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Suplemento com Cystoseira canariensis promove
aumento de resisténcia a carga maxima em
musculo gastrocnémio de ratas

Supplemem‘ with Cysz‘oseim canariensis promotes an increase af resistance to the
maximum load in the grastrocnemius muscle of female rats

Sup/emento con Cysz‘oseim canariensis promueve aumento de la resistencia a la carga

mdxima en musculo gélSﬁ"OCﬂ@ﬂ’liO de ratas

Douglas Reis Abdalla’, Eliana Silva Cassimiro Aratjo? Leonardo César Carvalho?, Dernival Bertoncello*

RESUMO | O objetivo deste trabalho foi avaliar a carga
maxima suportada pelo musculo gastrocnémio de ratas
apos intervencao com Cystoseira canariensis, associado
Oou Nao a natacao. Foram utilizadas 28 ratas Wistar, dividi-
das em 4 grupos: controle (C, n=7); suplemento (S, n=7);
suplemento e natacao (SN, n=7); e natacdo (N, n=7). Cada
animal pertencente aos grupos S e SN recebeu 20 mg
de inibidor de miostatina por dia. A natacao consistiu em
um protocolo aerdbio, trés vezes por semana, durante
oito semanas. Apos o periodo de treinamento, foi retirado
0 musculo gastrocnémio direito de cada animal e reali-
zado teste de tracao em uma maqguina de ensaio Emic.
Os resultados (Média=DP) foram avaliados por meio de
ANOVA e teste de Tukey (p<005). Houve diferenca sig-
nificativa para carga no limite maximo (em N) entre os
grupos C (3541£106) e S (3998+115); N (2794+219) e S
(3998+115); N (2794+219) e SN (3778+1,28). Em relacdo
ao alongamento no limite maximo (em x10°m), o grupo
SN obteve valor (2068=x119) significativamente maior do
que os grupos C (1715111 e N (16]11+1,60). Houve diferen-
¢a significativa para ganho de massa corporal entre os
grupos tratados com suplemento e suplemento asso-
ciado a natacdo, com menores valores para este ultimo.
O inibidor de miostatina, associado ou nao a natacao,
promove aumento de resisténcia a carga maxima, no tes-
te de tracao, em musculo gastrocnémio de ratas jovens.

Miostatina; Natacdo; Forca Muscular;
Ratos Wistar.

ABSTRACT | Was evaluated the maximum load supported
by the grastrocnemius muscle of female rats after the min-
istering of Cystoseira canariensis, either associated or not to
swimming. Twenty-eight young Wistar female rats were used,
divided into 4 groups: control (C, n=7); supplement (S, n=7);
supplement and swimming (SSw, n=7); swimming (Sw, n=7).
Each one pertaining to the groups S and SSw received 20
mg of myostatin inhibitor per day. The swimming consisted
in an aerobe protocol, three times in a week, during eight
weeks. The right grastrocnemius muscle of each animal was
removed and a tension test was performed in an Emic testing
machine. The results (Mean+SEM) were evaluated through
ANOVA and Tukey test (p<O05). A significant difference
for maximum load (in N) was verified among the groups C
(3541£106) and S (3998=115);, Sw (2794+219) and S (3998=115);
Sw (2794+219) and SSw (3778+128). In relation to the stretch-
ing at the maximum limit (in X10%m) at the maximum load, the
group SSw obtained a value (2068x119) significantly greater
than the groups C (1715111, S and Sw (1611x160). There was a
significant difference for body weight gain among the groups
treated with supplement and supplement associated to the
swimming, with smaller values for this last. The myostatin in-
hibitor either, associated or not to the swimming, promotes
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an increase of resistance to the maximum load in the tension test in
grastrocnemius muscle of young female rats.

Myostatin; Swimming; Muscle Strength; Rats, Wistar.

RESUMEN | El objetivo de este trabajo fue evaluar la carga maxima
soportada por el musculo gastrocnemio de ratas después de inter-
vencion con Cystoseira canariensis, asociado 0 no con la natacion.
Se utilizaron 28 ratas Wistar, divididas en 4 grupos: control (C, n=7);
suplemento (S, n=7); suplemento y natacion (SN, n=7); y natacion (N,
n=7/). Cada animal perteneciente a los grupos S vy SN recibi¢ 20 mg
de inhibidor de miostatina por dia. La natacion consistio em un pro-
tocolo aerdbico, tres veces por semana, durante ocho semanas. Tras
el periodo de entrenamiento, fue retirado el musculo gastrocnemio
derecho de cada animal y realizado test de traccion en una maqguina

INTRODUCAO

A hipertrofia do musculo esquelético é resultado do
crescimento individual da 4rea transversal das fibras
musculares, o que resulta em um aumento de sua drea de
sec¢do transversa, que, por sua vez, ¢ reflexo do acrésci-
mo no nimero e tamanho das miofibrilas e a adaptagio
de sarcomeros no interior da fibra muscular!. Dentre os
mecanismos responsaveis pelo controle do aumento do
tamanho da fibra muscular, hi de se considerar a mios-
tatina, um potente regulador de crescimento e diferen-
ciagdo mioblastica®.

Esta proteina, miostatina, é expressa inicialmen-
te durante a formagdo da célula musculoesquelética e
conhecida como fator diferenciador de crescimento -8
(GDF-8), da superfamilia de fator de crescimento
tumoral beta (TGF-). Trata-se de um inibidor do
aumento do trofismo muscular, pela inativagio dos
mioblastos e de células satélites>.

No musculo esquelético, a miostatina ¢ transcri-
ta como um RNA mensageiro (RNAm) que codifica
uma proteina precursora contendo 335 aminodcidos.
Em camundongos adultos, a miostatina circula como
uma forma latente no sangue que pode ser ativada
em meio dcido, similar ao TGF-f. A expressio exces-
siva de miostatina sistémica em ratas adultas induz a
perda de massa muscular profunda e de gordura sem,
no entanto, diminuir a absor¢io de nutrientes’. Ainda,
ja foi identificada a diminui¢do da expressio de RNAm
para miostatina em musculo esquelético de camundon-
gos expostos ao treinamento fisico®.

Na literatura hd poucos indicativos de inibido-
res de miostatina, embora ja tenham sido considera-

dos como proviveis candidatos a terapia génica’™.

de ensayo Emic. Los resultados (Media=DP) fueron evaluados por
ANOVA v test de Tukey (p<005). Hubo una diferencia significativa en
la carga maxima (en N) entre los grupos C (3541+106) y S (3998=115);
N 2794+219) y S (3998+115); N (2794+219) y SN (3778+128). En
cuanto al alargamiento en el limite maximo (en x10-3 m), el grupo SN
obtuvo valor 2068=119) significativamente mayor que los grupos C
71511 y N (1611+160). Hubo una diferencia significativa en el au-
mento de masa corporal entre l0s grupos tratados con suplemento
Y suplemento asociado con la natacion, con valores mas bajos para
este Ultimo. El inhibidor de miostating, asociado 0 no con la natacion,
promueve aumento de resistencia a la carga maxima, en el test de
traccion, en musculo gastrocnemio de ratas jovenes.
Miostatina; Natacion; Fuerza Muscular;

Ratas Wistar.

Estudos sugerem que a suplementagdo que contém
Cystoseira canariensis pode promover perda de massa
gorda corporal e ganho de massa muscular, uma vez
que esse composto, derivado de algas marrons, seria li-
gado a miostatina e, aparentemente, reduziria os efei-
tos bioldgicos desta proteina'?'*. No entanto, ndo sio
encontrados estudos que abordem o efeito dessa suple-
mentagio sobre a resisténcia e forga muscular em ratos.
Sua importincia para o controle de massa muscular vem
ao encontro da necessidade de se desenvolver estudos
com foco em situagdes de perda de forga, seja por desuso
ou por auséncia de filamentos proteicos no interior das
miofibrilas, seja em decorréncia de alguma doenga espe-
cifica, sindromes ou envelhecimento'>,

O objetivo deste trabalho foi verificar o possivel efei-
to do suplemento com Cystoseira canariensis, associado
ou nio a natagdo, sobre a massa corporal e a forga de
tragdo do musculo gastrocnémio de ratas.

METODOLOGIA
Animais

Este estudo caracterizou-se como experimental rando-
mizado. Foram utilizadas 28 ratas Wistar com 45 dias de
idade e massa corporal de aproximadamente 250 g, pro-
venientes e mantidas no Biotério Central da UNIUBE.
Os animais foram mantidos em regime de luz (10 horas
claro e 14 horas escuro) e temperatura controladas (25°C).
Foram divididos em quatro grupos: controle (C, n=7),
sem natagio e sem suplemento; suplemento (S, n=7), que
receberam suplemento; suplemento associado a natagio
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(SN, n=7), que realizaram o protocolo de exercicios e re-
ceberam suplemento no periodo; e natagio (N, n=7), que
s6 realizaram o protocolo de natagao.

Para realizagdo do trabalho, conforme as normas do
Comité de Etica em Pesquisa institucional, foram se-
guidos todos os principios propostos por alguns autores
e ratificados pela UNESCO, que, em 1978, elaborou a
Declaragio dos Direitos dos Animais. O experimento
norteou-se de acordo com todos os cuidados necessarios
para evitar o sofrimento de cada animal''®. O projeto
foi aprovado pela Comissio de Experimentagio Animal

da UNIUBE (Processo n° 028/2009).
Tratamento e protocolo de exercicios

Os animais dos grupos S e SN foram tratados com 20 mg
(T™

de suplemento Myoblast'™, que contém Cyszoseira ca-
nariensis, diluido em dgua, em uma dose didria, durante
8 semanas, 6 dias por semana.

Os animais foram treinados com exercicio aerébio
cronico moderado (natagio), em uma frequéncia de trés
vezes por semana, em dias alternados, durante oito se-
manas, a partir de protocolo adaptado de diferentes au-
tores'”?. A temperatura da dgua foi mantida entre 30° e
35°C e trocada diariamente. Durante o periodo de nata-
¢do, o aumento do tempo foi progressivo, iniciando, no
primeiro dia, com 15 minutos, com acréscimo de 15 mi-
nutos no segundo dia e assim sucessivamente, até chegar
ao tempo total de 45 minutos. Durante a natagio, rea-
lizada em tanque com dimensées de 1,5x0,90x0,70 m,
o animal teve sobrecarga (5% da massa corporal)
atada a cauda.

Variaveis estudadas
Massa Corpoml

No decorrer das oito semanas de tratamento, foram
verificados, semanalmente, os valores de massa corpo-
ral dos animais, a fim de preparar a carga a ser atada a
cauda e avaliar o provével ganho de peso. Apés as oito
semanas, os animais foram eutanasiados com overdo-
se de anestésico.

Analise de tecido muscular
Ensaio de tragdo

Para o ensaio de tragio foi coletado o conjunto fémur-
gastrocnémio-calcineo direito das ratas. A mdquina
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universal de ensaio EMIC® - modelo DL3500, do
Laboratério de Pesquisa em Materiais Odontolégicos
da Universidade de Uberaba, equipada com uma célu-
la de carga 50 kegf, foi utilizada para execugdo do en-
saio mecanico. A médquina esteve ligada diretamente a
um microcomputador equipado com soffware capaz de
obter os valores de carga e alongamento com precisio.
Foi utilizado um acessério especial para fixagio e reali-
zagdo dos ensaios de tragdo dos musculos, para que fos-
sem preservadas a origem e a inser¢do muscular.

Os parametros adotados para o ensaio foram:
pré-carga de 0,30 kgf; velocidade do ensaio de
10 mm/min; limites de carga e alongamento de 8,00 kgf
e 25 mm, respectivamente. Ap6s a realizagio de cada
ensaio foi observado o local de rompimento das fibras
musculares. Para cada aumento de carga aplicado
ao musculo foi obtido um valor resultante de alon-
gamento, o que possibilitou a construg¢do dos grafi-
cos carga wversus alongamento, por meio do programa
Microsoft Excel XP Professional®.

Em seguida, foram analisadas as seguintes proprie-
dades mecénicas: a carga no limite méximo; o alonga-

mento no limite maximo; e a rigidez?*.

Analise estatistica

Para a analise simultinea dos grupos foi utilizado o teste
ANOVA e para comparagio entre os grupos foi utiliza-
do o teste Tukey-Kramer, sendo adotado, para ambos,
um nivel de significincia menor de 5%.

RESULTADOS

Verificou-se que houve diferenga significativa para
ganho de massa corporal entre os grupos tratados com
suplemento e suplemento associado a natagio, com me-
nores valores para este ultimo (Tabela 1).

Tabela 1. Ganho de massa corporal (g), carga no limite maximo (N),
alongamento no limite maximo (x10°m) e rigidez (x10°* N/m) dos grupos
(O, (S), (N) e (SN) (media=DP)

Ganho de Cargano limite Alongamento no

Grupo s . s Rigidez
massa maximo limite maximo

C 6751501 3541106 171511 307031

S 923+1804*  3998+115* 1871231 3,22+0,28**

N 64,011,117 2794219 1611160 206=0,29

SN 597+2502  3778+128%** 2068+1,19**+* 2,83+063

*p<005 versus C (Controle); **p<0.05 versus N (Natagao); ***p<0,05 versus SN (Suplemento e
Natagao); ***p<0,05 versus N ; ***** p<005 versus Ce N



Verificam-se também, conforme Tabela 1, os valores
referentes 4 carga no limite méximo (CLM) e ao alon-
gamento no limite méximo (ALM) apresentados pelo
musculo gastrocnémio dos animais. Ao final do perio-
do experimental, verificou-se que houve maiores valo-
res de CLM para o grupo SN, comparado ao grupo N.
Em relagio ao ALM, o grupo SN apresentou valor
maior do que os grupos experimentais C, S e N.
O valor de rigidez foi significativamente menor
para o grupo que somente realizou natag¢do, com-
parado ao grupo que somente recebeu suplemento.
Nio foram encontradas, para esta propriedade, dife-
rengas significativas entre os demais grupos.

DISCUSSAO

Objetivou-se, com este estudo, verificar a possivel va-
riagdo na massa corporal e no ganho de resisténcia
do musculo gastrocnémio de ratas ao teste de tragdo,
ap6s periodo de treinamento fisico com ou sem su-
plemento contendo inibidor de miostatina. Embora a
literatura apresente relevantes trabalhos relacionados a
terapia génica e a terapéutica para aumento de massa

11,35 'nio foi verificado trabalho identificando

muscular
variagdo de massa corporal em animais tratados com
inibidor de miostatina. Ressalta-se que o protocolo de
exercicios utilizados foi do tipo aerébio, o que ja favo-
receria a perda de massa corporal. O inibidor de mios-
tatina parece mesmo ter efeito anabédlico aos animais,
o que teria tido a¢do acentuada quando ndo associada
a qualquer terapéutica.

O inibidor de miostatina utilizado neste trabalho
continha Cystoseira canariensis, um polissacarideo de-
rivado de algas marinhas marrons que possui um com-
plexo grupo de macromoléculas, o que facilitaria sua
ligagdo a miostatina e, consequentemente, a inativagdo
dessa proteina. Também hd registro de que esses po-
lissacarideos regulam alguns fatores de crescimento e
citocinas, tais como os fatores de crescimento de fi-
broblasto, interferon e algumas enzimas pertencentes
a familia do TGF-b'2*.

Em estudo realizado em humanos por Willoughby",
que utilizou suplementos contendo Cystoseira canariensis
combinados com exercicios fisicos, ndo se verificou au-
mento na for¢a e na massa muscular, quando compara-
dos com o grupo que realizou treinamento sem suple-
mentagio. A quantidade utilizada no presente estudo
poderia ter sido suficiente para gerar tais alteracoes nas

ratas, ao contrario do trabalho citado, visto ser o mesmo
mecanismo de atuagdo para crescimento do miusculo
esquelético tanto em humanos quanto nesses animais.

A implicagio deste estudo pode ser estendida aos
casos em que hd necessidade de manuten¢ido da massa
muscular em determinadas doengas especificas que cul-
minam em perda de for¢a**’. Bogdanovich ez a/*° tes-
taram a inibi¢do da miostatina iz vive em camundongos
mdx e os resultados revelaram aumento de peso, massa,
tamanho e for¢a muscular absoluta, com uma diminui-
¢do significativa na degeneragio muscular. Concluiram
que o bloqueio da miostatina oferece tratamento de
doengas associadas a perda muscular, como, por exem-
plo, a distrofia muscular de Duchenne. A expressio do
gene GDF-8 ¢ similar em tecidos musculares de pa-
cientes portadores de dois tipos de distrofia muscular
(Duchenne e Becker) com diferentes graus de compro-
metimento clinico®’.

Em estudo recente, houve a aplica¢do de protocolo
de natac¢do (45 minutos, 2 vezes ao dia, durante 4 se-
manas) a ratos submetidos ou ndo a uma dieta com alto
teor de gordura. Os animais que realizaram natagio e
nio tiveram dieta especial apresentaram significativa
reducio na expressio de RNAm para miostatina no
musculo gastrocnémio analisado, comparados ao grupo
que ndo fez exercicios; mas o resultado ndo se repetiu
quando foram comparados os grupos que receberam
dieta rica em gordura®. O protocolo de natagdo utili-
zado neste estudo pode ter sido potencializado pelo uso
do suplemento com Cystoseira canariensis.

Os presentes achados indicam maior carga maxima
suportada pelos musculos de ratas que receberam suple-
mentagio, seja comparada ao grupo C ou ao grupo N.
Para o grupo S, pode ser que o ganho de massa tenha
contribuido também para o aumento da resisténcia
ao teste de tracdo realizado. No entanto, o grupo que
realizou natagio e recebeu suplemento e natagio teve
menor ganho de massa corporal, mas apresentou resis-
téncia a carga maxima quando comparado ao grupo N
e nio diferiu do C.

Em relagdo ao alongamento no limite maximo, os
grupos que receberam suplemento (isolado ou asso-
ciado a natagio) foram os que apresentaram maiores
valores. Quando se verifica o maior alongamento do
musculo adiante da carga no limite maximo, denota-se
sua maior rigidez, valor reflexo da fase eldstica do mus-
culo, o que ocorreu com o grupo que recebeu somente
suplemento. Este resultado ¢ um indicativo positivo da
acdo do Cystoseira canariensis sobre o muisculo, uma vez
que também foram observados maiores valores para a
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carga no limite maximo nesses musculos, deixando-o
mais resistente a lesdo e ou ruptura, resisténcia esta
que, em outras circunstancias de anilise, ja foi verifi-
cada por alguns autores e indica ser o ensaio de tragdo
uma forma de anilise para preservar as caracteristicas
fisioldgicas do musculo?**334,

O fato de o musculo gastrocnémio dos animais que
receberam Cystoseira canariensis apresentar melhores
resultados para as propriedades mecénicas estudadas
indica possivelmente modificagio na estrutura do
musculo gastrocnémio das ratas, o que ndo foi pos-
sivel confirmar pela falta de andlise histolégica, uma
limitagdo deste estudo. No entanto, a suplementagio
mostrou-se eficaz durante essas oito semanas de tra-
tamento no que se refere ao desempenho do musculo
diante da imposi¢do de carga de tragio.

CONCLUSAO

O suplemento contendo inibidor de miostatina pare-
ce exercer efeito anabdlico aos musculos dos animais,
inclusive na contribui¢do para o ganho de massa cor-
poral. Ainda, associado ou nio a natagdo, promove
aumento de resisténcia a carga mdxima, no teste de
tragdo, em musculo gastrocnémio de ratas jovens, o
que se torna um indicativo positivo para a melhora do
desempenho muscular.
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