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INFLUENCIA DA ERITROPOETINA HUMANA RECOMBINANTE SOBRE CONCENTRAGCOES
DE LACTATO EM ANIMAIS TREINADOS

RESUMO

Introducao: A eritropoetina humana
recombinante (rHUEPO) promove o aumento
de glébulos vermelhos no sangue, podendo
potencializar o desempenho fisico. No entanto,
este horménio pode desencadear outros
efeitos que ainda sdo pouco discutidos na
literatura. Objetivo: Verificar a influéncia do
tratamento com rHUEPO sobre as
concentracdes de lactato e tempo de exaustéo
em 20 ratos treinados. Materiais e Métodos:
Os animais foram divididos em grupo
sedentario (S), grupo treinado (T) e grupo
treinado + rHUEPO (T+rHUEPO). O periodo de
administracdo e de treinamento foi de seis
semanas. Resultados: Houve diferenca
significativa entre as concentractes de lactato
do S vs T e T+rHUEPO (P<0,05). Os valores
de tempo de exaustao foram
significativamente diferentes para T vs S,
T+rHUEPO vs S e T (P<0,05). Conclusdo: Os
resultados mostraram que o tratamento com
rHUEPO pode maximizar a resisténcia fisica
de animais treinados, sem necessariamente
alterar significativamente os niveis de glébulos
vermelhos e concentragbes sanguineas de
lactato.
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ABSTRACT

Effects of uman recombinant erythropoietin on
lactate concentrations in trained animals

Introduction: Recombinant human
erythropoietin (rHUEPQO) is an erythropoiesis-
stimulating agente that can improve the
exercise performance. Other effects can be
observed from the treatment with rHUEPO, but
are little discussed in the literature. Aims: To
evaluate the influence of rHUEPO on lactate
concentrations and exhaustion time of trained
animals. Methods: Male Wistar rats (n=20)
were randomly divided into sedentary group
(S), trained group (T) and trained + rHUEPO
group (T+rHUEPO). The period of
administration of rHUEPO and aerobic
swimming training was six weeks. Results:
There was a significant difference between the
blood lactate concentrations to S vs T and
T+rHUEPO (P<0,05). The values of time of
exhaustion were also significantly different
between Tvs S, T+and TrHUEPO vs Sand T
(P<0,05). Conclusion: The findings showed
that the treatment with rHUEPO increases
exercise  performance, not necessarily
changing the levels of red blood cells and
blood lactate concentrations.
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INTRODUCAO

A eritropoetina humana recombinante
(rHUEPO) ¢é uma glicoproteina altamente
purificada, composta por uma sequéncia de
aminodcidos idéntica a da eritropoetina (EPO)
endégena (Jacobs e colaboradores, 1985).

Esta substancia tornou-se
comercialmente disponivel a partir de 1988
(Choi e colaboradores, 1996) e foi oficialmente
proibida pelo Comité Olimpico Internacional
(COI) em 1990 (Cazzola, 2002).

Em virtude da dificuldade de detecc¢éo
e diferenciagdo entre a rHUEPO e a EPO
endogena, bem como do uso da técnica
natural de hipéxia intermitente, que
desencadeia aumento da producdo de EPO no
organismo (Balestra e Germonpré, 2010), este
horménio recombinante passou a ser utilizado
de forma indiscriminada por atletas (Magnani e
colaboradores, 2001) com o objetivo de
melhorar o desempenho fisico (Cazzola,
2002).

Além dos efeitos classicos
relacionados ao estimulo a eritropoiese, os
estudos tém demonstrado que a administragédo
subcuténea de rHUEPO, em diferentes doses,
pode potencializar a capacidade aerébia de
humanos (Audran e colaboradores, 1999; Juel
e colaboradores, 2007), explicada
principalmente pelo aumento da oferta de O2
para os musculos ativos.

No entanto, h4 relatos de que este
tratamento pode também influenciar o sistema
anaerébio, por meio de alteracdes
relacionadas as concentra¢ges de lactato no
sangue (Connes e colaboradores, 2004; Lavoie
e colaboradores, 1998; Meierhenrich e
colaboradores, 1996).

Alguns estudos observaram redugfes
dos niveis de lactato sanguineo durante o
exercicio fisico em pacientes em hemodialise
e atletas recreacionais tratados com rHUEPO
(Meierhenrich e colaboradores, 1996; Russell
e colaboradores, 2002).

Isto pode ser explicado pelas
diferentes  modificagdes  fisiolégicas e
biolégicas no musculo, incluindo as alteragdes
no transporte de lactato, realizadas pelos
transportadores monocarboxilatos 1 e 4 e nos
eritrécitos, que poderdo funcionar como um
compartimento de diluicAo deste substrato
durante o exercicio, reduzindo seu acumulo e
a acidose (Connes e colaboradores, 2004;
Juel e colaboradores, 2003).

Assim, estas adaptacGes também
podem explicar o desempenho fisico aerébio
maximizado, pelo fato de que o acumulo de
lactato representa uma das principais causas
da fadiga muscular, limitando inclusive a
condicdo fisica em exercicios de longa
duracdo (Freitas e colaboradores, 2010;
Khanna e Manna, 2005).

Neste contexto, um melhor
entendimento dos efeitos da rHUEPO sobre
este substrato pode ajudar inclusive a
estabelecer medidas preventivas e novas
estratégicas de deteccao de doping (Connes e
colaboradores, 2004).

E importante destacar que apesar das
novas descobertas relacionadas aos efeitos da
rHUEPO sobre varidveis que determinam o
desempenho fisico, os resultados de que o
horménio promova de fato, adaptagBes no
metabolismo do lactato sanguineo, ainda séo
inconclusivos.

Desta forma, o presente estudo
objetivou verificar se o0 tratamento com
rHUEPO pode modificar a concentracdo do
lactato sanguineo e tempo de exaustdo, em
ratos submetidos ao treinamento aerobio com
natacao.

MATERIAIS E METODOS
Modelo experimental

O presente estudo foi realizado
baseando-se nos Principios Eticos de
Experimentagcdo Animal adotado pelo Colégio
Brasileiro  de Experimentacdo  Animal
(COBEA), o gual foi aprovado pela Comissao
de Etica no uso de Animais (CEUA), da
Universidade do Vale do Paraiba (Protocolo de
n° AQ32/CEUA/2011).

Foram utilizados 20 ratos Wistar
machos, com peso corporal de 304 + 8 gramas
(Média = DP), divididos aleatoriamente nos
seguintes grupos: sedentario (S) (n=6),
treinado (T) (n=7) e treinado + rHUEPO
(T+rHUEPO) (n=7). Os animais foram
mantidos em gaiolas coletivas, com acesso a
ragdo e agua ad libitum, no biotério do
Laboratorio de Fisiologia e Farmacologia do
Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento
(IP&D), da Universidade do Vale do Paraiba
(UNIVAP), em temperatura de 22° a 25° C,
umidade relativa e luminosidade controlada
(Ciclo claro/escuro del2 horas).
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Protocolo de treinamento fisico

Com o intuito de reduzir o estresse
desencadeado pelo exercicio fisico, os
animais foram previamente adaptados em
meio liquido durante cinco dias (Gobatto e
colaboradores, 2001).

O treinamento aer6bio foi realizado
durante seis semanas, incluindo cinco sesstes
de treino por semana, com 30 min de duracéo
em cada uma delas. A intensidade do
treinamento foi determinada pelo TCM,
conforme descrito no estudo de Caetano
Junior e colaboradores (2013).

Administracdo de eritropoetina humana
recombinante

A rHUEPO (Eritromax® Blausiegel) foi
administrada por via subcutanea, na regido
dorsal (nuca), em trés dias de cada semana,
durante seis semanas. A dose administrada foi
de 50UI/Kg nas trés primeiras semanas e
20UI/Kg nas trés ultimas. Quinzenalmente os
animais receberam por via oral, 2,4 mg de
ferro. Optou-se por este protocolo, pelo fato de
grande parte dos estudos relacionados ao
desempenho esportivo utilizar essas dosagens
similares (Audran e colaboradores, 1999; Juel
e colaboradores, 2007; Poux e colaboradores,
1995; Russell e colaboradores, 2002).

Anélise da concentragcdo sanguinea de
lactato

Ao final do protocolo experimental, os
animais foram submetidos individualmente, a
um teste de esforco fisico continuo de natacao
com sobrecarga de 8% do peso corporal. O
sangue (25uL) foi coletado pela porcao distal
da cauda de cada animal, em repouso, aos 10
e 20 min. (Gobatto e colaboradores, 2001) e
colocado em tiras-teste (BMLactate®) para
quantificacdo do lactato, através de um
analisador portatil Accutrend® Lactate.

Coleta sanguinea

Para avaliacdo da série vermelha do
sangue 0s animais, 24 horas apds o teste de
lactacidemia, foram anestesiados com 50
mg/Kg?! de Ketamina (Cetamin 10%, 50 mL;
Syntec do Brasil Ltda.)) e 40 mg/Kg?' de
xilazina (Xilazin 2%, 50 mL; Syntec do Brasil
Ltda., S&o Paulo, Brazil), por via intramuscular.

O sangue foi coletado (0,5 mL por
animal) por puncao cardiaca, armazenado em
tubo com EDTA (Ethylenediamine tetraacetic
acid) e levado, sob refrigeracéo, para analise
hematolégica automatica. Em seguida, os
animais foram sacrificados, por meio de
injecdo intracardiaca de cloreto de potassio
(KCI) a 20%.

As amostras de sangue foram
homogeneizadas por cinco min. (AP22,
Phoenix), em seguida, foram analisadas por
30 min., utilizando um analisador hematoldgico
automatico (BC-2800Vet, Mindray®, Nanshan,
China), para avaliagdo do numero de
eritrocitos e concentracéo de Hb.

Anadlise estatistica

Incialmente, os resultados foram
submetidos & andlise de normalidade pelo
teste de Kolmogorov Smirnov (KS). Para a
comparacao entre grupos, utilizou-se a analise
de variancia ANOVA (One Way) e o teste de
Tukey. Os valores foram expressos em média
+ desvio padrdo (DP) e o nivel de significancia
adotado foi de P<0,05.

RESULTADOS

Na tabela 1 s&@o apresentados o0s
valores (média + DP) de eritrécitos e
concentracdo de Hb dos trés grupos
estudados. De acordo com os resultados
obtidos, observa-se que n&do houve diferenca
significativa entre os diferentes grupos
experimentais.

Tabela 1 - Valores sanguineos de eritrécitos (10%/uL) e de hemoglobina (g/dL) de ratos sedentarios
(S), somente treinados (T) e treinados e tratados com rHUEPO (T+ rHUEPO), durante seis semanas.

Grupos Eritrécitos (10%/uL) Hemoglobina (g/dL)
S 8,1+0,7 12,7+0,4
T 8,6 +0,3 13,1+0,7
T+rHUEPO 8,6 +0,7 13,3+£0,7

Legenda: Valores expressos em média + DP. Nao houve diferenca significativa entre os respectivos grupos
experimentais.
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Os valores da concentracdo de lactato
sanguineo, durante teste de esforco com
sobrecarga de 8% do peso corporal (Figura 1),
mostraram um aumento significativo dos
valores obtidos em 10 e 20 min. comparados
as concentra¢des em repouso do S (2,1 + 0,3
mmol/L; 7,2 £ 0,3 mmol/L; 9,1 £+ 0,4 mmol/L;
P<0,001).

As concentracfes de lactato em
repouso do T (1,9 = 0,2 mmol/L), também
foram significativamente diferentes em relacéo
aos tempos de 10 (6,1 £ 0,6 mmol/L; P<0,001)
e 20 min. (6,4 £ 0,6 mmol/L; P<0,001), o
mesmo observado entre as concentragdes do
T+rHUEPO em repouso (2,0 £ 0,3 mmol/L),

comparada aos 10 min. (5,4 _i 0,4 mmol/L;
P<0,001) e 20 min. (5,6 * 0,3 mmol/L;
P<0,001).

:Repouso
10 4 *

- 10 minutes
- 20 minutos

Ainda com relacdo a concentracdo
sanguinea de lactato, os valores coletados em
10 min. do S foram significativamente
diferentes dos valores dos T e T+HUEPO
(P<0,05), bem como entre os valores obtidos
em 20 min. do S vs T e T+HUEPO (P<0,05).
N&o houve diferenga significativa entre as
concentracdes de lactato em repouso, dos
respectivos grupos.

Os tempos de exaustdo registrados
apos protocolo de natacdo com sobrecarga de
8% do peso corporal de cada animal estdo
descritos na figura 2.

O T+rHUEPO apresentou um tempo
de exaustdo significativamente maior (57,9 *
4,0 min.)) do que o T (40,7 £ 3,1 min.)
(P<0,01). Ambos o0s grupos apresentaram
tempos significativamente superior ao do S
(21,7 £ 0,7 min.) (P<0,01).

70 4

Tempo de exaustao (Minutos)

T+rHUEPO

S T

T+HUEPO
Legenda: * P<0,05 entre os niveis de lactato obtidos em
repouso vs valores de lactato obtidos aos 10 e 20 min. #

P<0,05 concentragbes de lactato obtidas aos 10 min.do Svs T
e T+HUEPO. t P<0,05 comparagao dos niveis de lactato

obtidos aos 20 min. do Svs T e S vs T+HUEPO.
Figura 1 - Concentracao de lactato sanguineo dos
grupos S (n=6), T (n=7) e T+rHUEPO (n=7), no repouso

e em 10 e 20 min., apds a realizacéo do teste de esforgo

com sobrecarga de 8% do peso corporal.

Legenda: * P<0,01 vs S; # P<0,01 vs T. S-Sedentario; T-
Treinado; T+rHUEPO-Treinado e tratado com rHUEPO.

Figura 2 - Tempo de exaustédo (Min.) dos animais
durante teste de esforco fisico continuo de natacao,
com sobrecarga de 8% do peso corporal, apés seis

semanas de treinamento e/ou tratamento com
rHUEPO.

DISCUSSAO
Com o objetivo de verificar as
alteragfes do lactato sanguineo e da

resisténcia fisica aerdbia de ratos treinados e
tratados com rHUEPO, pode-se observar que o
tratamento influenciou ambas as variaveis,
sem necessariamente aumentar

significativamente os glébulos vermelhos no
sangue.

Os valores de eritrocitos e de Hb dos
grupos T e T+rHUEPO, apesar de néo
significativos, foram superiores aos valores do
grupo S. Assim, pelo fato de ndo haver
diferenca entre o T e T+rHUEPO, pressupde
gue este aumento se deva exclusivamente ao
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treinamento fisico aerébio, conforme mostrado
em outros estudos, utilizando animais
treinados em esteira (Baker e colaboradores,
2011; Martinez-Bello e colaboradores, 2011).

E importante destacar que a
intensidade do treinamento, determinada pela
carga, volume e frequéncia das sessbes de
treino, promove diferentes efeitos no
organismo, podendo modificar ou ndo o
namero de eritrocitos e de Hb no sangue de
acordo com a intensidade com é executado.

Nascimento e colaboradores (2004),
por exemplo, mostraram que a série vermelha
do sangue de ratos ndo foi modificada, apos
seis semanas de natacdo, com 45 min./dia e
sobrecarga de até 3% do peso corporal. Além
disso, h& relatos de que o treinamento
excessivo, com inadequados periodos de
recuperacdo pode levar a um estado de
overtraining reduzindo os niveis de Hb no
sangue (Ru e Peijie, 2009).

Grande parte dos estudos encontrados
na literatura, utilizando diferentes protocolos
experimentais de administracdo da rHUEPO
(Audran e colaboradores, 1999; Durussel e
colaboradores, 2013; Thomsen e
colaboradores, 2007), mostra que 0 hormdnio
aumenta significativamente a série vermelha
do sangue. Assim como encontrado nho
presente estudo, os autores também ndéo
observaram aumento  significativo de
componentes sanguineos em individuos
saudaveis até a sexta semana de tratamento
com rHUEPO (65Ul/Kg) (Robach e
colaboradores, 2009). E importante ressaltar
que em virtude da caréncia de estudos
associando o treinamento fisico sistematizado
juntamente com o tratamento com rHUEPO, a
explicagdo e discussdo para este achado foi
dificultada.

Em relacdo a resposta do lactato
sanguineo e da resisténcia fisica dos animais,
verificou que o treinamento fisico aerébio

proposto foi também responsavel por
influenciar o metabolismo do lactato,
evidenciado nas concentracfes

significativamente menores do T comparado
ao S, bem como pela diferenca né&o
significativa encontrada entre T e T+rHUEPO
(Figura 1).

Os resultados estdo de acordo com a
literatura, que aponta o treinamento fisico
aerobio, como sendo um dos principais
estimulos para modificar o metabolismo do
lactato no sangue, podendo reduzir sua

producdo e/ou aumentar sua remocao (Freitas
e  colaboradores, 2010; Macrae e
colaboradores, 1992).

Alguns estudos utilizando diferentes
protocolos de treinamento com natagdo
encontraram reducéo de lactato sanguineo em
animais, Freitas e colaboradores (2010), por

exemplo, submeteram animais a sessoes
diarias de natagcdo, por 30 min.,, sem
sobrecarga, durante seis semanas e

verificaram que a concentracdo de lactato dos
animais treinados estabilizou-se em 3,8 + 0,4
mmol/L e 6,2 £ 0,56 mmol/L, nos testes de
esforco sem sobrecarga e com sobrecarga a
5% do peso corporal, respectivamente.
Gobatto e colaboradores (2001), por sua vez,
apos treinamento com natagdo de 9 semanas
(sobrecarga de 8% - peso corporal/60 min. -
dia), observaram uma estabilizacdo da
concentracdo de lactato sanguineo (5,5
mmol/L), nos animais treinados aos 10 e 20
min., durante teste de esfor¢co a 8% do peso
corporal.

Em relacdo a influéncia do tratamento
com rHUEPO sobre o metabolismo do lactato
sanguineo, verificou-se que as alteragbes de
lactato apresentadas pelo T+rHUEPO, séo
decorrentes do treinamento fisico aerobio,
como discutido anteriormente. Estes
resultados diferem de alguns relatos da
literatura, os quais verificaram tais efeitos pelo
tratamento com o horménio (Connes e
colaboradores, 2004; Meierhenrich e
colaboradores, 1996). Russel e colaboradores
(2002), por exemplo, observaram em atletas
submetidos a exercicios com intensidades
variando de 60% a 100% do VO2zmax, menores
concentracdes de lactato, apds oito semanas
de tratamento com rHUEPO, sendo as trés
primeiras a 50 UI/Kg e as cinco ultimas a 20
UlI/Kg.

Um fator que ajuda a explicar esta
divergéncia é que os mesmos autores (Russell
e colaboradores, 2002), verificaram aumento
de hematdcrito nos grupos tratados.

Alguns estudos tém demonstrado que
a rHUEPO pode elevar o transporte intracelular
de lactato para o intersticio dos eritrécitos,
mediado por transportadores monocarboxilato
1 e 4 nos eritrocitos, bem como pode
intensificar a capacidade destas células em
funcionar como compartimento de diluicdo
deste substrato durante o exercicio, reduzindo
seu acumulo e a acidose (Connes e
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colaboradores, 2004; Juel e colaboradores,
2003).

Os valores de tempo exaustédo
mostraram que os protocolos de treinamento
fisico aerobio e de tratamento com rHUEPO,
potencializaram o desempenho fisico dos
animais. O T foi significativamente diferente do
S, enquanto que o T+rHUEPO diferenciou
significativamente (P<0,01) dos demais grupos
(Figura 2).

Este achado corrobora com outros
estudos, os quais encontraram aumento do
tempo de exaustdo e do VO2max em individuos
submetidos ao mesmo tipo de tratamento (Juel
e colaboradores, 2007; Russell e
colaboradores, 2002; Thomsen e
colaboradores, 2007).

Os resultados também mostraram que
o tratamento com rHUEPO pode contribuir
para o aumento do desempenho fisico dos
animais, concomitante a niveis de eritrécitos,
Hb e lactato similares aos de animais somente
treinados. Apesar da pequena diferenca
encontrada entre as concentragbes de lactato
do T+rHUEPO e T, o0s componentes
sanguineos analisados ndo podem explicar o
tempo de exaustdo  significativamente
prolongado dos animais tratados. Isto sugere
que os efeitos deste horménio recombinante
vao além daqueles relacionados aos glébulos
vermelhos no sangue (Cayla e colaboradores,
1992; Robach e colaboradores, 2009) e as
concentracdes sanguineas de lactato (Freitas
e colaboradores, 2010; Lavoie e
colaboradores, 1998).

Ha relatos de que o tratamento com
rHUEPO pode influenciar proteinas musculares
(Juel e colaboradores, 2007; Lundby e
colaboradores, 2008), aumentar da
concentracdo de A&cidos graxos livres e
glicogénio muscular (Lavoie e colaboradores,
1998), e ainda, pode promover efeitos neurais,
potencializando o desempenho fisico, sem
necessariamente alterar a producéo de células
vermelhas do sangue (Schuler e
colaboradores, 2012).

Neste sentido, sugere-se novos
estudos associando o tratamento com rHUEPO
e exercicio fisico, envolvendo inclusive outras
variaveis que ajudam a explicar mais
precisamente a melhora do desempenho
esportivo por meio deste tratamento.

CONCLUSAO

Pode-se concluir que o treinamento
fisico apresenta-se como um dos principais
estimulos capaz de reduzir as concentracdes
de lactato sanguineo, e ainda, que o
tratamento  com rHUEPO potencializa
consideravelmente o desempenho fisico de
animais treinados, sem necessariamente
alterar significativamente o0s niveis de
eritrécitos, Hb e lactato sanguineo.
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