

Total corrigido 30 0.001718

CV (%)= 16.26

Média geral: 0.0282581  NUmero de obsemscd 31
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TABELA 13 Andlise de variancia para peso relativordisculo gastrocnémio
direito de ratos treinados e ndo-treinados supleades com solucdo salina,
glicose ou glicerol.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
SUBST 2 0.001713 0.000857 0.063 0.9391
EXERC 1 0.023119 0.023119 1.701 0.2040
SUBST*EXERC 2 0.033423 0.0187 1.230 0.3095
erro 25 0.339750 0.013590

Total corrigido 30 0.398005

CV (%)= 9.20

Média geral: 1.2668710 NuUmero de observacdes 31

TABELA 14 Andlise de variancia para peso relatiecticho de ratos treinados e
nao-treinados suplementados com solucdo salirtasgliou glicerol.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
SUBST 2 0.002830 0.001415 0.586 0.5640
EXERC 1 0.000864 0.000864 0.358 0.5551
SUBST*EXERC 2 0.007251 0.0P86 1.502 0.2422
erro 25 0.060365 0.002415

Total corrigido 30 0.071310

CV (%)= 14.72

Média geral: 0.3338287  NUmero de obsenscde 31

TABELA 15 Analise de varidncia para niveis sérias colesterol de ratos
treinados e ndo-treinados suplementados com sodatiia@, glicose ou glicerol.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
SUBST 2 6.138754  3.069377 0.165 0.8488
EXERC 1 217.077920 217.077920 11.667 0.0022
SUBST*EXERC 2 288.658461 1292331 7.757 0.0024
erro 25 465.138962 18.605558

Total corrigido 30  977.014097

CV (%)= 5,51
Média geral: 78.3296774  Numero de obsenscde 31




134

TABELA 16 Analise de variancia para niveis sérices HDL-Colesterol de
ratos treinados e ndo-treinados suplementados ochmée salina, glicose ou
glicerol.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
SUBST 2 53.256219 26.628110  1.601  0.2225
EXERC 1 3.178110 3.178110 0.191  0.6659
SUBST*EXERC 2 83.613734 41866 2514 0.1020
erro 24 399.117683 16.629903

Total corrigido 29 539.165747

CV (%)= 10.55
Média geral: 38.6413333  Numero de obsemsicd 30

TABELA 17 Analise de variancia para niveis sérided. DL+VLDL-Colesterol
de ratos treinados e nao-treinados suplementadgosclucio salina, glicose ou
glicerol.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
SUBST 2 29.263590 14.631795 0.821  0.4520
EXERC 1 198.825121 198.825121 11.154 0.0027
SUBST*EXERC 2 498.521638 249.28D8 13.983 0.0001
erro 24 427.81980217.825825

Total corrigido 29 1154.430150

CV (%)= 10.41

Média geral: 40.5550000 Numero de nizsgdes: 30

TABELA 18 Andlise de variancia para niveis séridesTriacilglicerois de ratos
treinados e ndo-treinados suplementados com sobatiia, glicose ou glicerol.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc

SUBST 2 3.930016  1.965008 2.187 0.1332
EXERC 1 1.450100 1.450100 1.614 0.2156
SUBST*EXERC 2 6.437670 B335 3.583 0.0428
erro 25 22.459309 0.898372

Total corrigido 30 34.277094

CV (%)= 9.26
Média geral: 10.2318650  NUmero de obsersco 31
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TABELA 19 Analise de variancia para glicemia enujejde ratos treinados e
nao-treinados suplementados com solucdo saliasgliou glicerol.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
SUBST 2 233.166984 116.583492 0.826  0.4495
EXERC 1 782.668227 782.668227 5.544  0.0267
SUBST*EXERC 2 616.711496 308.3857 2.184 0.1336

erro 25 3529.306828141.172273

Total corrigido 30 5161.853535

CV (%)= 9.64

Média geral: 123.2538710  Numero de nlasgdes: 31

TABELA 20 Andlise de variancia para didametro depaditos de ratos treinados
e ndo-treinados suplementados com solu¢éo salicase ou glicerol.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
SUBST 2 649.045900 324.522950 3.505 0.0455
EXERC 1 486.626267 486.626267 5.255 0.0306
SUBST*EXERC 2 320.183323 1606824 1.729 0.1980

erro 25 2314.899914 92.595997

Total corrigido 30 3770.755403

CV (%)= 11.67

Média geral: 82.4892258  Numero de nleggbes: 31

TABELA 21 Andlise de variancia para area de adip8cde ratos treinados e
nao-treinados suplementados com solucdo salirtasgliou glicerol.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
SUBST 2 402.899849 201.449925 3.680 0.0397
EXERC 1 272.542157 272.542157 4.978 0.0349
SUBST*EXERC 2 255.246830 127.6284 2.331 0.1179
erro 25 1368.646994 54.745880

Total corrigido 30 2299.335829

CV (%)= 11.39
Média geral: 64.9639342  Numero de obsensacde 31
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TABELA 22 Andlise de variancia para densidade dépdmitos de ratos
treinados e ndo-treinados suplementados com sobadifia@, glicose ou glicerol.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
SUBST 2 50.553860 25.276930 3.634 0.0612
EXERC 1 13.866654 13.866654  1.994 0.1703
SUBST*EXERC 2 10.699590 5.34979 0.769 0.4741
erro 25 173.887271 6.955491

Total corrigido 30 249.007375
CV (%)= 14.66
Média geral: 17.9955134  Numero de observacdes 31

TABELA 23 Analise de variancia para diametro derdib do musculo
gastrocnémio de ratos treinados e ndo-treinadokeraeptados com solucao
salina, glicose ou glicerol.

FVv GL SQ QM Fc Pr>Fc
SUBST 2 43.281851 21.640925 1.117 0.3430
EXERC 1 7.879965  7.879965 0.407 0.5294
SUBST*EXERC 2 10.481113 524D 0.271  0.7652
erro 25 484.242420 19.369697

Total corrigido 30 545.885348
CV (%)= 10.97
Média geral: 40.1187097  Numero de nizsges: 31

TABELA 24 Andlise de variancia para relacéo vileslds:criptas do duodeno
de ratos treinados e ndo-treinados suplementadosclucao salina, glicose ou
glicerol.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
SUBST 2 0.024998 0.012499 0.432 0.6542
EXERC 1 0.001443 0.001443 0.050 0.8252
SUBST*EXERC 2 0.318257 0.128 5.503 0.0111
erro 23 0.665029 0.028914

Total corrigido 28 1.009726

CV (%)= 12.21

Média geral: 1.3924089  NuUmero de plesgdes: 29
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TABELA 25 Andlise de variancia para relacao vileglds:criptas do jejuno de
ratos treinados e nao-treinados suplementados ochmée salina, glicose ou

glicerol.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
SUBST 2 0.174940 0.087470 4.260 0.0267
EXERC 1 0.132685 0.132685 6.462 0.0182
SUBST*EXERC 2 0.152144 0.078 3.705 0.0403
erro 23 0.472245  0.020532

Total corrigido 28 0.932013

CV (%)= 10.05

Média geral: 1.4258934  NuUmero de plesgdes: 29

TABELA 26 Analise de variancia para relagcéo vilesids:criptas do ileo de
ratos treinados e nao-treinados suplementados ocbhmée salina, glicose ou
glicerol.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
SUBST 2 0.248761 0.124380 3.876  0.0342
EXERC 1 0.109390 0.109390 3.409 0.0767
SUBST*EXERC 2 0.075748 7834 1.180 0.3237
erro 25 0.802222 0.032089

Total corrigido 30 1.236120

CV (%)= 14.48

Média geral: 1.2366954  Numero de obsenscde 31
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TABELA 27 Comparagdo entre médias para 0s niveis Adgartato
aminotransferase antes e depois do exercicio ers fi@inados e ndo-treinados
suplementados com solugéo salina, glicose ou glicer

Treatment Name N  Missing Mean  StdDev SEM
AST antes Glicerol 5 0 80,648 11,366 5,083
AST depois Glicerol 5 0 91,770 17,217 7,700
Difference 5 0 -11,122 7,411 3,314

t =-3,356 with 4 degrees of freedom. (P = 0,028)

AST Antes Glicose 5 0 66,831 3,313 1,482

AST depois Glicose 5 0 77,619 12,858 5,750

Difference 5 0 -10,788 13,054 5,838

t =-1,848 with 4 degrees of freedom. (P = 0,138)

AST antes salina 4 0 71,077 8,780 4,390

AST depois salina 4 0 136,877 23,368 11,684
Difference 4 0 -65,800 31,308 15,654

t = -4,203 with 3 degrees of freedom. (P = 0,025)

TABELA 28 Comparacao entre médias para a variagoniveis de Aspartato
aminotransferase entre antes e depois do exereftigatos treinados e nao-
treinados suplementados com solucao salina, glmosggicerol.

Comparison Diffof Means p q P P<0,050
Salina vs. glicerol 55,014 3 6,206 0,003 Yes
Salina vs. glicose 54,679 2 6,168 0,001 Yes

Glicose vs. glicerol 0,334 2 0,0400 0,978 No
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TABELA 29 Comparacgdo entre médias para os niveisadéato antes e depois
do exercicio em ratos treinados e ndo-treinadotemsgmtados com solucao
salina, glicose ou glicerol.

Treatment Name N MissingMean Std Dev SEM
Lactato antes Glicerol 6 0 1,833 0,195 0,0798
Lactato depois Glicerol 6 1 2,917 0,858 0,384
Difference 6 1 -1,020 0,850 0,380

t =-2,684 with 4 degrees of freedom. (P = 0,055)

Lactato Antes Glicose 5 0 2,281 0,674 0,301
Lactato depois Glicose 5 0 3,459 1,364 0,610
Difference 5 0 -1,178 0,760 0,340

t = -3,464 with 4 degrees of freedom. (P = 0,026)

Lactato antes salina 4 0 1,927 0,110 0,0550
Lactato depois salina 4 0 4,391 0,642 0,321
Difference 4 0 -2,464 0,662 0,331

t = -7,440 with 3 degrees of freedom. (P = 0,005)

TABELA 30 Comparagéo entre médias para a variag&omiveis de Lactato
entre antes e depois do exercicio em ratos tresnaelondo-treinados
suplementados com solucéo salina, glicose ou glicer

Comparison Diff of Means p q P P<0,050
Salina vs. glicerol 1,866 3 4,110 0,033 Yes
Salina vs. glicose 1,286 2 2,725 0,078 No

Glicose vs. glicerol 0,580 2 1,362 0,355 No




