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Ninguem pode construry em teu lugar as pontes que precisards
passar, para atravessar o 770 da vida - ﬂlhguéﬂz, excelo tu, so ru.
Existem, por certo, atalios sem nimeros, e pontes, e semideises qgie
se oferecerdo para levar-te alem do rio, mas isso te custaria a tua
propria pessoa, (u te filpotecarias e te perderias.

FxiIste 10 mundo um unico caminfio por onde so (i podes passar.

Onde leva? Ndo pergunies, segiue-o!”

Nietzsche
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RESUMO

Na identificacdo da sindrome metabdlica existem controvérsias, pois nédo
ha um udnico critério internacional para a descricdo definitiva. As alteragbes comuns
encontradas na tentativa de definir essa sindrome incluem resisténcia a insulina, com ou
sem diabetes mellitus tipo 2, hipertensdo arterial, obesidade, dislipidemia, disfungéo
endotelial, entre outras. Na busca de um modelo experimental adequado ao estudo da
sindrome metabdlica, o presente estudo visou analisar caracteristicas metabdlicas de
ratos submetidos ao tratamento neonatal com aloxana e/ou a dieta hipercalérica
altamente palatavel a partir do desmame (28 dias) a idade adulta (120 dias). Como o
exercicio fisico tem sido indicado no tratamento desta doencga, este estudo visou também
avaliar a capacidade aerébia dos animais. Foram utilizados ratos da linhagem Wistar,
que receberam, aos seis dias de idade, injecéo intraperitonial de aloxana — grupo aloxana
(250mg/Kg de peso corporal); ou tampé&o citrato 0,01M — grupo controle. Ap6s o
desmame (28 dias), os grupos foram subdivididos conforme a dieta recebida, balanceada
ou hipercaléria, compondo 4 grupos: Controle (C), Hipercalérica (H), Aloxana (A) e
Aloxana Hipercalérica (AH). Foram analisados peso corporal, tolerdncia a glicose e
sensibilidade periférica a insulina, presséo sistélica, concentragbes séricas de glicose,
insulina, triglicerideos, colesterol total, colesterol HDL, colesterol LDL e AGL,
concentracdes hepaticas de lipideos e glicogénio, peso e concentragbes de lipideos nas
diferentes regides do tecido adiposo, secrecdo de insulina por ilhotas pancreaticas

isoladas, composigcado quimica da carcaca além das respostas dos animais a um teste de



esforco para avaliar a capacidade aerobia. A partir dos resultados obtidos, foi possivel
verificar que a associagdo entre dieta hipercaldrica e aloxana (AH) foi eficiente na
inducdo de caracteristicas de sindrome metabdlica, uma vez que os animais
apresentaram elevado ganho peso corporal, intolerancia a glicose, altas concentracbes
séricas de glicose, colesterol total, LDL colesterol. A resisténcia a insulina foi inferida pela

Y

alta capacidade secretéria das ilhotas isoladas em resposta a glicose, associada a
intolerancia ao substrato durante o teste de tolerancia a glicose. O teste de esforgo
mostrou que os procedimentos empregados na indugdo da sindrome metabdlica néo
comprometeram a capacidade aerobia dos animais. Portanto, a associagcdo entre
administracdo neonatal de aloxana e ingestdo de dieta hipercalérica por ratos, do

desmame a idade adulta, pode ser um modelo experimental util ao estudo da sindrome

metabdlica.



1. INTRODUGAO

Clinicamente, a sindrome metabdlica - também conhecida como sindrome
X ou sindrome de resisténcia a insulina - compreende um espectro de disturbios, com a
intolerdncia a glicose representando uma das mais importantes. Essas alteracbes
incluem resisténcia a insulina, com ou sem diabetes mellitus tipo 2, hipertensao arterial,
obesidade, dislipidemia, disfungcéo endotelial, entre outras (ZECCHIN et.al., 2004).

Estima-se que a prevaléncia da sindrome metabdlica seja de 24% da
populagdo adulta e entre 50-60% na populacdo acima de 60 anos nos Estados Unidos.
Projecbes estimam que somente neste pais, no ano de 2010 existirdo 50 a 75 milhdes de
pessoas com manifestacdo dessa sindrome (SAMAD et.al., 1999).

Na identificagdo da sindrome metabdlica, existem controvérsias, pois nao
ha um unico critério internacional com a descri¢ao definitiva. Reaven (1988) sugeriu a
forte associagéo existente entre individuos com os mesmos fatores de risco e designou
de sindrome "X". Seu denominador comum era representado pela resisténcia a insulina.
Na ocasido, propds cinco conseqiiéncias, todas com grande risco de doenca
cardiovascular: intolerdncia a glicose, hiperinsulinemia, aumento de triglicerideos,
diminuicdo do colesterol HDL e hipertensdo arterial. A obesidade e a inatividade fisica
aumentavam a resisténcia a insulina e, portanto, agravavam a sindrome. Entretanto, essa
sindrome pode ser encontrada em individuos sadios, com peso e tolerancia a glicose

normais (ZAVARONI et.al., 1989). De acordo com Duncan & Schimidt (2001), a sindrome



metabdlica caracteriza-se por um agrupamento, em populacdes, de fatores de risco para
doencgas cardiovasculares e diabetes, geralmente ligados a resisténcia a insulina e a
obesidade central.

Recentemente, a Associacado Européia para o Estudo do Diabetes (EASD),
em conjunto com a Associagdo Americana de Diabetes publicou posicionamentos a
respeito da sindrome metabdlica. De acordo com essas associacdes, a sindrome
metabdlica, que é considerada como preditor de doengas cardiovasculares, é definida
inadequadamente e usada de maneira inconsistente, sendo necessarias mais pesquisas
para ajudar na compreensdo da maneira pela qual deve ser tratada (KAHN et.al., 2005;
GALE, 2005).

Ainda referindo as associacdes citadas, a sindrome metabdlica é
geralmente definida pela presenca de trés ou mais das seguintes caracteristicas: alta
circunferéncia da cintura, concentragdes sanguineas elevadas de triglicerideos, presséo
alta, colesterol HDL circulante reduzido e altas concentragdes de glicose sanguinea
(KAHN et.al., 2005; GALE, 2005).

A Organizacao Mundial de Saude (OMS) oferece uma definicao levemente
diferente, incluindo qualquer um que tenha diabetes ou resisténcia a insulina e duas das
seguintes caracteristicas: elevada razido cintura/quadril, concentragbes elevadas de
triglicerideos ou baixa concentracdo de colesterol HDL, pressdo alta e alta excrecdo
urinaria de albumina (OMS, 1991).

Tomadas individualmente, cada uma das condigbes citadas & considerada
como fator de risco para doencga cardiovascular e deveria ser tratada como tal, afirmam
os autores (KAHN et.al, 2005; GALE, 2005). As definicdbes nem se quer sdo
concordantes sobre o quao baixas as concentracbes de HDL devem ser para serem

consideradas “baixas” ou quio alta a pressao arterial deve ser para ser considerada



“alta”, notam os mesmos autores. O conjunto dessas observagdes denota a urgéncia na
ampliagédo dos estudos referentes a esta sindrome.

No tratamento da sindrome metabdlica, o exercicio fisico tem sido
considerado de grande importancia (CIOLAC etal, 2004). Tal intervencao,
comprovadamente, melhora a tolerancia a glicose e reduz a resisténcia a insulina. Uma
vez que existem limitagdes nas pesquisas com seres humanos, modelos animais
oferecem condigdes mais adequadas ao estudo dessa questéo.

Portha et.al., (1989) descreveram um modelo experimental de resisténcia a
insulina em ratos wistar pela aplicagdo de estreptozotocina no dia do nascimento. Esse
modelo apresenta hiperglicemia transitéria. Os valores glicémicos retornam ao normal na
primeira semana de vida, com recuperagdo da producdo de insulina e da massa de
células 3 no pancreas. Isso caracteriza um modelo de resisténcia a insulina em ratos e os
animais apresentam boa sobrevida (PORTHA et.al., 1989).

Posteriormente, Kodama et.al, (1993) desenvolveram outro modelo,
através da substituicdo da estreptozotocina pela aloxana. Nesse estudo, a aloxana foi
administrada aos 2, 4 ou 6 dias de vida. Quando analisados, aos 60 dias de idade, os
ratos que receberam aloxana no segundo dia de vida apresentaram, no estado
alimentado, glicemia ligeiramente superior a dos ratos controle, enquanto que aqueles
que receberam a droga nos 4° e 6° dias mostraram glicemia significativamente maior que
a dos controles.

Mais recentemente, Oliveira et.al., (2005) analisaram a glicemia de jejum
assim como a tolerancia a glicose e sensibilidade a insulina em ratos de ambos os sexo,
aos 30, 60 e 90 dias de idade, que foram tratados com aloxana aos 2 ou aos 4 dias de
vida. A glicemia de jejum ndo foi diferente daquela de ratos controles em nenhum
momento. Os ratos tratados com aloxana mostraram-se intolerantes a glicose aos 30 e

60 dias. O quadro regrediu espontaneamente aos 90 dias.



Em outro tipo de experimento, Naderali et.al., (2003) constataram que
ratos adultos, alimentados por 8 semanas com dieta hipercaldrica altamente palatavel,
tipo cafeteria, apresentavam elevado peso corporal e conteudo de gordura na carcaga,
associados a altas concentragcbes plasmaticas no jejum, de insulina, leptina e

triglicerideos.



2. OBJETIVO

Na busca de um modelo experimental adequado ao estudo da sindrome
metabdlica, o presente estudo visou analisar caracteristicas metabdlicas de ratas
submetidas ao tratamento neonatal com aloxana e/ou a dieta hipercalérica altamente
palatavel do desmame a idade adulta. Uma vez que o exercicio fisico tem sido indicado
no tratamento desta doenca, este estudo visou também, verificar se os procedimentos
empregados para a indugéo da sindrome metabdlica interferem na capacidade aerdbia
dos animais. Estes foram avaliados quanto a: tolerdncia a glicose e sensibilidade
periférica a insulina, capacidade aerobia, presséo sistélica, secrecdo de insulina por
ilhotas pancreaticas isoladas, concentracbes séricas de glicose, insulina, triglicerideos,
colesterol total, colesterol HDL e colesterol LDL, teores de glicogénio e lipideos
hepaticos, peso e concentragdes de lipideos de diferentes regides do tecido adiposo e

composi¢ado quimica da carcaca.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Resisténcia a Insulina

A resisténcia & acdo da insulina prejudica a captacdo de glicose no
musculo e no tecido adiposo e aumenta a produgcédo hepatica de glicose. Ambas as
deficiéncias contribuem para a hiperglicemia e evidéncias indicam que a resisténcia a
insulina € a anormalidade mais precocemente detectada num quadro diabético,
precedendo o inicio da hiperglicemia (MELLO & LUCIANO, 2003).

A sinalizacdo intracelular da insulina comega com sua ligacdo a um
receptor de membrana, uma proteina heterotetramérica com atividade quinase, composta
por duas subunidades beta (cada uma de 95 Kd), que s&o transmembrana e atuam na
sinalizagdo intracelular e duas subunidades alfa (cada uma com 135 Kd), que parecem
ser inteiramente extracelulares e contém sitios de ligagdo para a insulina. Essa proteina
atua como uma enzima alostérica na qual a subunidade alfa inibe a atividade tirosina
quinase da subunidade beta. A ligagdo da insulina a subunidade alfa permite que a
subunidade beta adquira atividade quinase, levando a alteracdo conformacional e a
autofosforilacdo do receptor nas subunidades beta em mudltiplos residuos de tirosina, o
que aumenta ainda mais sua atividade quinase (EBINA et.al.,, 1985; PATTI et.al., 1998,
KIDO et.al., 2001).

O resultado final da agdo da insulina sobre o metabolismo culmina em

processos anabdlicos, que vao desde a sintese de glicogénio, acidos graxos, glicerol e



proteinas, até agcbes anti-catabdlicas, inibindo a glicogendlise, a cetogénese, a lipdlise, a
protedlise e a saida de aminoacidos da célula (MAKINO et.al., 1994; GARCIA &
KANAAN, 1997). Sabe-se ainda que a insulina exerce fungcdo importante nos
mecanismos de captacéo e transporte de muitos substratos, entre estes, a glicose.

O receptor de insulina, além de ser fosforilado em tirosina, também pode
ser fosforilado em serina, o que atenua a transmisséo do sinal pela diminuicdo da
capacidade do receptor em se fosforilar em tirosina apés o estimulo com insulina
(HOTAMISLIGIL et.al., 1996). Essas fosforilagdes inibitérias causam “feedback” negativo
na sinalizagao insulinica e podem provocar resisténcia a insulina (CARVALHEIRA et.al.,
2003). O principal regulador do receptor de insulina (afinidade, namero, distribuicdo
subcelular) e sensibilidade da célula-alvo ao horménio a niveis pos receptor & a propria
insulina (ROTH et.al., 1975).

Diferentes estudos tém demonstrado relagéo direta entre grau de atividade
fisica e sensibilidade a insulina (RENNIE et.al., 2003; LAKKA et.al., 2003; SCHNEIDER
et.al.,1995). Evidenciou-se menor concentracdo circulante de insulina e maior
sensibilidade ao horménio em atletas, quando comparados a individuos sedentarios
(EBELING et.al.,, 1993; NUUTILA etal, 1994). Atletas masteres apresentam maior
protecdo contra o comprometimento da tolerancia a glicose associada ao envelhecimento
(SEALS et.al,1984; ROGERS et.al., 1990).

Demonstrou-se que uma Uunica sessdo de exercicio fisico aumenta a
utilizacdo de glicose mediada pela insulina em sujeitos normais, individuos com
resisténcia a insulina com histoérico familiar de diabetes tipo 2, obesos com resisténcia a
insulina, bem como em portadores de diabetes tipo 2. O treinamento fisico melhora a
sensibilidade a insulina em individuos saudaveis, em obesos n&o-diabéticos e em
portadores de diabetes tipo 1 e 2 (ERIKSSON et.al., 1997; KAHN et.al., 1990; MILLER

etal., 1994). Contudo, existem casos em que o exercicio agudo ndo melhora a
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sensibilidade a insulina e pode até comprometé-la. A sensibilidade a insulina acha-se
diminuida apés corrida de maratona (TUOMINEM et.al.,1996) e exercicio extenuante e
excéntrico, como correr numa ladeira (KIRWAN et.al., 1992).

O efeito do exercicio fisico sobre a sensibilidade a insulina tem sido
constatado de 12 a 48 horas apds a sessao, porém volta aos niveis basais de repouso de
trés a cinco dias apds a ultima sesséo de exercicio fisico (ERIKSSON et.al., 1997). Isso
refor¢ca a necessidade da pratica frequente e regular da atividade fisica.

O fato de que apenas uma sessao de exercicio melhora a sensibilidade a
insulina e que o efeito do treinamento regride em poucos dias de inatividade, conduziram
a hipotese de que o efeito do exercicio fisico sobre a sensibilidade a insulina fosse
meramente agudo. Contudo, demonstrou-se que individuos com resisténcia a insulina
melhoram a sensibilidade ao horménio em 22% apés a primeira sessdo de exercicio e em
42% apos seis semanas de treinamento (PERSGHIN et.al., 1996). Isso mostra que o
exercicio fisico apresenta tanto efeito agudo quanto cronico sobre a sensibilidade a
insulina.

Verifica-se efeito benéfico sobre a sensibilidade a insulina tanto com
exercicios aerébios quanto com exercicios de forca (PERSGHIN et.al., 1996; IVY et.al.,
1997; POLLOCK et.al., 2000; CIOLAC et.al., 2002). Os mecanismos pelos quais essas
modalidades de exercicio melhoram a sensibilidade a insulina parecem distintos
(POLLOCK et.al., 2000), o que sugere que a combinagdo das duas modalidades de

exercicio pode ser aditiva.
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3.2 Diabetes tipo 2

O Diabetes Mellitus resulta da secregcdo e/ou da agdo diminuida do
horménio insulina. Os diabéticos s&o classificados em dois grupos distintos, tomando-se
por base se o diabetes é causado pela falta da insulina (tipo 1) ou pela resisténcia a sua
acao (tipo 2).

O diabetes tipo 1, insulino-dependente (IDDM), é uma doencga auto-imune
e afeta, sobretudo, pessoas jovens. Como diabéticos tipo 1 ndo produzem insulina
suficiente, sdo dependentes da insulina exdgena para a manutengéo da glicemia dentro
dos limites da normalidade. Ja o diabetes tipo 2, ocorre mais lenta e tardiamente do que o
tipo 1 (ap6s os quarenta anos de idade) e é considerado ndo insulino-dependente
(NIDDM). O diabetes tipo 2 representa cerca de 90% de todos os diabéticos e pode ser
desencadeado por varios fatores: obesidade, dieta hipercalérica e falta de atividade fisica
(POWERS & HOWLEY, 2000).

De acordo com a literatura, a pratica regular de atividade fisica & eficaz
para a prevencgao e o controle do diabetes tipo 2 (MANSON et.al., 1992; TUOMILEHTO
etal., 2001; CASTANEDA etal, 2001; CASTANEDA etal., 2002; AMERICAN
DIABETES ASSOCIATION, 2003). A pratica regular de atividade fisica reduz o risco de
desenvolver diabetes do tipo 2, independente da historia familiar, do peso e de outros
fatores de risco cardiovascular como tabagismo e hipertensdo (MANSON et.al., 1992).
Mudancas no estilo de vida, adotando-se habitos alimentares saudaveis e pratica regular
de atividade fisica, diminuem a incidéncia de diabetes tipo 2 em individuos com
intolerancia a glicose (ERIKSSON & LINDGARDE, 1991; TUOMILEHTO et.al., 2001).

Programas de exercicio fisico tém-se mostrado eficientes no controle
glicémico de diabéticos, melhorando a sensibilidade a insulina e tolerdncia a glicose

(SCHNEIDER & RUDERMAN, 1990; CASTANEDA et.al., 2001; CASTANEDA et.al.,
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2002). Geralmente se recomenda a realizagdo de exercicios aerdbios para os casos de
diabetes tipo 2 (SCHNEIDER & RUDERMAN, 1990; ERICSON & LINDGARDE, 1991;
CASTANEDA et.al., 2001). No entanto, o exercicio de forga também mostrou efeitos
benéficos no controle glicémico desses individuos (HONKOLA et.al., 1997; ISHII et.al.,

1998; DUNSTAN et.al., 1998 WHELTON et.al., 2002).

3.3 Obesidade

Nas ultimas décadas, houve rapido aumento na incidéncia de obesidade, o
que a tornou um problema de saude publica, tanto nos paises desenvolvidos, quanto
naqueles em desenvolvimento. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o
numero de obesos entre 1995 e 2000 passou de 200 para 300 milhdes, perfazendo 15%
da populagdo mundial. Estimativas mostram que em 2025, o Brasil sera o quinto pais no
mundo na incidéncia de obesidade (DAMASO, 2001).

A obesidade, durante muito tempo, foi considerada desordem
primariamente decorrente de alta ingestao calérica. Entretanto, hoje ha evidéncias de que
grande parte dos casos de obesidade decorre mais do baixo gasto energético que do alto
consumo energético. A inatividade fisica da vida moderna parece ser o mais importante
fator etiologico do crescimento dessa doenca nas sociedades industrializadas
(ERIKSSON et.al., 1997).

Estudos mostram forte associacdo entre obesidade e inatividade fisica
(WAREHAN et.al., 1998; GUSTAT etal, 2002; LAKKA etal., 2003), bem como
associagao inversa entre atividade fisica, indice de massa corpérea [IMC], razédo cintura-
quadril [RCQ] e circunferéncia da cintura [CC] (GUSTAT et.al., 2002; RENNIE et.al.,
2003; LAKKA et.al., 2003). Tais estudos demonstram que os beneficios da atividade

fisica para a perda de peso podem ser alcangcados com intensidades baixa, moderada ou
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alta, indicando que a manutencédo de um estilo de vida ativo, independente da atividade
praticada, pode combater o desenvolvimento dessa doenca.

Para o tratamento da obesidade, é necessario que o gasto energético
supere o consumo diario, o que pode sugerir que a simples reducéo na ingesta calérica,
através de dieta alimentar, seja suficiente. No entanto, o problema é mais complexo. Tem
sido relatado que alteragbes no estilo de vida, através de aumento na quantidade de
atividade fisica praticada e reeducagéo da ingestdo alimentar, consistem no melhor
tratamento (AMERICAN COLLEGE OF SPORTS MEDICNE, 2001).

O gasto energético diario é decorrente de trés grandes componentes: taxa
metabdlica de repouso (TMR), efeito térmico da atividade fisica e efeito térmico do
alimento (ETA). A TMR, que consiste no custo energético para manter o funcionamento
dos sistemas em repouso, é o maior componente do gasto energético diario (60 a 80% do
total). O tratamento da obesidade através de restricdo cal6rica isoladamente conduz a
reducdo da TMR, devido a diminuicdo da massa muscular e do ETA. Isto leva a
lentificacdo ou a estagnacdo do ritmo de perda de peso, reduzindo a eficacia desse
procedimento a longo prazo (ERIKSSON et.al., 1997). No entanto, a combinagéo de
restricdo calérica com exercicio fisico preserva a TMR, melhorando os resultados de
programas de reducdo de peso de longa duragdo. Isso ocorre porque o exercicio fisico
eleva a TMR ap6s a sua realizacdo, pelo aumento da oxidacdo de substratos, da
atividade das catecolaminas e da sintese protéica (BIELINSKI et.al., 1985; SJODIN et.al.,
1996; HUNTER et.al., 1998). Esse efeito do exercicio na TMR pode durar de trés horas a
trés dias, dependendo do tipo, intensidade e duracdo do exercicio (TREMBLAY et.al.,
1988; HUNTER et.al., 1998).

Embora a maioria dos estudos focalize os efeitos do exercicio aerdbio
sobre a perda de peso, o0 exercicio anaerbbio (de forga) pode também ser util para esta

finalidade. O exercicio de forga € um potente estimulo para aumento da massa, da forga
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e da poténcia musculares. Isso exerce efeito positivo na preservacdo da musculatura,
que tende a diminuir devido a dietas de restrigdo calérica (BALOR et.al., 1988;

GELIEBTER et.al., 1997; KRAEMER et.al., 1999).

3.4 Hiperlipidemia

As hiperlipidemias sédo caracterizadas pelo aumento na concentracdo de
lipideos plasmaticos, resultante do acumulo de uma ou mais classes de lipoproteinas.
Este acumulo é conseqiiéncia de alteragées no metabolismo: menor remocéo do plasma,
maior produgdo ou associagdo de ambas, podendo manifestar-se clinicamente como
hipercolesterolemia e/ou hipertrigliceridemia (QUINTAO & NAKANDAKARE, 1996). Essas
anormalidades podem ser primarias ou secundarias a outras doencgas, habitos
alimentares ou uso de medicamentos, ndo estando, necessariamente, vinculadas a
obesidade.

Mudancas nos habitos alimentares de populagdes, como as que vém
ocorrendo ao longo das ultimas décadas, podem estar relacionadas a modificagées no
perfil lipémico. Stamler (1979) constatou que japoneses imigrados para os Estados
Unidos, em adaptacdo a esta nova sociedade, apresentavam aumento da ingestdo de
gorduras saturadas de origem animal e colesterol, com conseqiente aumento na
concentragdo de colesterol circulante e na ocorréncia de cardiopatias, bem como maior
incidéncia de infarto do miocardio e coronariopatias, quando comparados aos seus
compatriotas residentes no Japao.

Diferencas significativas nas concentra¢des circulantes de lipideos entre
individuos alimentados com dietas ricas em gorduras saturadas (de origem animal) e
outros, que ingeriam dietas com gorduras predominantemente insaturadas (de origem

vegetal) foram relatadas (MATTSON & GRUNDY, 1985; McNAMARA, 1987).
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Os efeitos da atividade fisica sobre o perfil de lipideos e lipoproteinas s&o
bem conhecidos. Individuos ativos fisicamente geralmente apresentam maiores
concentragdes circulantes de HDL colesterol e menores de triglicérides, LDL e VLDL
colesterol, comparados a individuos sedentarios (DURSTINE & HASKELL, 1994;
DUVILLARD, 1997).

Estudos mostram que perfis alterados de lipideos e lipoproteinas
melhoram com o treinamento fisico (DURSTINE & HASKELL, 1994; DUVILLARD, 1997).
A atividade fisica tem-se mostrado eficiente em diminuir o nivel de VLDL colesterol no
diabetes tipo 2. Entretanto, com algumas excec¢des, a maioria dos estudos ndo revela
significante melhora nos niveis de HDL e LDL colesterol (SHIEKEN, 1991; AMERICAN

DIABETES ASSOCIATION, 2003).

3.5 Hipertensao Arterial

A hipertensao arterial € uma doenca de etiologia multifatorial, que provoca
lesbes em varios 6rgdos como: coragdo, cérebro, vasos sanguineos, rins e retina. E
considerada um dos mais importantes fatores de risco para o desenvolvimento das
doencas cardiovasculares. Por exemplo, 40% do total das mortes por acidentes
vasculares cefalicos e 25% das doencas coronarianas sdo associadas a hipertensao

arterial (PAGE et.al., 1999; ROCHA et.al., 1999)

A hipertensao arterial €, basicamente, uma doenca assintomatica, porém
pode apresentar alguns sintomas: cefaléia, geralmente matutina e de localizagéo
occipital; tontura, tinido e desconforto pré-cordial. Estima-se que aproximadamente 50%
dos portadores de apnéia do sono sejam hipertensos (DAVIES et.al.,, 1994; ROCHA
etal., 1999). Cerca de 90% dos casos de hipertensdo s&o considerados hipertenséo

primaria, ou seja, de origem desconhecida. Sdo caracteristicas da hipertens&o primaria
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grave: pressdo arterial média 40 a 60% a cima dos valores considerados normais, fluxo
sanguineo renal reduzido para aproximadamente metade do normal, débito cardiaco
inalterado e resisténcia vascular periférica total aumentada cerca de 40 a 60% (GUYTON
& HALL, 1996). A hipertensdo secundaria contribui com cerca de 10% dos casos e
provém de causas identificaveis, como problemas renais, hiperaldosteronismo, Sindrome

de Cushing, entre outros (PAGE et.al., 1999).

Existem varias linhas de evidéncias dos efeitos benéficos da pratica de
atividade fisica sobre a pressao arterial em individuos de todas as idades. Alto nivel de
atividade fisica diaria esta associado a menores valores de pressao arterial em repouso
(WAREHAN et.al., 2000). A pratica regular de exercicio fisico parece prevenir o aumento
da pressao arterial associado a idade (GORDON et.al., 1990; KASH et.al., 1990), mesmo
em individuos com risco aumentado de desenvolvé-la (PAFFENBARGER et.al., 1991).

Programas de atividade fisica podem reduzir a pressao diastolica, tanto de
individuos hipertensos como de normotensos (WHELTON et.al., 2002; GUIMARAES
etal., 2003; CIOLAC et.al., 2003). Tais beneficios da atividade fisica sobre a pressao
arterial fazem dela uma importante ferramenta na prevengcédo e no tratamento da
hipertensao arterial (WHELTON et.al., 2002). O exercicio aerébio mostrou-se eficaz em
reduzir, em meédia, 3,8 mmHg e 2,6 mmHg a pressdo arterial e diastdlica,
respectivamente (WHELTON et.al.,, 2002). Redug¢des de apenas 2 mmHg na pressao
diastolica podem diminuir significativamente o risco de doencas e mortes associadas a
hipertensao (COOK et.al., 1995).

Foi proposto que o efeito do exercicio aerébio sobre a pressao arterial seja
devido ao efeito agudo da Uultima sessdo de exercicio, e ndo as adaptacgbes
cardiovasculares ao treinamento (ERIKSSON et.al., 1997). Contudo, demonstrou-se que
individuos hipertensos tiveram redugbes na monitoragdo ambulatorial da presséo arterial

durante 24 horas (MAPA 24h) quando realizada logo apés a ultima sessao de exercicio,
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as quais nao foram observadas quando realizadas 72 horas apdés a Ultima sesséo

(CIOLAC et.al., 2004).

3.6 Modelos Experimentais

Nao ha na literatura uma proposta de modelo experimental adequado ao
estudo da sindrome metabdlica. O uso de dietas com altos teores de lipideos ou
carboidratos tém apresentado resultados promissores ao estudo da sindrome metabdlica.
Bezerra et.al., (2001), constataram que a dieta rica em frutose desenvolve resisténcia a
insulina, mas nao ¢ eficiente em causar hipertensdo em ratos normotensos, caracteristica
presente em quadro de sindrome metabdlica. Busserolles et.al., (2002), utilizando este
mesmo modelo, verificaram que ha diferenga entre género no desenvolvimento desta
sindrome, fato atribuido a producdo de estrédgeno pela fémea, que age como um

antioxidante capaz de minimizar o desenvolvimento da sindrome metabdlica.

Naderali et.al., (2003) constataram que ratos adultos, alimentados por 8
semanas com dieta hipercalérica altamente palatavel, tipo cafeteria, apresentavam
caracteristicas encontradas em quadro de sindrome metabdlica, tais como elevado peso
corporal associado a altas concentracbes plasmaticas de jejum de insulina, leptina e
triglicerideos. A dieta hipercalérica foi desenvolvida por PETRY et.al., (1997). Da energia
total contida nessa dieta, 16,7% sao provenientes das proteinas, 67,3% dos carboidratos
e 16% dos lipideos. Em contraste, a dieta balanceada fornece 28,7% de energia advinda

das proteinas, 61,7% dos carboidratos e somente 9,6% dos lipideos.

Outro modelo experimental que apresenta caracteristicas presentes na
sindrome metabdlica faz-se por meio da administracdo de aloxana neonatal,

desenvolvido por KODAMA et.al., (1993). A aloxana é uma substancia que possui,
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comprovadamente, acdo seletiva e destrutiva sobre as células B pancreaticas. Alguns
estudos demonstraram que a formacao de radicais superdxido e hidroxila, induzidos por
aloxana, é responsavel pela citotoxicidade desse composto. A formacdo das espécies
reativas de oxigénio é acompanhada pelo massivo aumento intracelular de calcio,
causando a rapida destruicdo das células B pancreaticas (MATTHEWS & CLARK, 1987;
WAGURI, etal., 1997). As principais caracteristicas encontradas nesse modelo

experimental sdo o quadro de resisténcia a insulina e hiperglicemia.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais e seu tratamento

O estudo foi realizado com fémeas de ratos da linhagem Wistar, recém
nascidas. Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas, a temperatura de 25+ 1°C e
em ciclo claro/escuro de 12/12 horas, com livre acesso a agua e ao alimento. Todos os
experimentos envolvendo animais, no presente estudo, seguiram as resolugdes
especificas brasileiras de Bioética de Experimentos com Animais (Lei nUmero 6.638 de 8
de maio de 1979; Decreto numero 24.645 de 10 de Julho de 1934, Colégio Brasileiro de

Experimentacédo Animal).

4.1.2 Administracdo de aloxana neonatal

Aos seis dias de idade, os filhotes fémeas receberam injeg&o intraperitonial
de aloxana monoidratada dissolvida em tampao citrato (LUCIANO et al., 1997) 0,01M, pH
4,5 (250mg/Kg de peso corporal), apds jejum de 16 horas. Como controles, foram usados

ratos de mesma idade, injetados com veiculo (tampao citrato).
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A partir do desmame (28 dias) até a idade adulta (120 dias), o alimento

consistiu de dietas balanceada ou hipercalérica, conforme composi¢ao descrita no quadro

1.

Quadro 1. Composicao das dietas

Componentes (g/KQ)

Balanceada®

Hipercaldrica®

Caseina® 202° 70
Dieta - 330
Amido 397 48
Dextrina 130,5 159
Sacarose 100 253,25
Leite condensado integral Nestlé ® - 330
L-cistina 3 3
Oleo de soja 70 70
Mistura de sais (AIN-93GMX)’ 35 10,5
Mistura de vitaminas (AIN-93GVX)' 10 6,7
Fibra 50 50
Cloridrato de colina 25 2,5

1. De acordo com American Institute of Nutrition (AIN-93G) J.Nutr. v.123, p.1939-1951,

1993.

2. Modificado de Petry, C.J. et.al., Horm. Metab. Res., v.32, p.233-239, 2000.
3. Valores corrigidos em fung¢éo do conteudo de proteina na caseina.

4.2. Grupos experimentais

Apds o desmame (28 dias) até a idade adulta (120 dias), os animais foram

separados em quatro grupos e tratados:
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e Controle (C) n=16: ratos injetados com tampé&o citrato e alimentados com
dieta balanceada;

e Hipercaldrica (H) n=16: ratos injetados com tampao citrato e alimentados
com dieta hipercalérica;

e Aloxana (A) n= 16: ratos injetados com aloxana e alimentados com dieta
balanceada;

e Aloxana Hipercaldérica (AH) n=16: ratos injetados com aloxana e

alimentados com dieta hipercaldrica.

4.3. Avaliacdes prévias a morte dos animais

4.3.1 Avaliacbes gerais:

A duracéo total do experimento foi de 120 dias, sendo que aos 90 dias de
experimento, metade dos animais de cada grupo (8 animais/grupo) foram sacrificados a
fim de comparar, com o0s animais sacrificados aos 120 dias de experimento, as
interferéncias do tempo de tratamento. Todos os animais tiveram peso corporal, ingestdo

alimentar e hidrica registrados uma vez por semana.

4.3.2 Teste de tolerdncia a glicose - GTTo

O GTTo foi realizado com os animais aos 28, 90 e 120 dias de idade, apds
16 horas de jejum. Os animais tiveram a extremidade da cauda cortada para realizagdo
da primeira coleta de sangue (tempo 0). Em seguida, uma solugdo de glicose a 20% (2
g/Kg de peso) foi administrada aos ratos através de sonda gastrica de polietileno.
Amostras de sangue foram coletadas apdés 30, 60 e 120 minutos com capilares

heparinizados e calibrados para 25uL, visando a determinagdo das concentragdes de
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glicose e insulina. As concentragbes de glicose sanguinea foram determinadas pelo
método glicose-oxidase e as de insulina, pelo radioimunoensaio (HERBERT et.al., 1965).
Os resultados foram analisados através da determinagdo das areas sob as curvas de
glicose e de insulina séricas durante o teste pelo método trapezoidal (MATHEWS et.al.,

1990), utilizando-se o software ORIGIN 3.5 (1991).

4.3.3 Pressio Sistélica

A presséo sistolica foi aferida em todos os grupos experimentais, aos 85 e

115 dias de idade, através do método de tail-cuff (ZATZ, 1990).

4.3.4 Sensibilidade a insulina

A sensibilidade a insulina foi avaliada através do calculo do indice HOMA*
de resisténcia a insulina (*Homeostasis Model Assesment), utilizando-se a equagéao:
insulina sérica X glicose sérica / 22,5. Conforme este método, um indice HOMA elevado

denota baixa sensibilidade a insulina (BONORA et.al., 2000).

4.3.5 Teste de esforco

Aos 28, 90 e 120 dias os animais controles e experimentais (Hipercalorica;
Aloxana e Aloxana Hipercalérica) foram submetidos a um teste de esforco (identificagcao
da Maxima Fase Estavel de Lactato — MFEL), para avaliagdo da capacidade aerobia, no
intuito de verificar se os protocolos utilizados na indugdo da sindrome metabdlica
interferiram nesse aspecto. A MFEL equivale a mais alta concentracdo de lactato

sanguineo onde sua entrada na circulagdo &€ compensada pela remocao durante
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exercicios com cargas constantes (HECK et.al., 1985) e sua determinacdo tem se
mostrado util na prescricdo de exercicios e na avaliagdo do condicionamento aerobio.
Recentemente, nosso grupo de pesquisa descreveu um protocolo para a determinacéo
da MFEL para ratos durante exercicio de natacdo (GOBATTO et.al., 2001), que foi usado
no presente estudo. Resumidamente, o protocolo do teste para a determinacdo da MFEL
consiste de varias sessdes de exercicio de natagcado suportando sobrecargas constantes e
crescentes em relagdo ao peso corporal, até que a concentracdo sanglinea de lactato
nao se estabilize durante a sesséo de exercicio. Cada sesséo consistiu de 25 minutos de
natacdo continuo suportando uma carga, com coleta de sangue, por corte na
extremidade distal da cauda, a cada 5 minutos, para determinacdo da concentragao de
lactato. Houve um intervalo de 48 horas entre as sessbes de exercicio que compde o
teste. O critério de estabilizacdo empregado foi a diferenca igual ou inferior a 1,0mM de

lactato sanguineo entre 10 e 25 minutos de exercicio.

4.4 Morte dos animais e obtencao de material biolégico

4.4.1 Sangue

Aos 90 dias e ao final do experimento (120 dias), os animais foram mortos
por decaptacéao, 48 horas depois da ultima avaliagao "in vivo", no estado alimentado e em
repouso, sendo o0 sangue coletado para a separagéo do soro e dosagem de glicose, AGL,
triglicerideos, colesterol total, colesterol LDL, colesterol HDL, por métodos colorimétricos

(NOGUEIRA et.al., 1990) e insulina por radioimunoensaio ( HERBERT et.al., 1965).
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4.4.2 Figado

Foram retiradas amostras do figado (500 mg) que foram usadas nas
dosagens do glicogénio e lipideos hepaticos. Para dosagem do glicogénio, as amostras
foram digeridas em 2 mL de solugdo de KOH a 30%. A precipitacdo do glicogénio
hepatico foi feita em 0,2 mL de Na,SO, e 7mL de etanol. Apbés a extracdo, que foi
realizada segundo SJORGREEM et.al., (1938), o precipitado foi suspenso em 25 ml de
agua deionizada. A 0,05 mL desse extrato foram adicionados 0,01 mL de fenol e 3,0 mL
de acido sulfurico concentrado, levado a fervura durante 15 minutos e a absorbancia
medida em espectrofotdmetro a 490 nm (DUBOIS et.al., 1956).

Durante o processo de extracdo do glicogénio hepatico, foram coletados
20 uL da fase alcodlica que foram colocados em 50 L de suspensao de lipase (5000 U),
com agitagéo e incubagédo entre 5 e 10 minutos em banho-maria a 37° C. Em seguida foi
adicionado oxidante (acido periédico 4mmol/L em &cido sulfurico 0,1 mol/L, contendo
inibidor enzimatico). Nova agitacdo e incubagéo por 5 minutos a 37° C, seguido de
acréscimo de 3,0 mL de reativo (solugdo de acetato de aménio 5 mmol/L e arsenito de
sédio 190 mmol/L em acetilcetona pura) foram efetuadas. Por fim, apds agitacdo e
incubacao por 20 minutos a 37 ° C, a absorbancia foi medida em espectrofotdbmetro a 410

nm (NASH, 1953).

4.4.3 Tecido Adiposo

O tecido adiposo das regides mesentérica, subcutidnea posterior,
retroperitoneal e perirrenal (CINTI, 2005) foram removidos e pesados em balanca
analitica. Uma fracdo do tecido adiposo foi armazenada em freezer para posterior

dosagem dos teores de lipideos totais (NASH, 1953).
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4.4.4 Carcaga

As carcagas foram evisceradas, pesadas (peso Umido) e mantidas em
estufa a 100 °C, com pesagem diaria até obtencdo de peso constante (peso seco). A
diferenca entre o peso Umido e o peso seco indica o teor de 4gua. As carcacas secas
foram acrescentado benzeno (3mL/g de peso) e a mistura foi triturada e agitada em
liquidificador para a remogao da gordura. O sobrenadante foi separado por decantacéao e
descartado. Esse procedimento foi repetido por 3 vezes, quando o homogeneizado foi
levado a estufa a 100 °C para a remogio do excesso de benzeno. Nova pesagem foi
realizada (peso livre de gordura). A diferenca entre o peso seco e o peso livre de gordura
indica o teor de gordura total (WATERLOW & MENDES, 1957). O teor de proteina da

carcaca desengordurado foi medido pelo método de LOWRY et.al., (1951).

4.4.5 Isolamento das lIhotas Pancreaticas

Apos sacrificio e laparotomia, procedeu-se a retirada cirdrgica do pancreas
de animais de todos os grupos. O 6rgdo teve suas ilhotas isoladas pelo método da
colagenase (LACY et.al., 1967), visando avaliacdo da secrecdo estatica de insulina

induzida pela glicose.

4.4.6 Secrecao estatica de insulina

Ap6s obtencdo das ilhotas, estas foram colhidas com micropipeta
siliconizada de 100 yL e colocadas em recipientes plasticos (5 ilhotas por frasco),
contendo 1mL de Krebs (Na® 139mM, K* 5mM, Ca* 1mM, Mg®* 1mM, CI" 124 mM,

HCO™ 24 mM) (LACY et.al., 1967) modificado por BOSCHERO et.al., (1980). Diferentes
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concentracdes de glicose (2,8; 5,6; 8,3; 11,3 e 16,7 mM) foram acrescidas ao meio.
Esses recipientes foram colocados em frascos de vidro lacrados, nos quais se criou uma
atmosfera de carbogénio através da injecdo, durante 10 minutos, de uma mistura de
0,/CO; (95%/5%). Posteriormente, os recipientes foram colocados em banho tipo
Dubinoff com agitagdo a 37°C, durante 60 minutos. Terminada a incubagdo, o
sobrenadante foi recolhido em microtubos eppendorf e armazenado para determinagéo

da insulina, através de radioimunoensaio.
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5. ESTATISTICA

Os resultados foram analisados estatisticamente através do teste t-student
ou pela Andlise de Variancia (ANOVA), onde apropriado. Quando necessario foi utilizado

o teste Post Hoc de Newman-Keuls, com nivel de significancia pré-estabelecido de 5%.
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6. RESULTADOS

6.1 AvaliacOes prévias ao desmame (6 aos 28 dias)

Na tabela 1 encontram-se os valores referentes ao ganho de peso
corporal no periodo prévio ao desmame (6 aos 28 dias). Os animais do grupo aloxana
apresentaram ganho de peso superior ao grupo controle.

A glicemia dos animais no desmame (28 dias) durante teste de tolerancia
oral a glicose (GTTo) encontram-se na tabela 2. Os animais que receberam aloxana
apresentaram valores de glicemia superior ao grupo controle em todos os momentos do
teste, exceto no jejum (T0), consequentemente a area sob a curva de glicose também foi
maior no grupo aloxana. Ndo houve diferenca estatistica entre os grupos para os valores
de insulina sérica durante o mesmo teste. O indice HOMA n&o diferiu entre os dois
grupos ao desmame (tabela.4).

Antes do inicio da administracdo das dietas (hipercalérica ou balanceada)
0os animais realizaram teste de esforgo para identificagdo da maxima fase estavel de
lactato (MFEL). O teste foi realizado com cargas individuais variando entre 5% e 7,5% do
peso corporal entre cada teste. Ndo houve diferengca entre os grupos para as
concentragdes de lactato sanguineo em nem um momento do teste. Nem todos os
animais apresentaram MFEL na mesma carga de exercicio, dentro do mesmo grupo. A
titulo de exemplo, a figura 5 representa o comportamento lactacidémico durante a

realizagéo do teste de esforgo de um animal de cada grupo. No grupo controle, 25% dos
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animais apresentaram MFEL com 5% do peso corporal e a média da concentragcédo de
lactato sanguineo foi 7,3 £+ 2,4 mmol/L; 75% tiveram como carga de establizagédo na
MFEL 6,5% p.c e concentragcdo média de lactato sanguineo de 6,0 + 2,6 mmol/L. Para o
grupo aloxana, as cargas equivalentes a MFEL foram 5,5% p.c (50% dos animais), 6,0%
p.c (33,3% dos animais) e 6,5% p.c (16,7% dos animais), tendo concentragdo média de

lactato sanguineo de 3,8 £+0,7;6,5 + 0,6 e 10,4 + 0,6 mmol/L, respectivamente.
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Tabelal: Peso (g) aos 6 dias de idade, peso (g) aos 28 dias de idade e ganho de peso
(g) dos animais antes do inicio do tratamento com as dietas.

Grupos Peso-6 dias Peso-28 dias Ganho de Peso
C 136+1,5 55,2+ 3,7 416 +3,9
A 12,0+0,8 60,3 £4,9 48,3+5,1"

Resultados expressos como média + desvio padrao, n=8 animais por grupo.
C = Controle; A = Aloxana.
# diferencga estatistica

GANHO DE PESO - 28 DIAS
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Figura 1. Ganho de peso (g) dos animais (dos 6 aos 28 dias de idade) antes do inicio do
tratamento com as dietas.

Resultados expressos como média + desvio padrao, n=8 animais por grupo.

C = Controle; A = Aloxana.
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Tabela 2 : Glicose sérica (mmol/L) e area sob a curva de glicose sérica (mmol/L x
120min) dos animais durante teste de tolerancia a glicose ao desmame (28 dias).

Tempo (min) apds sobrecarga oral de glicose

Grupos 0 30 60 120 Area
C 45+0,6 79+11 7105 6,4+0,8 817,6 £ 59,5
A 56+1,9 13,6 + 3,6" 125+4,1%  83+11% 1309,0 + 337,8"

Resultados expressos como média + desvio padrao, n=8 animais por grupo.
C = Controle; A = Aloxana
# diferenga estatistica

TESTE DE TOLERANCIA A GLICOSE - 28 DIAS
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Figura 2: Glicose e area sob a curva de glicose sérica dos animais durante teste de
tolerancia a glicose realizado ao desmame (28 dias).
Resultados expressos como média + desvio padrao, n=8 animais por grupo.
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Tabela 3: Insulina (pmol/L) e area sob a curva de insulina sérica (pmol/L x 120min) dos
animais durante teste de toleréncia a glicose ao desmame (28 dias).

Tempo (min) apds sobrecarga oral de glicose

Grupos 0 30 60 120 Area
C 137,0£ 68,0 187,9+79,2 149,2+558 147,9+21,3 18804,7 + 3598,0
A 87,0+£63,2 150,2+51,7 240,1x+94,8 187,7+78,9 21882,2+4935,2

Resultados expressos como média + desvio padrao, n=8 animais por grupo.
C = Controle; A = Aloxana.
# diferenca significativa

TESTE DE TOLERANCIA A GLICOSE - 28 DIAS
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Figura 3: Insulina sérica e area sob a curva de insulina sérica dos animais durante teste
de tolerancia a glicose realizado ao desmame (28 dias).

Resultados expressos como média + desvio padrao, n=8 animais por grupo.

C = Controle; A = Aloxana.
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Tabela 4: indice HOMA* de sensibilidade a insulina (*homeostasis model assesment) dos
animais ao desmame (28 dias).

Grupos 28 dias
C 26,4 £ 13,7
A 17,4 £ 13,2

Resultados expressos como média + desvio padrao, n=8 animais por grupo.

C = Controle; A = Aloxana.

* ndice utilizado para estimar a sensibilidade & insulina, definido pela féormula;: HOMA =
[insulinemia de jejum x glicemia de jejum]/22,5. HOMA elevado indica baixa sensibilidade
(resisténcia) a insulina.

HOMA - 28 DIAS
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20
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Figura 4: indice HOMA* de sensibilidade a insulina (*homeostasis model assesment) dos
animais ao desmame (28 dias).

Resultados expressos como média + desvio padrao, n=8 animais por grupo.

C = Controle; A = Aloxana.
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TESTE DE ESFORCO - 28 DIAS
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Figura 5: Lactato sanguineo durante teste de esforgo para determinagao da maxima fase
estavel de lactato (MFEL), ao desmame (28 dias) de um animal de cada grupo, a titulo de
exemplo dos testes realizados. Neste caso, a MFEL foi obtida na carga de 6,5% do peso
corporal para o grupo controle e 5,5% do peso corporal para o grupo aloxana. As
concentracdes de lactato na MFEL foram 5,5 + 0,4 mmollL e 4,5 + 0,2 mmol/L,
respectivamente.
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6.2 Avaliacdes aos 90 dias

6.2.1 Avaliacdes prévias a morte dos animais

Na tabela 5 encontram-se os valores referentes as areas sob as curvas do
peso corporal, ingestdo alimentar e ingestdo hidrica. O grupo que recebeu aloxana (A)
apresentou menor area sob a curva de peso corporal em relagdo ao grupo C, enquanto o
grupo aloxana hipercalérica (AH) teve maior area sob a curva de peso corporal em
relacdo ao grupo A. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos para as areas sob as
curvas de ingestao alimentar e ingestéo hidrica.

Os valores referentes ao teste de tolerancia oral a glicose, realizado aos 90
dias, estdo representados na tabela 6. O grupo A apresentou maior glicemia nos
momentos 30 e 60 minutos apds a sobrecarga oral de glicose (2,0 g/Kg peso corporal),
quando comparado ao grupo C. Exceto no jejum (T0), a glicemia do grupo AH foi maior
em relagdo a todos os grupos (C, H, A). Consequentemente, a area sob a curva de
glicose sanguinea do grupo AH também foi maior que a dos demais grupos.

Com relacdo a resposta insulinémica, aos 90 dias, durante teste de
tolerancia oral a glicose, a dieta hipercalérica provocou maiores respostas apés 60
minutos de administracdo da sobrecarga de glicose, tanto no grupo que recebeu apenas
dieta hipercalérica (H), quanto no grupo que associou a dieta hipercalérica a aloxana
neonatal (AH). A area sob a curva de insulina desses dois grupos (H, AH) também foi
maior em relagéo ao grupo C (Tabela 7).

Na tabela 8 estao representados os resultados referentes ao indice HOMA
(sensibilidade a insulina) aos 90 dias. Nao houve diferencga significativa entre os grupos

nesse momento do experimento.
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Os valores de pressdo sistélica do grupo A foram significativamente
maiores em relagao ao grupo C e AH (Tabela 9).

Nao houve diferenca entre os grupos para as concentracbes de lactato
sanguineo ao longo de todo o teste de esfor¢o para identificacdo da maxima fase estavel
de lactato (MFEL). Semelhante ao teste realizado aos 28 dias, as cargas foram
individuais para cada animal, portanto, nem todos os animais apresentaram MFEL na
mesma carga de exercicio, dentro do mesmo grupo.

No grupo C, as cargas de exercicio em que a MFEL ocorreu foram: 6%
peso corporal [p.c] (25% dos animais), 7% p.c (25% dos animais) e 7,5% p.c (50% dos
animais) apresentando as seguintes concentracdes de lactato: 4,3 +0,5; 7,7+ 0,4e 6,8 £
2,8 mmol/L, respectivamente. No grupo H, as cargas equivalentes a MFEL foram: 5,5%
p.c (25% dos animais), 6,5% p.c (25% dos animais) e 7,0% p.c (50% dos animais) com
as respectivas concentrag¢des de lactato: 6,2 + 0,4; 6,9 + 0,4 e 5,6 £ 0,4 mmol/L. O grupo
A apresentou MFEL nas seguintes cargas 7,0; 7,5; 8,0; 8,5 e 9,0% p.c. A maioria dos
animais desse grupo (33,3%) estabilizaram com 8,0% p.c, ficando as demais cargas (7,0;
7,5; 8,5 e 9,0%) distribuidas igualmente entre o restante dos animais, o que significa
16,6% dos animais para cada carga. Na ordem crescente das cargas, as concentragbes
de lactato foram: 6,0 + 0,4; 8,5+ 0,4; 9,6 £ 0,2; 5,7 + 0,3 e 5,3 £ 0,5 mmol/L. As cargas
equivalentes a MFEL para o grupo AH foram: 7,0% p.c (50% dos animais), 7,5% p.c (25%
dos animais) e 8,5% p.c (25% dos animais), apresentando as seguintes concentragbes

de lactato: 5,1 +1,0; 6,2+ 0,9e 6,5 + 0,2 mmol/L.

6.2.2 Avaliacdes apdés a morte dos animais

Os teores de glicose e insulina do soro, obtidos apés a morte dos animais,

estdo representados na tabela 10. Os animais que receberam aloxana, independente do
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tipo de dieta recebida durante o experimento (balanceada ou hipercalérica),
apresentaram maiores valores de glicose sérica, quando comparado ao grupo controle.
Em relacdo aos valores de insulina sérica, ndo houve diferenca estatistica entre os
grupos.

N&o houve diferenca entre os grupos para os valores de colesterol total e
HDL-colesterol, como expresso na tabela 11. O LDL tanto do grupo A quanto do grupo
AH foi maior em relagao ao grupo C.

Na tabela 12 encontram-se as demais avalia¢cdes sanguineas e hepéaticas
apo6s a morte dos animais. Nao houve diferenca entre os grupos quando analisados os
teores séricos de acidos graxos livres. A associagao entre aloxana e dieta hipercalérica
(grupo AH) reduziu os valores de triglicerideos em relacdo ao grupo C e H. Nao houve
diferenca entre os grupos para os valores de glicogénio e lipideos hepaticos entre os
grupos.

Nas tabelas 13 e 14 encontram-se os valores referentes ao peso total do
tecido adiposo das diferentes regides (mesentérica, subcutanea posterior, retroperitoneal
e perirrenal) e as concentragbes de lipideos nesses compartimentos, respectivamente.
Nao houve diferencga estatistica entre os grupos, para esses parametros, nesse momento
do experimento.

A secrecgao estatica de insulina pelas ilhotas pancreaticas dos animais esta
representada na tabela 15. O grupo que recebeu aloxana neonatal (A) teve a secrecgéo
pancreatica de insulina comprometida, apresentando menores valores em relacao ao
grupo C, em todas as concentracbes de glicose, exceto na concentracdo 5,6 (mM). Os
animais que receberam apenas dieta hipercalérica (H) apresentaram menores valores de
secrecao de insulina apenas nas concentracdes de glicose de 8,3 e 16,7, quando
comparado ao grupo C. A associagao entre dieta hipercal6rica e aloxana neonatal, grupo

AH, ocasionou maior secreg¢éo de insulina quando as concentragbes de glicose foram:
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2,8; 5,6; 11,3 e 16,7, em relacdo ao grupo A, indicando que houve recuperagdo no
comprometimento da secrecdo estatica de insulina pelo pancreas. Nas maiores
concentracdes de glicose (11,3 e 16,7), o grupo AH apresentou valores de secregéo
maiores que o0 grupo controle.

A tabela 16 apresenta os resultados referentes a composi¢céo quimica da
carcaca dos animais apdés a morte dos animais. Ndo houve diferenca entre os grupos

para os componentes avaliados (agua, lipideos e proteinas).
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Tabela 5: Area sob as curvas de peso corporal (g x 10 semanas), ingestao alimentar (g
de racao/100g de peso corporal x 10 semanas) e ingestao hidrica (mL de agua/100g de
peso corporal x 10 semanas) dos animais até os 90 dias de idade.

Grupos Peso Corporal Ingestao Alimentar Ingestao Hidrica
C 1628,8 + 64,4 65,0 + 8,1 82,8 £ 18,2
H 1562,8 + 147,4 60,2+ 5,8 60,6 + 3,4
A 1476,5 + 107,4 ° 72,3+ 4,6 84,9+17,8
AH 1634,8 + 120,5° 66,7 £ 13,2 754 £171

Resultados expressos como média + desvio padrao, n=8 animais por grupo.
C = Controle; H = Hipercaldrica; A = Aloxana; AH = Aloxana Hipercal6rica.
d=AvsAH,e=Cvs A
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Figuara 6: Area sob as curvas de peso corporal, ingestdo alimentar e ingest&o hidrica
dos animais até 90 dias de idade.

Resultados expressos como média + desvio padrao, n=8 animais por grupo.

C = Controle; H = Hipercalérica; A = Aloxana; AH = Aloxana Hipercalorica.
d=AvsAH,e=CvsA
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Tabela 6: Glicose (mmol/L) e area sob a curva de glicose sérica (mmol/L x 120min) dos
animais durante teste de tolerancia a glicose aos 90 dias.

Tempo (min) apds sobrecarga oral de glicose

Grupos _
30 60 120 Area
C 53+05 65%1,3 6,4+0,9 5,6 +0,8 730,0 £ 79,8
H 53+04 6,1%0,8 6,3+0,5 6,0+0,6 723,4 £ 54,9
A 6,0£0,9 10,1+25° 94+31° 76+25 1042,0 + 255,9°
AH 56+0,8 122+21°%% 134+42° 96+24°° 13428+ 312,51

Resultados expressos como média + desvio padrao, n=8 animais por grupo.
C = Controle; H = Hipercalérica; A = Aloxana; AH = Aloxana Hipercaldrica.

b=CvsAH;c=HvsAH;d=Avs AH,e=Cvs A

TESTE DE TOLERANCIA A GLICOSE - 90 DIAS
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Figura 7: Glicose e area sob a curva de glicose sérica dos animais durante teste de

tolerancia a glicose realizado aos 90 dias.

Resultados expressos como média + desvio padrao, n=8 animais por grupo.
C = Controle; H = Hipercalérica; A = Aloxana; AH = Aloxana Hipercal6rica.

b=CvsAH;c=HvsAH;d=AvsAH,e=Cvs A
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Tabela 7: Insulina (pmol/L) e area sob a curva de insulina sérica (pmol/L x 120 min) dos
animais durante teste de tolerancia a glicose aos 90 dias.

Tempo (min) apés sobrecarga oral de glicose

Grupos _

0 30 60 120 Area
C 1494 +38,9 197,9+83,9 1352+50,8 157,7+75,0 19016,4 + 3375,0
H 120,1 £44,1 164,7+58,0 241,8+74,3° 173,2+557 23352,9+3476,4°
A 113,7 £ 38,3 193,8+78,1 128,3+45,6 131,56+ 33,7 17264,1 + 2333,4
AH 1428+ 77,0 151,9+421 170,2+83,1° 146,4+63,0 187534 +4118,6"

Resultados expressos como média + desvio padrao, n=8 animais por grupo.
C = Controle; H = Hipercalérica; A = Aloxana; AH = Aloxana Hipercaldrica.
a=Cvs H; b=Cvs AH

TESTE DE TOLERANCIA A GLICOSE — 90 DIAS
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Figura 8: Insulina e area sob a curva de insulina sérica dos animais durante teste de
tolerancia a glicose aos 90 dias.

Resultados expressos como média + desvio padrao, n=8 animais por grupo.

C = Controle; H = Hipercaldrica; A = Aloxana; AH = Aloxana Hipercal6rica.

a=CvsH; b=Cvs AH
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Tabela 8: indice HOMA* de sensibilidade a insulina (*homeostasis model assesment) dos
animais aos 90 dias.

Grupos 90 dias

C 289+45
H 242+29
A 29,4+95
AH 28,2+9,2

Resultados expressos como média + desvio padrao, n=8 animais por grupo.

C = Controle; H = Hipercalérica; A = Aloxana; AH = Aloxana Hipercaldrica.

* Indice utilizado para estimar a sensibilidade & insulina, definido pela férmula: HOMA =
[insulinemia de jejum x glicemia de jejum]/22,5. HOMA elevado indica baixa sensibilidade
(resisténcia) a insulina.

HOMA - 90 DIAS
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20 4 1L
15
10
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Figura 9: indice HOMA* de sensibilidade a insulina (*homeostasis model assesment) dos
animais aos 90 dias.

Resultados expressos como média + desvio padrao, n=8 animais por grupo.

C = Controle; H = Hipercalérica; A = Aloxana; AH = Aloxana Hipercalorica.
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Tabela 9: Pressao sistélica (mmHg) dos animais aos 85 dias.

Grupos Presséo sistélica
C 110,8 £ 8,0

H 118,8 £ 2,5

A 136,7 £ 10,3°
AH 111,7+5,2¢

Resultados expressos como média + desvio padrao, n=8 animais por grupo.
C = Controle; H = Hipercaldrica; A = Aloxana; AH = Aloxana Hipercaldrica.
d=AvsAH,e=Cvs A
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Figura 10: Pressao sistélica dos animais aos 85 dias.

Resultados expressos como média + desvio padrao.

C = Controle; H = Hipercalérica; A = Aloxana; AH = Aloxana Hipercaldrica.
d=AvsAH,e=Cvs A
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TESTE DE ESFORCO — 80 DIAS
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Figura 11: Lactato sanguineo durante teste de esforco para determinacdo da maxima
fase estavel de lactato (MFEL), ao final de 80 dias de tratamento, a titulo de exemplo do
teste realizado, de um animal de cada grupo. Neste exemplo, a MFEL do rato controle foi
obtida na carga de 7,5% do peso corporal a concentragdo sanguinea de lactato de 7,7 +
0,4 mmol/L, a MFEL do rato pertencente ao grupo Aloxana aconteceu na carga de 8,0%
do peso corporal, a concentragdo sanguinea de lactato de 9,3 £+ 0,6 mmol/L. Para o rato
da dieta hipercalorica, a MFEL ocorreu na carga de 7,0% do peso corporal, a
concentracdo sanguinea de lactato de 5,9 + 0,5 mmol/L e para o rato do grupo aloxana
hipercalérica, a MFEL ocorreu na carga de 7,0% do peso corporal, a concentragéo
sanguinea de lactato de 4,7 + 0,5 mmol/L.
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Tabela 10: Glicose (mmol/L) e insulina (pmol/L) sérica dos animais, no estado
alimentado, apds a morte dos animais (90 dias).

Grupos Glicose Insulina

C 53+0,4 112,9 + 66,4
H 6,0+ 14 81,2 +45,6
A 8,7+23° 1474 + 52,4
AH 74+10° 77,2 +42,6

Resultados expressos como média + desvio padrao, n=8 animais por grupo.
C = Controle; H = Hipercalérica; A = Aloxana; AH = Aloxana Hipercaldrica.
b=CvsAH;e=Cvs A

GLICOSE E INSULINA — SACRIFICIO - 90 DIAS
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Figura 12: Glicose e insulina sérica dos animais, no estado alimentado, apds a morte dos
animais (90 dias).

Resultados expressos como média + desvio padrao.

C = Controle; H = Hipercalérica; A = Aloxana; AH = Aloxana Hipercalorica.
b=CvsAH;e=CvsA
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Tabela 11: Colesterol total (mmol/L), HDL-colesterol (mmol/L), LDL-colesterol (mmol/L)
sérico, apos a morte dos animais (90 dias).

Grupos Colesterol HDL LDL

C 1,4+0,3 0,9+0,2 0,8+0,2
H 1,5+0,3 1,1+£0,2 1,0+£0,3
A 1,4+0,7 1,1+0,3 1,1+0,1°
AH 1,8+0,3 1,1+0,3 1,4+04°

Resultados expressos como média + desvio padrao, n=8 animais por grupo.
C = Controle; H = Hipercalérica; A = Aloxana; AH = Aloxana Hipercaldrica.
b=CvsAH;e=Cvs A

COLESTEROL — SACRIFICIO — 90 DIAS
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Figura 13: Colesterol total, HDL-colesterol e LDL-colesterol séricos, apés a morte dos
animais (90 dias).

Resultados expressos como média + desvio padrao.

C = Controle; H = Hipercaldrica; A = Aloxana; AH = Aloxana Hipercalérica.
b=CvsAH;e=Cvs A
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Tabela 12: Glicogénio (mg/100mg) e lipideos hepaticos (mg/100mg), acidos graxos livres
- AGL (LEg/L) e triglicerideos (mmol/L) séricos, apés a morte dos animais (90 dias).

Grupos Glicogénio Lipideos AGL Triglicerideos
hepatico hepético séricos séricos

C 46+2,1 6,7+ 1,1 208,9 + 89,3 1,3+04

H 3,0+1,5 57+0,9 334,6 + 120,2 1,3+£0,3

A 44+21 51+0,7 249,1+94,0 0,9+0,1

AH 4,4+18 6,0+0,9 265,0 + 104,6 1,0£0,2°°

Resultados expressos como média + desvio padréo, n=8 animais por grupo.
C = Controle; H = Hipercalérica; A = Aloxana; AH = Aloxana Hipercaldrica.
b=Cvs AH; c =H vs AH
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Figura 14: Glicogénio e lipideos hepaticos, acidos graxos livres - AGL e triglicerideos

séricos, apos a morte dos animais (90 dias).

Resultados expressos como média + desvio padrao, n=8 animais por grupo.
C = Controle; H = Hipercalérica; A = Aloxana; AH = Aloxana Hipercalorica.
b=Cvs AH; c =Hvs AH
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Tabela 13: Peso do tecido adiposo (mg/100mg peso corporal), das diferentes regides,
ap6s a morte dos animais (90 dias).

Grupos  Mesentérica Subcutanea Retroperitoneal  Perirrenal
C 1,0 £ 0,04 0,4 +0,03 0,5+0,2 2,0+ 0,01
H 1,0£0,4 0,5+0,1 0,4+0,1 24+0,7
A 1,0+0,1 0,4+0,1 0,5+0,1 22+0,2
AH 1,2+0,2 0,5+0,1 0,5+0,2 27+04

Resultados expressos como média + desvio padrao, n=8 animais por grupo.
C = Controle; H = Hipercaldrica; A = Aloxana; AH = Aloxana Hipercal6rica.

PESO DO TECIDO ADIPOSO DE DIFERENTES REGIOES —
SACRIFICIO - 90 DIAS
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Figura 15: Peso do tecido adiposo das diferentes regides, apds a morte dos animais (90
dias).

Resultados expressos como média + desvio padrao, n=8 animais por grupo.

C = Controle; H = Hipercaldrica; A = Aloxana; AH = Aloxana Hipercalérica.
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Tabela 14: Lipideos do tecido adiposo (mg/100mg) das diferentes regiées, apds a morte
dos animais (90 dias).

Grupos Mesentérica Subcutanea Retroperitoneal Perirrenal
C 54,4 + 23,3 82,3+10,5 76,2 £ 3,6 79,5+9,9
H 73,9+21,0 66,0 £ 6,4 90,8 + 8,6 71,1+£9,6
A 65,3+9,2 69,3 £ 15,3 78,4 +11,8 75,0+ 17,1
AH 66,6 + 11,3 83,1+6,7 78,7 +10,2 70,9+9,9

Resultados expressos como média + desvio padrao, n=8 animais por grupo.
C = Controle; H = Hipercaldrica; A = Aloxana; AH = Aloxana Hipercal6rica.

LIPIDEOS DO TECIDO ADIPOSO DE DIFERENTES
REGIOES — SACRIFICIO — 90 DIAS
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Figura 16: Lipideos do tecido adiposo de diferentes regides, apés a morte dos animais
(90 dias).

Resultados expressos como média + desvio padrao, n=8 animais por grupo.

C = Controle; H = Hipercalérica; A = Aloxana; AH = Aloxana Hipercalorica.
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Tabela 15: Secrecgéo estatica de insulina (ng/5ilhotas/hora) pelas ilhotas pancreaticas,
ap6s a morte dos animais (90 dias) frente a diferentes concentracdes de glicose.

Concentragdes de glicose (mM)

Grupos 2,8 5,6 8,3 11,3 16,7

C 16+02 46+18 16,6 + 9,6 20,3+7,1 22,8+0,6

H 19+10 3623 10,0+2,8° 15,9+ 5,6 20,9 +10,1°
A 0,5+0,3° 18+0,6 41+1,1° 54+18° 52+0,9°
AH 182097 44+24¢ 9,8+27° 33,7+7,4%¢ 457 + 9,5

Resultados expressos como média + desvio padrao, n=8 animais por grupo.
C = Controle; H = Hipercalérica; A = Aloxana; AH = Aloxana Hipercaldrica.
a=CvsH;b=CvsAH;c=Hvs AH;d=AvsAH,e=Cvs A

SECREGAO ESTATICA DE INSULINA - 90 DIAS
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Figura 17: Secrecao estatica de insulina pelas ilhotas pancreaticas, ap6s a morte dos
animais (90 dias) frente a diferentes concentragdes de glicose.

Resultados expressos como média + desvio padrao, n=8 animais por grupo.

C = Controle; H = Hipercaldrica; A = Aloxana; AH = Aloxana Hipercaldrica.
a=CvsH;b=CvsAH;c=HvsAH;d=AvxAH,e=Cvs A
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Tabela 16: Agua (%), lipideos (%) e proteinas (%) na carcaga, apés a morte dos animais

(90 dias). _

Grupos Agua Lipideos Proteina
C 54,8 +2,2 245+ 39 245+ 3,3
H 55,7+2,2 221+24 21,4+5,0
A 56,5 + 3,5 231+27 224 +45
AH 554 +44 26,1+5,8 23,0+£3,5

Resultados expressos como média + desvio padrao, n=8 animais por grupo.
C = Controle; H = Hipercaldrica; A = Aloxana; AH = Aloxana Hipercaldrica.

COMPOSICAO DA CARCACA — SACRIFICIO — 90 DIAS
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Figura 18: Agua, lipideos e proteinas na carcaca dos animais apds a morte dos animais

(90 dias).

Resultados expressos como média + desvio padrao, n=8 animais por grupo.
C = Controle; H = Hipercalérica; A = Aloxana; AH = Aloxana Hipercaldrica.
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6.3 Avaliacdes aos 120 dias

6.3.1 Avaliacdes prévias a morte dos animais

Na tabela 17 encontram-se os valores referentes as areas sob as curvas
do peso corporal, ingestédo alimentar e ingestao hidrica. O grupo que recebeu aloxana (A)
manteve, aos 120 dias, a menor area sob a curva de peso corporal, enquanto o grupo H
e AH tiveram as maiores areas sob a curva de peso corporal em relagdo ao grupo A e C,
respectivamente. Aos 120 dias, ndo houve diferenga estatistica entre os grupos para as
areas sob as curvas de ingestdo alimentar e ingestdo hidrica, da mesma forma que
ocorreu aos 90 dias.

Os valores referentes ao teste de tolerancia oral a glicose, realizado aos
120 dias, estao representados na tabela 18. De maneira semelhante ao que ocorreu aos
90 dias, aos 120 dias o grupo A, ap0s a sobrecarga oral de glicose (2,0 g/Kg p.c),
apresentou maior glicemia em relagéo ao grupo C, exceto no TO. O grupo AH apresentou
maior glicemia durante todo o teste de tolerancia a glicose quando comparado ao grupo
que recebeu apenas dieta hipercaléria (H), 0 mesmo ocorrendo quando comparado ao
grupo controle, exceto no jejum (TO). Essas diferengas foram mantidas na area sob a
curva de glicose (Tabela 18).

A resposta insulinémica, aos 120 dias, durante teste de tolerancia oral a
glicose esta representada na tabela 19. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos
para este pardmetro, no entanto houve uma tendéncia de menor secre¢ao de insulina no
grupo AH.

Os resultados referentes ao indice HOMA (sensibilidade a insulina) aos

120 dias estéo representados na tabela 20. Da mesma forma que aos 28 e 90 dias, ndo
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houve diferenca significativa entre os grupos para este parametro, contudo o grupo AH
apresentou valores ligeiramente maiores de indice HOMA que os demais.

Diferentemente da resposta aos 90 dias, ndo houve diferenca estatistica
entre os grupos para os valores de pressao sistélica (Tabela 21).

Na figura 24 esta representado, a titulo de exemplo, o comportamento
lactacidémico de um animal por grupo durante teste realizado para determinar a MFEL.
No grupo C, 40% dos animais tiveram a MFEL na carga de 7,5% p.c e concentragéo de
lactato de 6,4 £ 3,4 mmol/L, os demais animais (60%) tiveram a MFEL nas cargas 7,0;
6,5 e 6,0 % p.c, distribuidas igualmente, ou seja, 20% dos animais para cada carga. Para
esses animais as concentragdes de lactato foram: 6,4 £ 03; 5,5+ 0,7 e 7,2 + 0,3 mmol/L,
respectivamente. No grupo H, as cargas equivalentes a MFEL foram: 8,0% p.c (42,9%
dos animais), 7,5% p.c (14,3% dos animais), 6,5% p.c (14,3% dos animais) e 6,0% p.c
(28,6% dos animais) com as respectivas concentragdes de lactato: 6,6 + 1,8; 5,1 + 0,4;
49+ 0,5e5,1+0,9 mmol/L. Para o grupo A as cargas de exercicio em que ocorreu a
MFEL foram: 8,5; 8,0; 7,5 e 6,5% p.c, ficando distribuidas respectivamente entre 42,9%,
28,6%, 14,3% e 14,3% dos animais. Da maior para a menor carga, as concentragdes de
lactato encontradas na MFEL foram: 8,7 +0,5; 8,4 +0,2; 7,4 + 0,1 e 6,2 £ 0,8 mmol/L. As

cargas equivalentes a MFEL para o grupo AH foram: 8,0% p.c (28,6% dos animais) e

+

concentracdo de lactato de 6,1 + 0,8 mmol/L; 7,5% p.c (42,9% dos animais) e
concentracdo de lactato de 6,3 + 1,4 mmol/L; 7,0% p.c (14,3% dos animais) e
concentracao de lactato de 6,1 £ 0,5 e 6,5% p.c (14,3% dos animais) e concentragéo de

lactato de 4,8 + 0,5 mmol/L.

6.3.2 Avaliacdes apdés a morte dos animais

Os teores de glicose e insulina do soro, obtidos dos animais sacrificados

apos 120 dias, estao representados na tabela 22. O estado de hiperglicemia persistiu nos
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animais que receberam aloxana, independentemente da dieta recebida (hipercalérica ou
balanceada), quando comparados ao grupo controle. A glicose sérica do grupo AH foi
superior a do grupo que recebeu dieta hipercalérica (H). O grupo que recebeu aloxana
(A) teve os menores valores de insulina sérica, quando comparado ao grupo controle e
aloxana hipercalérica.

Neste momento do experimento, houve um aumento do colesterol total dos
grupos que receberam aloxana (A e AH) em relagéo ao grupo controle (Tab. 23). O grupo
que recebeu aloxana associada a dieta hipercal6rica (AH) teve aumento de colesterol
total e LDL colesterol em relagao aos demais grupos (C, H e A).

De forma semelhante aos resultados encontrados na morte dos animais
aos 90 dias, ndo houve diferenca entre os grupos para os valores de glicogénio e lipideos
hepaticos (Tab. 24). Os valores de 4&acidos graxos livres do grupo H foram
significativamente maiores que do grupo C. Comparando o0s animais que receberam
aloxana, aqueles alimentados com dieta hipercalérica (AH) tiveram maiores valores de
acidos graxos livres. O grupo A teve os menores valores de triglicerideos, quando
comparado ao grupo C e AH.

A tabela 25 mostra os valores do peso relativo das diferentes regides do
tecido adiposo (mesentérica, subcuténea, retroperitoneal e perirrenal). O peso relativo
das regidbes mesentérica, subcutanea e perirrenal para o grupo AH foi significativamente
maior que todos os outros grupos (C, H, e A). Quanto ao tecido adiposo perirrenal, o
grupo H apresentou valores significativamente maiores que o grupo C. Quanto ao peso
relativo do tecido adiposo retroperitoneal, ndo houve diferenca estatistica entre os
grupos.

Na tabela 26 encontram-se as concentragbes de lipideos presentes em

cada regido de tecido adiposo avaliado (mesentérica, subcuténea, retroperitoneal e
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perirrenal). Houve diferenga significativa entre os grupos apenas na regido subcutaneo,
sendo significativamente maior no grupo AH em relagdo ao grupo A.

Na tabela 27 encontram-se os valores referentes a secrecéo estética de
insulina das ilhotas pancreaticas dos animais. O grupo AH apresentou maior secre¢éo
estatica de insulina nas concentragdes 5,6; 8,3 e 11,3 (mM) em relagdo ao grupo C. Na
concentracdo de glicose 8,3 (mM) o grupo AH secretou insulina numa quantidade
superior a dos demais grupos (C, H e A). O grupo H apresentou os menores valores de
secrecao estatica de insulina, exceto na concentracdo de glicose de 16,7 (mM), no
entanto, essa diferenca foi significativamente menor apenas na concentracéo de glicose
de 11,3 (mM), em relagéo ao grupo C.

Na tabela 28 estdo representados os resultados referentes a composicao
quimica da carcaca dos animais apdés a morte dos animais. Semelhante ao que ocorreu
aos 90 dias de experimento, ndo houve diferenga entre 0os grupos para os parametros

avaliados (agua, lipideos e proteinas).
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Tabela 17: Area sob as curvas de peso corporal (g x 16 semanas), ingestdo alimentar (g
de racao/100g de peso corporal x 16 semanas) e ingestao hidrica (mL de agua/100g de
peso corporal x 16 semanas) dos animais até os 120 dias de idade.

Grupos Peso Corporal Ingestdo Alimentar Ingestédo hidrica
C 3648,7 +212,4 103,0 £ 11,0 127,9 £ 21,2

H 3841,4 +326,5° 113,8 £ 26,3 101,0 £ 4,1

A 3258,3+£202,2° 106,9 £ 6,5 1244 £ 5,2

AH 3693,4 + 326,8 ° 105,51+ 11,8 109,9 + 10,9

Resultados expressos como média + desvio padrao, n=8 animais por grupo.
C = Controle; H = Hipercalérica; A = Aloxana; AH = Aloxana Hipercal6rica.
a=CvsH;d=AvsAH;e=Cvs A

PARAMETROS GERAIS — 120 DIAS
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Figura 19: Area sob as curvas de peso corporal, ingestdo alimentar e ingestéo hidrica
dos animais até os 120 dias de idade.

Resultados expressos como média + desvio padrao, n=8 animais por grupo.

C = Controle; H = Hipercalérica; A = Aloxana; AH = Aloxana Hipercaldrica.
a=CvsH;d=AvsAH,e=Cvs A
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Tabela 18: Glicose (mmol/L) e area sob a curva de glicose sérica (mmol/L x 120min) dos
animais durante teste de tolerancia a glicose aos 120 dias.

Grupos Tempo (min) ap6és sobrecarga oral de glicose
0 30 60 120 Area
C 51+0,6 7,1+0,7 6,3+0,6 6,2+0,6 755,8 + 64,5
H 48+0,8 6,4+1,0 6,512 5607 725,4 +101,8
A 52+11 98+24° 116+26° 9,7+32° 1183,5 + 260,2°

AH 59+0,7° 10,71

6 b,c

11,1 £2,20¢

8,7+2,0°  1169,6 + 205,0°°

Resultados expressos como média + desvio padrao, n=8 animais por grupo.
C = Controle; H = Hipercalérica; A = Aloxana; AH = Aloxana Hipercaldrica.
b=CvsAH;c=HvsAH;e=Cvs A
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16 -

Glicose sérica

14

S 12 ——C
£ 10 | = H
E s8]
6 5 —A—A
[%]
S 4 AH
o 2
0 : : ‘
0 30 60 120
Tempo (min)
Area sob a curva de glicose sérica
L £ 2000 4
© ©
£ S8 & 1500 e b
S 9 N
o -
© o x 1000 ‘}
583 SOOﬂ_P -
o o £
(]
2 T E
~< ~ 0
c H A AH
Grupos

Figura 20: Glicose e area sob a curva de glicose sérica dos animais durante teste de

tolerancia a glicose aos 120 dias.

Resultados expressos como média + desvio padrao, n=8 animais por grupo.
C = Controle; H = Hipercaldrica; A = Aloxana; AH = Aloxana Hipercaldrica.
b=CvsAH;c=HvsAH;e=Cvs A
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Tabela 19: Insulina (pmol/L) e area sob a curva de insulina sérica (pmol/L x 120 min) dos
animais durante teste de tolerancia a glicose aos 120 dias.

Grupos Tempo (min) apds sobrecarga oral de glicose

0 30 60 120 Area
C 80,1+19,3 1151709 117,5+51,0 112,3+53,4 15737,8 +3845,7
H 116,2+ 53,6 1452+56,2 157,3+655 118,0+50,4 16470,1+2293,1
A 98,5+455 1694+726 133,1+629 1251+54,8 16292,6 +1793,6
AH 106,8 + 73,0 101,2+40,2 97,1247 86,8 +29,1 12725,8 + 1583,2

Resultados expressos como média + desvio padrao, n=8 animais por grupo.

C = Controle; H = Hipercalérica; A = Aloxana; AH = Aloxana Hipercaldrica.

TESTE DE TOLERANCIA A GLICOSE — 120 DIAS
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Figura 21: Insulina e area sob a curva de insulina sérica dos animais durante teste de

tolerancia a glicose aos 120 dias.

Resultados expressos como média + desvio padrao, n=8 animais por grupo.

C = Controle; H = Hipercaldrica; A = Aloxana; AH = Aloxana Hipercaldrica.
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Tabela 20: indice HOMA* de sensibilidade & insulina (*homeostasis model assesment)
dos animais aos 120 dias.

Grupos 120 dias

C 19,4+4,9

H 26,6 £ 11,6
A 23,2+12,1
AH 39,0+17,8

Resultados expressos como média + desvio padrao, n=8 animais por grupo.

C = Controle; H = Hipercalérica; A = Aloxana; AH = Aloxana Hipercaldrica.

* Indice utilizado para estimar a sensibilidade & insulina, definido pela férmula: HOMA =
[insulinemia de jejum x glicemia de jejum]/22,5. HOMA elevado indica baixa sensibilidade
(resisténcia) a insulina.
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Figura 22: indice HOMA* de sensibilidade a insulina (*homeostasis model assesment)
dos animais aos 120 dias.

Resultados expressos como média + desvio padrao, n=8 animais por grupo.

C = Controle; H = Hipercaldrica; A = Aloxana; AH = Aloxana Hipercaldrica.
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Tabela 21: Pressao Sistolica (mmHg) dos animais aos 115 dias.

Grupos Pressao Sistélica
C 136,9 + 13,1

H 135,0+ 10,4

A 141,3+9,5
AH 139,4+ 10,8

Resultados expressos como média + desvio padrao, n=8 animais por grupo.
C = Controle; H = Hipercaldrica; A = Aloxana; AH = Aloxana Hipercaldrica.

PRESSAO SISTOLICA — 115 DIAS
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Figura 23: Presséo Sistoélica dos animais aos 115 dias.
Resultados expressos como média + desvio padrao, n=8 animais por grupo.
C = Controle; H = Hipercaldrica; A = Aloxana; AH = Aloxana Hipercal6rica.
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TESTE DE ESFORCO — 110 DIAS
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Figura 24: Lactato sanguineo durante teste de esforco para determinagcdo da maxima
fase estavel de lactato (MFEL), ao final de 110 dias de tratamento, de um animal de cada
grupo, a titulo de exemplo. Neste exemplo, a MFEL do rato controle foi obtida na carga
de 7,5% do peso corporal a concentracdo sanguinea de lactato de 8,7 £ 0,3 mmol/L, a
MFEL do rato pertencente ao grupo Aloxana aconteceu na carga de 8,5% do peso
corporal, & concentracdo sanguinea de lactato de 8,4 £ 0,2 mmol/L. Para o rato da dieta
hipercal6rica, a MFEL ocorreu na carga de 8,5% do peso corporal, a concentragédo
sanguinea de lactato de 7,6 £ 0,2 mmol/L e para o rato do grupo aloxana hipercal6rica, a
MFEL ocorreu na carga de 7,5% do peso corporal, a concentragdo sanguinea de lactato
de 5,8 + 0,3 mmol/L.
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Tabela 22: Glicose (mmol/L) e insulina (pmol/L) séricas dos animais, no estado

alimentado, apds a morte dos animais (120 dias).

Grupos Glicose Insulina

C 8,8+14 85,2 + 34,3
H 8,7+13 109,4 + 48,5
A 13,6 £3,3° 42,6 +17,1%°
AH 11,9+1,5°¢ 92,4 + 33,9

Resultados expressos como média + desvio padrao, n=8 animais por grupo.
C = Controle; H = Hipercalérica; A = Aloxana; AH = Aloxana Hipercalorica.

b=CvsAH;c=HvsAH;d=Avs AH,e=Cvs A

GLICOSE E INSULINA — SACRIFICIO - 120 DIAS
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Figura 25: Glicose e insulina sérica dos animais, no estado alimentado, ap6s a morte dos

animais (120dias).

Resultados expressos como média + desvio padrao.
C = Controle; H = Hipercaldrica; A = Aloxana; AH = Aloxana Hipercal6rica.

b=CvsAH;c=HvsAH;d=AvxAH,e=Cvs A
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Tabela 23: Colesterol total (mmol/L), HDL-colesterol (mmol/L) e LDL-colesterol (mmol/L)
séricos, apos a morte dos animais (120 dias).

Grupos Colesterol HDL LDL

C 21+04 1,6 +0,4 0,8+0,1

H 21+04 22+0,5 0,7+0,2

A 25+04° 2,0+0,5 1,0+0,2
AH 3,3+0,4 "¢ 1,9+0,9 1,6 £0,3 Ped

Resultados expressos como média + desvio padrao, n=8 animais por grupo.
C = Controle; H = Hipercalérica; A = Aloxana; AH = Aloxana Hipercalorica.
b=CvsAH;c=HvsAH;d=Avs AH,e=Cvs A

COLESTEROL — SACRIFICIO — 120 DIAS

Colesterol total sérico HDL sérico
4 b,c,d
o ° 2%
o 7 =
53 e b
582 E 1]
§E 1 2 B
=)
0 4 T T T ! T 0 . T T
C H A AH C H A AH
Grupos Grupos

LDL sérico

2 _ b,C,d
J15 T .
3 . L
€
S T *
5‘ I
a 0,5 -

0 : :

C H A AH
Grupos

Figura 26: Colesterol total, HDL-colesterol e LDL-colesterol séricos, apdés a morte dos
animais (120 dias).

Resultados expressos como média + desvio padrao, n=8 animais por grupo.

C = Controle; H = Hipercalérica; A = Aloxana; AH = Aloxana Hipercaldrica.
b=CvsAH;c=HvsAH;d=AvxAH,e=Cvs A
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Tabela 24: Glicogénio (mg/100mg) e lipideos hepaticos (mg/100mg), acidos graxos livres
- AGL (LEQ/L) e triglicerideos (mmol/L) séricos, apds a morte dos animais (120 dias).

Grupos Glicogénio Lipideos AGL Triglicerideos
hepatico hepético Séricos Séricos

C 4,4+0,9 50+1,0 2547 + 81,4 1,1+0,3

H 43+0,9 6,1+1,5 345,5+93,0° 1,2+0,3

A 3,9+0,9 58+1,5 229,0 £ 48,1 0,8+0,2°

AH 43+1,3 6,5+1,4 268,7+756° 1,2+0,4°

Resultados expressos como média + desvio padrao, n=8 animais por grupo.
C = Controle; H = Hipercalérica; A = Aloxana; AH = Aloxana Hipercaldrica.
a=CvsH;c=HvsAH;d=AvsAH,e=Cvs A

GLICOGENIO E LIPIDEOS HEPATICOS, AGL E TRIGLICERIDEOS SERICOS -
SACRIFICIO — 120 DIAS
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Figura 27: Glicogénio e lipideos hepaticos, acidos graxos livres - AGL e triglicerideos
séricos, ap6s a morte dos animais (120 dias).

Resultados expressos como média + desvio padrao, n=8 animais por grupo.

C = Controle; H = Hipercaldrica; A = Aloxana; AH = Aloxana Hipercalérica.
a=CvsH;c=HvsAH;d=AvsAH,e=Cvs A
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Tabela 25: Peso do tecido adiposo (mg/100mg peso corporal) das diferentes regides,
ap6s a morte dos animais (120 dias).

Grupos  Mesentérica Subcuténea Retroperitoneal Perirrenal

C 0,9+0,2 0,5+0,1 0,5+0,2 1,9+04

H 1,0+£0,2 0,5+0,1 0,6 £0,2 25+0,7°
A 1,0£0,1 0,4+0,2 0,5+0,2 1,8+0,5
AH 1,5 + 0,3%¢¢ 0,7+0,3°¢ 0,7+£0,2 3,1+0,7°¢

Resultados expressos como média + desvio padrao, n=8 animais por grupo.
C = Controle; H = Hipercaldrica; A = Aloxana; AH = Aloxana Hipercal6rica.
a=CvsH;b=CvsAH;c=Hvs AH; d = Avs AH
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Figura 28: Peso do tecido adiposo das diferentes regides, apds a morte dos animais (120
dias).

Resultados expressos como média + desvio padrao, n=8 animais por grupo.

C = Controle; H = Hipercaldrica; A = Aloxana; AH = Aloxana Hipercaldrica.
a=CvsH;b=CvsAH;c=Hvs AH; d = Avs AH
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Tabela 26: Lipideos do tecido adiposo (mg/100mg) das diferentes regides, apds a morte

dos animais (120 dias).

Grupos  Mesentérica Subcuténea Retroperitoneal Perirrenal
C 851+7,7 751+84 92,0+ 8,6 100,2 £ 12,3
H 89,8 £ 10,7 81,4 £10,7 92,8+84 107,5 £ 23,5
A 85,0+ 12,0 65,2 + 16,0 88,3+ 13,9 108,8 + 16,6
AH 88,2+ 10,8 80,0+112¢ 944+68 109,3 + 13,1

Resultados expressos como média + desvio padrao, n=8 animais por grupo.
C = Controle; H = Hipercaldrica; A = Aloxana; AH = Aloxana Hipercal6rica.

d=Avs AH
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Figura 29: Lipideos do tecido adiposo de diferentes regides, apés a morte dos animais

(120 dias).

Resultados expressos como média + desvio padrao, n=8 animais por grupo.
C = Controle; H = Hipercalérica; A = Aloxana; AH = Aloxana Hipercaldrica.

d=Avs AH
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Tabela 27: Secrecéo estatica de insulina (ng/5ilhotas/hora) pelas ilhotas pancreaticas,

ap6s a morte dos animais (120 dias) frente a diferentes concentracdes de glicose.

Concentragdes de glicose (mM)

Grupos 2,8 5,6 8,3

C 1,8+0,9 7,035 77+28 15,7+47 155+55
H 1,4+0,6 42+16 53+3,8 77+25% 11,1+6,3
A 1,7+0,5 9,4+3,.2 9,7+25 13,1+2,2 58+1,0
A H 2,0+1,0 91+£27° 162%63°¢ 159+31° 10,7 +4,1

Resultados expressos como média + desvio padrao, n=8 animais por grupo.
C = Controle; H = Hipercalérica; A = Aloxana; AH = Aloxana Hipercaldrica.

a=CvsH;b=CvsAH;c=Hvs AH; d = A vs AH

SECREGAQO ESTATICA DE INSULINA - 120 DIAS
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Figura 30: Secrecéo estatica de insulina pelas ilhotas pancreaticas, apdés a morte dos
animais (120 dias) frente a diferentes concentra¢des de glicose.
Resultados expressos como média + desvio padrao, n=8 animais por grupo.
C = Controle; H = Hipercaldrica; A = Aloxana; AH = Aloxana Hipercaldrica.

a=CvsH;b=CvsAH;c=Hvs AH; d = Avs AH
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Tabela 28: Agua (%), lipideos (%) e proteinas (%) na carcaca, apés a morte dos animais

(120 dias).
Grupos Agua Lipideos Proteinas
C 57,9+1,6 43,0+4,5 14,2+0,8
H 56,8 £ 2,7 425+55 14,3+1,2
A 58,4 +2,2 41,3+6,9 152+14
AH 56,4+2,5 46,9+ 11,5 13,8 £ 0,3

Resultados expressos como média + desvio padrao, n=8 animais por grupo.
C = Controle; H = Hipercaldrica; A = Aloxana; AH = Aloxana Hipercal6rica.

COMPOSICAO DA CARCACA — SACRIFICIO — 120 DIAS
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Figura 31: Agua, lipideos e proteinas na carcaca, apés a morte dos animais (120 dias).
Resultados expressos como média + desvio padrao, n=8 animais por grupo.
C = Controle; H = Hipercaldrica; A = Aloxana; AH = Aloxana Hipercal6rica.



69

7. DISCUSSAO

7.1 Avaliacdes prévias a morte dos animais

O presente estudo teve como objetivo desenvolver um modelo
experimental que apresentasse as principais caracteristicas da sindrome metabdlica,
através da associagdo entre aloxana neonatal e/ou dieta hipercaldrica altamente
palatavel do desmame a idade adulta, para posterior aplicacdo deste modelo ao estudo
do papel do exercicio no desenvolvimento de sinais da sindrome metabdlica.

Nao existe ainda um consenso sobre qual é a melhor definicdo para esta
desordem metabdlica. A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) sugeriu uma definigdo
dada pela associagdo de tolerancia a glicose prejudicada/diabetes mellitus e/ou
resisténcia insulinica, além de dois ou mais dos seguintes fatores: hipertenséo arterial
sistémica (valores superiores a 140/90 mmHg); hipertrigliceridemia (concentragbes
plasmaticas maiores que 150mg/dL) e/ou concentragdes séricas de lipoproteina de alta
densidade (HDL-c) inferiores a 35mg/dL e 39mg/dL, em homens e mulheres,
respectivamente; obesidade central (0,90 para o sexo masculino e 0,85 para o feminino)
e/ou indice de Massa Corporal maior que 30kg/m?% microalbumintria (maior ou igual a
20ug/min ou razao albumina: creatinina maior ou igual a 30g/mg). Em 2001, o National
Cholesterol Education Program-Adult Treatment Panel Il (NCEP) propbs uma série de
critérios semelhantes, porém mais simples de serem avaliados, os quais incluem trés ou

mais das seguintes afeccdes: obesidade abdominal (superiores a 102 cm e 88 cm, em
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homens e mulheres, respectivamente), hipertensao arterial sistémica (niveis pressoéricos
iguais ou maiores que 130/85 mmHg), tolerancia a glicose prejudicada (glicemia de jejum
entre 110 e 125mg/dL), hipertrigliceridemia (valores iguais ou superiores a 150mg/dL) e
baixas concentragdes sangliineas de HDL-c (inferiores a 40mg/dL para homens e
50mg/dL para mulheres). Nesse estudo, avaliamos as principais caracteristicas
apontadas pelas duas instituicbes e que séo possiveis de serem observadas em modelos
animais.

Aos 28 dias, o ganho de peso dos animais que receberam aloxana foi
maior que o dos animais controle. Esse resultado ndo é mantido ao longo do
experimento, sendo até mesmo invertido, pois os animais do grupo aloxana, nas
avaliagdes feitas aos 90 e 120 dias apresentaram menor area sob curva de peso corporal
em relacdo aos demais grupos. Os animais que receberam dieta hipercalérica do
desmame aos 120 dias apresentaram peso corporal maior, tanto no grupo H quanto no
grupo AH. Essa alteragcédo n&o foi observada quando a dieta hipercal6rica foi administrada
do desmame aos 90 dias, indicando que a duracdo e/ou a idade em que o animal recebe
a dieta hipercaldrica influencia na indugao da obesidade.

Em estudo com humanos, FORD et.al., (2002), verificaram usando critérios
definidos pelo NCEP, que a prevaléncia de sindrome metabdlica aumenta conforme a
idade. Ainda, os dados referentes aos 120 dias estdo de acordo com os dados
encontrados por NADERALI etal, (2004), em que ratos da linhagem Wistar que
receberam dieta hipercaldérica durante 15 semanas apresentaram peso corporal maior
que os animais controles.

Como indicado pelos resultados do GTTo realizado ao desmame (28 dias),
a aloxana foi eficiente em causar elevagédo da glicemia durante o teste nos animais que
receberam esta substancia. A partir do desmame, os animais passaram a ingerir as

dietas balanceada ou hipercalérica. Diferentemente dos dados encontrados por
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OLIVEIRA et.al., (2005), em trabalho semelhante realizado com machos, no presente
estudo n&o houve recuperacao da tolerancia a glicose, aos 90 dias, para os grupos que
receberam aloxana, conforme resultados do GTTo, onde a glicemia, apds 30 e 60
minutos da sobrecarga oral de glicose, permanece superior a do grupo controle. A
associagcao entre dieta hipercalérica e aloxana (grupo AH) acentuou a intolerancia a
glicose, comparado ao efeito da aloxana isolada. Neste grupo a glicemia permanece alta
e superior a dos demais grupos em todos os momentos do teste (30, 60 e 120 minutos
apo6s sobrecarga oral de glicose). A glicemia ap6s a morte dos animais, no estado
alimentado, aos 90 dias, foi maior nos animais que receberam aloxana, independente da
dieta. Aos 120 dias, a glicemia durante GTTo permanece superior nos grupos que
receberam aloxana, no entanto ndo ha diferenga na glicemia do grupo A e AH, isso
evidencia que a associacdo entre a dieta hipercalérica e aloxana neonatal induz a
recuperacdo dos animais quanto a tolerancia a glicose. Esse resultado também foi
observado na glicemia, ap6s a morte dos animais, no estado alimentado, aos 120 dias.

A resposta insulinémica durante GTTo realizado aos 28, 90 e 120 dias foi
deficiente ap6s 30 e 60 minutos da sobrecarga oral de glicose no grupo que recebeu
aloxana, em relacao ao grupo C, sugerindo reducdo da secre¢éo de insulina estimulada
por glicose nesse momento. A dieta hipercalérica (grupo H e AH) induziu maior secregéo
de insulina ap6s 60 minutos da sobrecarga oral de glicose aos 90 dias. Essa condicéo foi
revertida aos 120 dias.

No presente estudo ndo houve diferenga para o indice HOMA de
sensibilidade a insulina em nenhum momento do experimento (28, 90 e 120 dias), ndo
corroborando a hip6tese de resisténcia a insulina aos 90 dias. Isso difere dos dados
encontrados por NADERALI etal, (2004), em trabalho realizado com machos e
alimentados com dieta hipercal6rica. Uma possivel explicacdo para esses resultados

discordantes pode estar no fato de termos realizado o trabalho com fémeas, uma vez que
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dados da literatura (WILD et.al., 2004; MAUVAIS-JARVIS et.al., 2004) mostram que o
género influencia no desenvolvimento da resisténcia a insulina, devido diferencas
hormonais, principalmente relacionados ao estrogénio.

As evidéncias que esse modelo experimental pode ser eficiente no
desenvolvimento de quadro tipico de resisténcia a insulina ficam mais claras no momento
que sdo avaliados os resultados dos estudos in vitro, possivelmente porque diversas
interferéncias sdo minimizadas.

A resisténcia a insulina na obesidade e diabetes mellitus tipo 2 pode
ocorrer devido a diferentes causas, como redugdo da concentracdo e da atividade
quinase do receptor de insulina, da concentracao e da fosforilacdo do IRS-1 e IRS-2, da
atividade da Pl 3-quinase, da translocagédo dos transportadores de glicose (GLUT) e da
atividade das enzimas intracelulares (PESSIN et.al., 2000). Devido a limitagbes técnicas,
ndo foi possivel aprofundar nas avaliagbes tais vias de sinalizagdo da insulina.

No presente estudo, o grupo que recebeu aloxana, sacrificado aos 90 dias,
apresentou 0os maiores valores de pressao sanguinea. Apesar dos animais alimentados
com dieta hipercalo6rica apresentarem um elevado ganho de peso corporal, esses nao
desenvolveram quadro hipertensivo. O tdnus vascular € determinado pela existéncia de
agentes vasodilatadores e vasoconstritores. A insulina age como vasodilatador. Em
quadro de resisténcia a insulina, no entanto, este horménio nao € efetivo em diminuir a
pressédo sanguinea e o ténus vascular, podendo auxiliar as forgas que contribuem para
vasoconstricdo e aumento da pressdo sanguinea (BEZERRA et.al., 2001). Ainda com
relacdo a acdo da insulina na pressédo sanguinea, MUSCELLI et.al., (1996) mostraram
que a insulina age nos rins, induzindo excrecdo de acido Urico, potassio e soédio.
Expansdo do sodio total em quadro de resisténcia a insulina pode iniciar, manter ou
agravar a hipertensao arterial. A obesidade estd associada a alteragbes das funcgdes

cardiovasculares e aumento da pressao sanguinea. COATMELLEC-TAGLIONI et.al.,



73

(2003), trabalhando com ratos, observaram que machos alimentados com dieta
hipercal6rica desenvolveram alteragdes de pressdo sanguinea, enquanto fémeas, néo.
PLUT et.al., (2002), trabalhando com machos e fémeas, observaram que a dieta
hipercalérica induz hiperleptinemia, causando, no hipotdlamo de machos, uma
superexpressao do gene tirosina hidrolase (enzima relacionada a biosintese de
catecolaminas), podendo aumentar a atividade simpatica e causar hipertensdo. COOPER
etal., (1997), observaram que na obesidade os adipécitos sintetizam quantidades
maiores de angiotensinogénio, gerando maiores quantidades de angiotensina Il e
elevacao da presséao arterial, seja pela acéo direta nos rins, seja pela ativagdo simpatica.
Apesar de nesse estudo ndo termos observado aumento de pressdo sanguinea, nossos
animais do grupo AH apresentaram caracteristicas como elevado peso corporal e altas
concentracdes de colesterol total e LDL-colesterol, que sado fatores de risco no
desenvolvimento da hipertenséo.

Para verificar a capacidade aerdbia dos animais (controles e
experimentais) e visando futuras aplicagdes da atividade fisica como aliado ao controle
da incidéncia da sindrome metabolica, foram realizados testes individuais de maxima
fase estavel de lactato aos 28, 90 e 120 dias, para verificar as interferéncias que a
aloxana e/ou dieta hipercalorica pudessem ter causado a capacidade aerobia dos
animais. Nossos resultados mostram que independente do grupo, ha variagdo nas cargas
(% do peso corporal) e concentragbes de lactato em que se encontra a maxima fase
estavel de lactato. Esses resultados evidenciam a importancia em conhecer a capacidade
individual para realizacdo de determinadas atividades fisicas. De qualquer forma, os
dados referentes a MFEL sugerem que a capacidade aerdbia dos animais dos grupos
experimentais (H, A e AH) ndo foi comprometida, uma vez que na maioria dos casos a
MFEL desses animais foi observada em cargas semelhantes ou superiores as dos

controles.
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Estudos envolvendo individuos com diabetes mellitus 2 tém
invariavelmente mostrado resultados encorajadores com programas de exercicios
aerébios (BOULE et.al.,, 2001; GOLDHABER-FIEBERT et.al., 2003) ou combinados com
anaerdbios no que se refere ao controle glicémico e outros fatores de risco cardiovascular
(BALDUCCI et.al., 2004). A NCEP sugere mudangas nos habitos alimentares e aumento

da atividade fisica como base terapéutica para a sindrome metabdlica.

7.2 Avaliacdes apds a morte dos animais

No presente estudo, os animais do grupo aloxana (A) apresentaram as
menores concentragdes de triglicerideos séricos em relagdo ao C e AH, aos 120 dias. Foi
observado elevagéo das concentragdes séricas de AGL, nos animais que receberam
apenas dieta hipercalérica, quando sacrificados aos 120 dias. Contudo, esta elevacgéo de
AGL n&o acarretou aumento de triglicerideos sérico neste grupo. Existem controvérsias
na literatura quanto a agao antilipolitica da insulina no diabetes tipo 2 (GROOP et.al.,
1991). Estudos in vitro, realizados com pessoas portadoras de diabetes tipo 2, mostram
que ndo ha alteracdo na sensibilidade a acao da insulina pelo tecido adiposo ( ARNER
etal., 1981; THOMPSON, et.al., 1991), enquanto outros mostram que ha associagéo
entre resisténcia a insulina e niveis aumentados de triglicerideos e acidos graxos livres
(KASHIWAGI et.al., 1983). Os acidos graxos livres podem causar inibigdo da biosintese e
da secrecdo de insulina pelas células B (YANEI et.al., 2003), leva-los a apoptose
prematuro (HABER et.al., 2002). GINSBERG et.al., (2000), relacionaram o aumento de
triglicerideos a elevada oferta de AGL ao figado, advinda principalmente do tecido
adiposo, promovendo a sintese de triglicerideos. Partindo desse principio, possivelmente
o fato dos animais do grupo aloxana terem apresentado o menor peso corporal aos 120

dias, explique o reduzido teor de triglicerideos neste grupo.
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Nossos resultados mostram que houve aumento na quantidade de
colesterol total aos 90 e 120 dias para o grupo que associou dieta hipercal6rica a
aloxana. Esse grupo também teve teores de LDL colesterol elevado nos dois momentos
em que os animais foram sacrificados. Em pacientes com sindrome metabdlica, estudos
clinicos mostram que a concentragdo plasmatica de HDL-c encontra-se diminuida,
enquanto o LDL-c apresenta niveis normais ou ligeiramente aumentados, enquanto os
triglicerideos sao elevados. Essas caracteristicas estdo atreladas a resisténcia a insulina,
em virtude do menor metabolismo de lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL-c),
decorrente da hiperinsulinemia e do aumento da lipase hepatica, responsavel pela
hidrolise de triglicerideos e fosfolipideos nas particulas de HDL-c e LDL-c.
Subsequentemente, ha remodelagéo da superficie dessas duas classes de lipoproteinas,
com formacao de particulas menores e densas de LDL colesterol, as quais tém menor
afinidade pelos receptores B/E, aumentando o tempo de permanéncia dessas particulas
no sangue (GRAMBERRY et.al., 1999; GUNDY et.al., 2004).

Nenhuma alteracao foi observada durante todo o experimento nos teores
de glicogénio e lipideos hepaticos. Esses resultados indicam que n&o houve
comprometimento do figado a acdo da insulina. Estudos epidemiolégicos com humanos
tém documentado a associacao entre obesidade visceral e fatores de riscos para o
desenvolvimento de doengas cardiovasculares, tais como dislipidemia, resisténcia a
insulina e diabetes mellitus tipo 2 (LAAKSO et.al.,, 1998; ARAD et.al., 2001). Estudos
recentes focam a esteatose hepatica como parte importante no desenvolvimento da
sindrome metabdlica, tanto em individuos com peso ideal quanto aqueles com
sobrepeso. BOER et.al.,, (2004), destaca a importancia em estabelecer a esteatose
hepatica como causa ou conseqiiéncia da sindrome metabdlica. A maior causa da
esteatose hepética € a oferta de acidos graxos livres ao figado, advindos principalmente

da dieta (GAUTHIER et.al., 2003). Em nosso estudo, ndo observamos aumento nas
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concentracdes de acidos graxos livres, o que pode estar relacionado aos valores normais
de lipideos hepaticos.

Dados da literatura (PICARD et.al., 1998; GAVRILOVA et.al., 2000),
mostram que existe relagdo inversa entre o conteudo de triglicerideos hepaticos e
sensibilidade a a¢do da insulina. EBIHARA et.al., (2001), trabalhando com ratos A-ZIP-F-
1, que apresentam baixos niveis de leptina e severa lipodistrofia, observou que a leptina
foi capaz de diminuir o acumulo de ftriglicerideos no figado, destacando o papel deste
horménio, em condi¢cbes de excesso de calorias, na protecdo de tecidos ndo-adiposo ao
acumulo de gorduras, aumentando a oxidacdo de acidos graxos e “upregulation” da
lipogénese (LEE et.al., 2001). Nao foi possivel verificar se elevado ganho de peso dos
nossos animais foi acompanhado de aumento nas concentracdes de leptina.

Aos 90 dias ndo houve diferenca estatistica entre os grupos quanto aos
teores de lipideos e peso relativo das diferentes regides de tecido adiposo avaliadas. Aos
120 dias, foi possivel verificar diferenca estatistica tanto nos teores de lipideos quanto no
peso relativo das diferentes regibes de tecido adiposo. Tais resultados estdo
possivelmente relacionados a idade dos animais e/ou tempo de administragdo da dieta
hipercalérica.

A relacao existente entre desenvolvimento da sindrome metabdlica e
aumento do tecido adiposo, principalmente visceral, deve-se a uma ampla gama de
proteinas secretadas pelo tecido adiposo, denominadas adipocinas. As funcbes
fisiologicas das adipocinas identificadas até o momento sdo altamente variadas e
compreendem proteinas relacionadas ao sistema imune, como citocinas classicas (fator
de necrose tumoral-a [TNF- a] e interleucina-6 [IL-6], fatores de crescimento [TGF-f]),
regulagédo da pressao sanguinea (angiotensinogéio), homeostase vascular (inibidor do

ativador de plasminogénio 1 [PAI-1]), homeostase glicémica (adiponectina) e
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angiogénese (fator de crescrimento endotelial vascular [VEGF]) (FRUHBECK et. Al
2001).

A secrecéo estatica de insulina aos 90 dias mostra, conforme esperado,
que a aloxana compromete a secrecdo deste hormébnio pelas células B pancreaticas.
Paradoxalmente, a associagdo entre dieta hipercaldorica e aloxana atenuou essa
condigao. Por outro lado, segundo dados do teste de tolerancia a glicose, esse aumento
na secre¢do de insulina ndo é acompanhado de aumento da toleréncia a glicose. Tal
situacdo pode, posteriormente, favorecer o desenvolvimento de resisténcia a insulina.
Aos 120 dias o grupo AH teve a secrecao estatica de insulina elevada em relagéo aos
demais animais, exceto nas concentracdes de glicose de 2,8 e 16,7. Neste momento do
estudo, os animais do grupo A recuperaram a capacidade de secretar insulina frente a
diferentes concentragdes de glicose. Como observado por BERGMAN et.al.,(2003), o
aumento na secrec¢do de insulina pode estar relacionado a compensacéao para suplantar
a dificuldade de acdo da insulina nos tecidos periféricos, a fim de manter os niveis
glicémicos dentro da faixa normal.

N&o houve alteracdo quanto as concentracbes de proteinas, lipideos e
agua na carcaga dos animais (controles e experimentais) em nenhum momento do
experimento.

Em resumo, os resultados referentes as analises de glicose e insulina
séricas realizada aos 90 e 120 dias, ap6s a morte dos animais, sugerem que haja
deficiéncia na secreg¢édo de insulina induzida pela glicose nos animais aloxanicos, pois
apesar do aumento glicémico nos grupos que receberam aloxana (A, AH), ndo ha
elevacdo na secrecdo de insulina, o que é corroborado pelos testes de tolerancia a
glicose.

Tomados em conjunto, os dados do presente estudo indicam que o

modelo experimental associando administragdo neonatal de aloxana com dieta
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hipercalérica pode ser util ao estudo da sindrome metabdlica, pois relne as principais
caracteristicas contidas nas definicdes em discussao sobre a doencga, tais como elevado
ganho de peso corpéreo, intolerdncia a glicose, elevadas concentracdes de glicose,
colesterol total e colesterol LDL, além da elevada capacidade secretéria das ilhotas

isoladas frente a diferentes concentragbes de glicose (in vitro).
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8. CONCLUSOES

+ A aloxana foi eficaz na indugcdo da hiperglicemia, evidenciada pelos

resultados dos testes de tolerancia oral a glicose.

+ Os animais que receberam dieta hipercalérica apresentaram elevac¢ao do
peso corporal, independente da associagao a aloxana neonatal. Isso indica a eficacia da
dieta em provocar obesidade nas condi¢des de nosso laboratério.

% A associacao entre aloxana neonatal e ingestédo de dieta hipercalérica:

- Elevou ganho de peso;

- Provocou intolerancia a glicose;

- Aumentou as concentracgdes séricas de glicose;

- Elevou as concentragdes séricas de colesterol total e LDL colesterol;

-Aumentou capacidade secretéria das ilhotas isoladas frente a diferentes
concentracdes de glicose;

- Conforme os resultados do teste de esforgo, os protocolos empregados néo
comprometeram a capacidade aerdbia dos animais.

% Em conjunto, nossos resultados mostram que a associacao entre aloxana

neonatal e dieta hipercal6rica pode ser aplicado como modelo experimental para o estudo
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de caracteristicas da sindrome metabdlica, pois relne as principais caracteristicas

contidas nessa doenca.
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10. ABSTRACT

There are many controversial points in the metabolic syndrome
characterization, since it does not exist an international agreement on the definitive
metabolic syndrome concept. Some disorders as insulin resistance, with or without type 2
diabetes, hypertension, obesity, dyslipidemia, endothelial dysfunction are often found
among the characteristics included set a definition to metabolic syndrome. In order to
establish an adequate model to study the role of exercise on preventing from metabolic
syndrome, the present study aimed to evaluate the metabolic characteristics of Wistar rats
submitted to neonatal alloxan treatment and /or high palatable diet from weaning (28
days) to adult age (120 days). As physical exercise has used in the treatment of the
disease, this study aimed, also, to evaluate the animals’ aerobic capacity. Wistar rats
received intraperitonial injection of alloxan — Alloxan group (250mg/kg of body weigh); or
citrate buffer 0,01M — Control group. After weaning (28 days), the groups were subdivided
according to the diet: balanced (Control) or high caloric diet, forming 4 groups: Control
(C), High caloric diet (H), Alloxan (A) and Alloxan High caloric (AH). Body weight gain,
glucose tolerance and peripheral insulin sensibility, systolic blood pressure, serum
glucose, insulin, triglycerides, total cholesterol, HDL cholesterol, LDL cholesterol and AGL
concentration and liver lipid and glycogen concentrations, weight and lipid concentrations
in distict regions from adipose tissue, glucose-induced insulin secretion by the isolated

pancreatic islets, and the carcass chemical composition were analyzed. The animals
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responses to an effort tests to evaluate the aerobic capacity were also analyzed. The
association between high caloric diet and alloxan was found to be efficient in inducing
metabolic syndrome characteristics, since the animals (AH group) presented high body
weigh gain, glucose intolerance and high serum glucose, total cholesterol and LDL
cholesterol concentrations. The insulin resistance was inferred by the high secretory
capacity of the isolated pancreatic islets in response to glucose, associated to glucose
intolerance during the tolerance test. The effort test showed that the procedures used to
induce metabolic syndrome signals did not impair the animals’ aerobic capacity. Thus, the
association between neonatal administration of aloxan and high caloric diet ingestion by
rats, from weaning to adult age, can be used as a useful experimental model to study the

metabolic syndrome.
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Exercicio e sindrome metabolica
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Resumo: A sindrome metabdlica € uma desordem resultante do aumento da prevaléncia
da obesidade. Existem controvérsias na identificacdo desta sindrome, pois ndo ha um
unico critério internacional para sua caracterizag&o definitiva. O aumento na incidéncia de
diabetes tipo 2 e doengas cardiovasculares demanda atencgéo terapéutica como fatores
de alto risco. A principal abordagem terapéutica € a reducdo de peso associado ao
aumento da atividade fisica. Devido as limitagbes em pesquisas com seres humanos, faz-
se necessario o desenvolvimento de modelos experimentais que oferegcam condigbes
adequadas ao estudo dessa desordem. Nesta revisdo, iremos descrever os possiveis
sintomas da sindrome metabdlica, assim como os beneficios da atividade fisica nos
mecanismos de desenvolvimento e possiveis modelos experimentais para o estudo
dessa questéo.

Palavras-chave: Sindrome metabdlica. Exercicio. Modelos experimentais.

Exercise and metabolic syndrome

Abstract: The metabolic syndrome is a disorder that results from the increasing
prevalence of obesity. There are many controversial points in the metabolic syndrome
characterization, since it does not exist an international agreement on the definitive
metabolic syndrome concept. The increase of type 2 diabetes incidence and
cardiovascular diseases are high risk conditions and demand therapeutic attention. The
fundamental therapeutic approach is weight reduction associated to increase physical
activity. Because of the limitations in the studies with human beings, it becomes
necessary the development of experimental models which offer adequate conditions to
study this syndrome. In this review, we will describe the main metabolic syndrome
symptoms, the beneficial effects of physical activities on their onset as well as
experimental models to study this question.

Key Words: Metabolic syndrome. Exercise. Experimental models.
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Introducéo

Clinicamente, a sindrome metabdlica, também conhecida como sindrome X ou
sindrome de resisténcia a insulina, compreende um espectro de disturbios, com a
intolerdncia a glicose representando uma das mais importantes. Essas alteracées
incluem resisténcia a insulina, com ou sem diabetes mellitus tipo 2, hipertensao arterial,
obesidade, dislipidemia, disfungéo endotelial, entre outras (ZECCHIN et.al.,., 2004).

Estima-se que a prevaléncia da sindrome metabdlica seja de 24% da populagéo
adulta e entre 50-60% na populagdo acima de 60 anos nos Estados Unidos. Projecdes
estimam que somente neste pais, no ano de 2010 existirdo 50 a 75 milhdes de pessoas
com manifestagdo dessa sindrome (SAMAD et.al.,., 1999).

Na identificacdo da sindrome metabdlica, existem controvérsias, pois ndo ha um unico
critério internacional com a descricao definitiva. Reaven (1988) sugeriu a forte associagao
existente entre individuos com os mesmos fatores
de risco e designou de sindrome "X". Seu denominador comum era representado pela
resisténcia a insulina. Na ocasiao, propds cinco conseqiiéncias, todas com grande risco
de doenca cardiovascular: intolerancia a glicose, hiperinsulinemia, aumento de
triglicerideos, diminuicdo do colesterol HDL e hipertensdo arterial. A obesidade e a
inatividade fisica aumentavam a resisténcia a insulina e, portanto, agravavam a
sindrome. Entretanto, essa sindrome pode ser encontrada em individuos sadios, com
peso e tolerancia a glicose normais (ZAVARONI et.al.,., 1989). De acordo com Duncan e
Schimidt (2001), a sindrome metabdlica caracteriza-se por um agrupamento, em
populacdes, de fatores de risco para doencas cardiovasculares e diabetes, geralmente
ligados a resisténcia a insulina e a obesidade central.

Recentemente, a Associacdo Européia para o Estudo do Diabetes (EASD), em
conjunto com a Associagdo Americana de Diabetes publicou posicionamentos a respeito
da sindrome metabdlica. De acordo com essas associacdes, a sindrome metabdlica, que
€ considerada como preditor de doencgas cardiovasculares, € definida inadequadamente,
usada de maneira inconsistente, sendo necessarias mais pesquisas para ajudar na
compreensdo da maneira pela qual deve ser tratada (KAHN et.al.,., 2005; GALE, 2005).

Ainda referindo as associagdes citadas, a sindrome metabdlica € geralmente definida
pela presenca de trés ou mais das seguintes caracteristicas: alta circunferéncia da
cintura, concentragbes sanguineas elevadas de trigliceridesos, presséo alta, colesterol
HDL circulante reduzido e altas concentrag¢des de glicose sanguinea (KAHN et.al.,., 2005
, GALE, 2005).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) oferece uma definicdo levemente diferente,
incluindo qualquer um que tenha diabetes ou resisténcia a insulina e duas das seguintes
caracteristicas: elevada razao cintura/quadril, concentracdes elevadas de triglicerideos ou
baixa concentracao de colesterol HDL, presséao alta e alta excregao urinaria de albumina
(WORLD HEATH ORGANIZATION, 1991).

Tomadas individualmente, cada uma das condi¢des citadas é considerada como fator de
risco para doenga cardiovascular e deveria ser tratada como tal, afirmam os autores
(KAHN et.al.,., 2005; GALE, 2005). As definicbes sequer sdo concordantes sobre quanto
baixas as concentragbes de HDL devem ser para serem consideradas “baixas” ou quanto
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alta a presséo arterial deve ser para ser considerada “alta”, notam os mesmos autores. O
conjunto dessas observagdes denota a urgéncia na ampliacdo dos estudos referentes a
esta sindrome.

No tratamento da sindrome metabolica, o exercicio fisico tem sido considerado de
grande importancia (CIOLAC; GUIMARAES, 2004). Tal intervengdo, comprovadamente,
melhora a tolerancia a glicose e reduz a resisténcia a insulina. Uma vez que existem
limitagdes nas pesquisas com seres humanos, modelos animais oferecem condigbes
mais adequadas ao estudo dessa questéao.

Resisténcia a Insulina

A resisténcia a agdo da insulina prejudica a captacdo de glicose no musculo e no
tecido adiposo e aumenta a produgcdo hepatica de glicose. Ambas as deficiéncias
contribuem para a
hiperglicemia e evidéncias indicam que a resisténcia a insulina € a anormalidade mais
precocemente detectada num quadro diabético, precedendo o inicio da hiperglicemia
(MELLO; LUCIANO, 2003).

A sinalizagdo intracelular da insulina comega com sua ligagdo a um receptor de
membrana, uma proteina heterotetramérica com atividade quinase, composta por duas
subunidades beta (cada uma de 95 Kd), que sdo transmembrana e atuam na sinalizagéo
intracelular e, duas subunidades alfa (cada uma com 135 Kd), que parecem ser
inteiramente extracelulares e contém sitios de ligacao para a insulina. Essa proteina atua
como uma enzima alostérica na qual a subunidade alfa inibe a atividade tirosina quinase
da subunidade beta. A ligagéo da insulina a subunidade alfa permite que a subunidade
beta adquira atividade quinase, levando a alteracdo conformacional e a autofosforilagédo
do receptor nas subunidades beta em multiplos residuos de tirosina, o que aumenta
ainda mais sua atividade quinase (EBINA et.al.,., 1985; PATTI et.al.,., 1998, KIDO et.al.,.,
2001).

O resultado final da acdo da insulina sobre o metabolismo culmina em processos
anabolicos, que vao desde a sintese de glicogénio, acidos graxos, glicerol e proteinas,
até agdes anticatabolicas, inibindo a glicogendlise, a cetogénese, a lipdlise, a protedlise e
a saida de aminoacidos da célula (MAKINO et.al.,., 1994). Sabe-se ainda que a insulina
exerce funcdo importante nos mecanismos de captacdo e transporte de muitos
substratos, entre estes, a glicose.

O receptor de insulina, além de ser fosforilado em tirosina, também pode ser
fosforilado em serina, o que atenua a transmiss&o do sinal pela diminui¢do da capacidade
do receptor em se fosforilar em tirosina apdés o estimulo com insulina (HOTAMISLIGIL
et.al.,., 1996). Essas fosforilagdes inibitorias causam “feedback” negativo na sinalizagéo
insulinica e podem provocar resisténcia a insulina (CARVALHEIRA et.al.,., 2003). O
principal regulador do receptor de insulina (afinidade, niumero, distribuicdo subcelular) e
sensibilidade da célula-alvo ao hormdnio a niveis pos receptor € a propria insulina (ROTH
et.al.,., 1975).

Diferentes estudos tém demonstrado relagdo direta entre grau de atividade fisica e
sensibilidade a insulina (RENNIE et.al.,., 1992; LAKKA et.al.,., 2003). Evidenciou-se
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menor concentragao circulante de insulina e maior sensibilidade ao horménio em atletas,
quando comparados a individuos sedentarios (EBELING et.al.,., 1993; NUUTILA et.al.,.,
1994). Atletas masteres apresentam maior protecdo contra o comprometimento da
tolerancia a glicose associada ao envelhecimento (ROGERS et.al.,., 1990).

Demonstrou-se que uma Unica sessédo de exercicio fisico aumenta a utilizacdo de
glicose mediada pela insulina em sujeitos normais, individuos com resisténcia a insulina
com histérico familiar de diabetes tipo 2, obesos com resisténcia a insulina, bem como
em portadores de diabetes tipo 2. O treinamento fisico melhora a sensibilidade a insulina
em individuos saudaveis, em obesos nio-diabéticos e em portadores de diabetes tipo 1 e
2 (ERIKSSON et.al.,., 1997). Contudo, existem casos em que o exercicio agudo nao
melhora a sensibilidade a insulina e pode até comprometé-la. A sensibilidade a insulina
acha-se diminuida apo6s corrida de maratona (TUOMINEM et.al.,., 1996) e exercicio
extenuante e excéntrico, como correr numa ladeira (KIRWAN et.al.,.,1992).

O efeito do exercicio fisico sobre a sensibilidade a insulina tem sido constatado de 12
a 48 horas apds a sessao, porém volta aos niveis basais de repouso de trés a cinco dias
ap6s a ultima sessdo de exercicio fisico (ERIKSSON et.al.,., 1997). Isso reforca a
necessidade da pratica freqlente e regular da atividade fisica.

O fato de que apenas uma sessao de exercicio melhora a sensibilidade a insulina e
que o efeito do treinamento regride em poucos dias de inatividade, conduziram a hipétese
de que o efeito do exercicio fisico sobre a sensibilidade a insulina fosse meramente
agudo. Contudo, demonstrou-se que individuos com resisténcia a insulina melhoram a
sensibilidade ao hormonio em 22% apds a primeira sesséo de exercicio e em 42% apos
seis semanas de treinamento (PERSGHIN et.al.,., 1996). Isso mostra que o exercicio
fisico apresenta tanto efeito agudo quanto crénico sobre a sensibilidade a insulina.

Verifica-se efeito benéfico sobre a sensibilidade a insulina tanto com exercicios
aerébios quanto com exercicios de forca (PERSGHIN etal,., 1996; CIOLAC;
GUIMARAES, 2002). Os mecanismos pelos quais essas modalidades de exercicio
melhoram a sensibilidade a insulina parecem distintos (POLLOCK et.al.,., 2000), o que
sugere que a combinacdo das duas modalidades de exercicio pode ser aditiva.

Diabetes tipo 2

O Diabetes Mellitus resulta da secreg¢ao e/ou da agéo diminuida do horménio insulina.
Os diabéticos sao classificados em dois grupos distintos, tomando-se por base se o
diabetes é causado pela falta da insulina (tipo 1) ou pela resisténcia a sua acéo (tipo 2).

O diabetes tipo 1, insulino-dependente (IDDM), € uma doenca auto-imune e afeta,
sobretudo, pessoas jovens. Como diabéticos tipo 1 ndo produzem insulina suficiente, sao
dependentes da insulina exdgena para a manutencdo da glicemia dentro dos limites da
normalidade. Ja o diabetes tipo 2, ocorre mais lenta e tardiamente do que o tipo 1 (apos
os quarenta anos de idade) e é considerado néo insulinodependente (NIDDM). O dibetes
tipo 2 representa cerca de 90% de todos os diabéticos e pode ser desencadeado por
varios fatores: obesidade, dieta hipercalorica e falta de atividade fisica (POWERS;
HOWLEY, 2000).
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De acordo com a literatura, a pratica regular de atividade fisica é eficaz para a
prevencéo e o controle do diabetes tipo 2 (CASTANEDA et.al.,., 2002, TUOMILEHTO
etal.,., 2001, AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2003)). A pratica regular de
atividade fisica reduz o risco de desenvolver diabetes do tipo 2, independente da histéria
familiar, do peso e de outros fatores de risco cardiovascular como tabagismo e
hipertensdo (MANSON et.al.,., 1992). Mudangas no estilo de vida, adotando-se habitos
alimentares saudaveis e pratica regular de atividade fisica, diminuem a incidéncia de
diabetes tipo 2 em individuos com intolerancia a glicose (ERIKSSON; LINDGARDE,
1991).

Programas de exercicio fisico tém-se mostrado eficientes no controle glicémico de
diabéticos, melhorando a sensibilidade a insulina e tolerancia a glicose (CASTANEDA
et.al.,., 2002, SCHNEIDER; RUDERMAN, 1990). Geralmente recomenda-se a realizag¢édo
de exercicios aerdbios para os casos de diabetes tipo 2 ( ERIKSSON; LINDGARDE,
1991; SCHNEIDER; RUDERMAN, 1990). No entanto, o exercicio de forgca também
mostrou efeitos benéficos no controle glicémico desses individuos (WHELTON et.al.,.,
2002; DUNSTAN et.al.,., 1998).

Obesidade

Nas ultimas décadas, houve rapido aumento na incidéncia de obesidade, o que a
tornou um problema de saude publica, tanto nos paises desenvolvidos, quanto naqueles
em desenvolvimento. Segundo a Organizagéo Mundial da Saude, (apud DAMASO, 2001)
0 numero de obesos entre 1995 e 2000 passou de 200 para 300 milhdes, perfazendo
15% da populagdo mundial. Estimativas mostram que em 2025, o Brasil sera o quinto
pais no mundo na incidéncia de obesidade (DAMASO, 2001).

A obesidade, durante muito tempo, foi considerada desordem primariamente
decorrente de alta ingestao calérica. Entretanto, hoje ha evidéncias de que grande parte
dos casos de obesidade decorre mais do baixo gasto energético que do alto consumo
energético. A inatividade fisica da vida moderna parece ser o mais importante fator
etiologico do crescimento dessa doenca nas sociedades industrializadas (ERIKSSON
et.al.,., 1997).

Estudos mostram forte associagdo entre obesidade e inatividade fisica, bem como
associagao inversa entre atividade fisica, indice de massa corpérea (IMC), razéo cintura-
quadril (RCQ) e circunferéncia da cintura (GUSTAT et.al.,., 2002; LAKKA et.al.,., 2003).
Tais estudos demonstram que os beneficios da atividade fisica para a perda de peso
podem ser alcangados com intensidades baixa, moderada ou alta, indicando que a
manutencdo de um estilo de vida ativa, independente da atividade praticada, pode
combater o desenvolvimento dessa doenca.

Para o tratamento da obesidade, € necessario que o gasto energético supere o
consumo diario, o que pode sugerir que a simples reduc&o na ingesta cal6rica, através de
dieta alimentar, seja suficiente. No entanto, o problema é mais complexo. Tem sido
relatado que alteragé&o no estilo de vida, através de aumento na quantidade de atividade
fisica praticada e reeducagdo da ingestdo alimentar, consiste no melhor tratamento
(AMERICAN COLLEGE OF SPORTS MEDICNE, 2001).

O gasto energético diario € decorrente de trés grandes componentes: taxa metabdlica
de repouso (TMR), efeito térmico da atividade fisica e efeito térmico do alimento (ETA). A
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TMR, que consiste no custo energético para manter o funcionamento dos sistemas em
repouso, € o maior componente do gasto energético diario (60 a 80% do total). O
tratamento da obesidade através de restrigao calorica isoladamente, conduz a reducao
da TMR, devido a diminuigcdo da massa muscular e do ETA. Isto leva a lentificacdo ou a
estagnacao do ritmo de perda de peso, reduzindo a eficacia desse procedimento a longo
prazo (ERIKSSON et.al.,., 1997). No entanto, a combinagédo de restrigdo calérica com
exercicio fisico preserva a TMR, melhorando os resultados de programas de reducédo de
peso de longa duracado. Isso ocorre porque o exercicio fisico eleva a TMR apds a sua
realizacao, pelo aumento da oxidacao de substratos, da atividade das catecolaminas e da
sintese protéica (SJODIN et.al.,., 1996; HUNTER et.al.,., 1998). Esse efeito do exercicio
na TMR pode durar de trés horas a trés dias, dependendo do tipo, intensidade e duragéo
do exercicio (TREMBLAY et.al.,., 1988; HUNTER et.al.,., 1998).

Embora a maioria dos estudos focalize os efeitos do exercicio aerébio sobre a perda
de peso, 0 exercicio anaerobio (de forga) pode também ser util para esta finalidade. O
exercicio de for¢ca € um potente estimulo para aumento da massa, da for¢ca e da poténcia
musculares. Isso exerce efeito positivo na preservagdo da musculatura, que tende a
diminuir devido a dietas de restricdo cal6rica (GELIEBTER et.al.,., 1997; KRAEMER
et.al.,., 1999).

Hiperlipidemia

As hiperlipidemias sdo caracterizadas pelo aumento na concentragdo de lipideos
plasméaticos, resultante do acumulo de uma ou mais classes de lipoproteinas. Este
acumulo é consequUéncia de alteragbes no metabolismo: menor remogédo do plasma,
maior produgdo ou associagdo de ambas, podendo manifestar-se clinicamente como
hipercolesterolemia e/ou hipertrigliceridemia (QUINTAO; NAKANDAKARE, 1996). Essas
anormalidades podem ser primarias ou secundarias a outras doengas, habitos
alimentares ou uso de medicamentos, ndo estando, necessariamente, vinculadas a
obesidade.

Mudancas nos habitos alimentares de populagbes, como as que vém ocorrendo ao
longo das ultimas décadas, podem estar relacionadas a modificagbes no perfil lipidico
circulante. Stamler (1979) constatou que japoneses imigrados para os Estados Unidos,
em adaptagdo a esta nova sociedade, apresentavam aumento da ingestao de gorduras
saturadas de origem animal e colesterol, com conseqiente aumento na concentracéo de
colesterol circulante e na ocorréncia de cardiopatias, bem como maior incidéncia de
infarto do miocardio e coronariopatias, quando comparados aos seus compatriotas
residentes no Japao.

Diferencas significativas nas concentragdes circulantes de lipideos entre individuos
alimentados com dietas ricas em gorduras saturadas (de origem animal) e outros, que
ingeriam dietas com gorduras predominantemente insaturadas (de origem vegetal) foram
relatadas (MATTSON; GRUNDY, 1985; McNAMARA, 1987).

Os efeitos da atividade fisica sobre o perfil de lipideos e lipoproteinas sdo bem
conhecidos. Individuos ativos fisicamente geralmente apresentam maiores concentragbes
circulantes de HDL colesterol e menores de triglicérides, LDL e VLDL colesterol,
comparados a individuos sedentarios (DUVILLARD, 1997; DURSTINE; HASKELL, 1994).
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A atividade fisica tem-se mostrado eficiente em diminuir o nivel de VLDL colesterol no
diabetes tipo 2. Entretanto, com algumas excecdes, a maioria dos estudos néo revela
significante melhora nos niveis de HDL e LDL colesterol (SHIEKEN, 1991; AMERICAN
DIABETES ASSOCIATION, 2003).

Hipertenséo Arterial

A hipertensao arterial € uma doenca de etiologia multifatorial, que provoca lesbées em
varios 6rgados como: coragao, cérebro, vasos sanguineos, rins e retina. E considerada um
dos mais importantes fatores de risco para o desenvolvimento das doencas
cardiovasculares. Por exemplo, 40% do total das mortes por acidentes vasculares
cefélicos e 25% das doengas coronarianas séo associadas a hipertenséo arterial (PAGE
et.al.,., 1999; ROCHA et.al.,., 1999).

A hipertensao arterial €, basicamente, uma doenga assintomatica, porém pode
apresentar alguns sintomas: cefaléia, geralmente matutina e de localizagdo occipital;
tontura, tinido e desconforto pré-cordial. Estima-se que aproximadamente 50% dos
portadores de apnéia do sono sejam hipertensos (DAVIES et.al.,., 1994; ROCHA et.al.,.,
1999). Cerca de 90% dos casos de hipertensdo sdo considerados hipertensao primaria,
ou seja, de origem desconhecida. S&o caracteristicas da hipertensdo primaria grave:
pressao arterial média 40 a 60% a cima dos valores considerados normais, fluxo
sanguineo renal reduzido para aproximadamente metade do normal, débito cardiaco
inalterado e resisténcia vascular periférica total aumentada cerca de 40 a 60% (GUYTON;
HALL, 1996). A hipertensdo secundaria contribui com cerca de 10% dos casos e provém
de causas identificaveis, como problemas renais, hiperaldosteronismo, Sindrome de
Cushing, entre outros (PAGE et.al.,., 1999).

Existem varias linhas de evidéncias dos efeitos benéficos da pratica de atividade fisica
sobre a pressao arterial em individuos de todas as idades. Alto nivel de atividade fisica
diaria esta associado a menores valores de pressao arterial em repouso (WAREMAN
et.al.,., 2000). A pratica regular de exercicio fisico parece prevenir o aumento da presséo
arterial associado a idade (GORDON et.al.,., 1990, KASCH et.al.,., 1990), mesmo em
individuos com risco aumentado de desenvolvé-la (PAFFENBARGER et.al.,., 1991).

Programas de atividade fisica podem reduzir a pressdo arterial arterial e diastolica,
tanto de individuos hipertensos como de normotensos (GUIMARAES et.al.,., 2003,
CIOLAC et.al.,., 2003). Tais beneficios da atividade fisica sobre a pressao arterial fazem
dela uma importante ferramenta na prevencdo e no tratamento da hipertensao arterial
(WHELTON et.al.,., 2002). O exercicio aerdbio mostrou-se eficaz em reduzir, em média,
3,8 mmHg e 2,6 mmHg a pressido arterial e diastélica, respectivamente (WHELTON
et.al.,., 2002). Reducdes de apenas 2mmHg na pressao diastélica podem diminuir
significativamente o risco de doengas e mortes associadas a hipertensao (COOK et.al.,.,
1995).

Foi proposto que o efeito do exercicio aerébio sobre a presséo arterial seja devido ao
efeito agudo da ultima sessdo de exercicio, e ndo as adaptagdes cardiovasculares ao
treinamento (ERIKSSON et.al,,., 1997). Contudo, demonstrouse que individuos
hipertensos tiveram redug¢des na monitoragdo ambulatorial da pressao arterial durante 24
horas (MAPA 24h) quando realizada logo apds a ultima sess&o de exercicio, as quais néo
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foram observadas quando realizadas 72 horas apds a ultima sesséo (CIOLAC;
GUIMARAES, 2004).

Modelos Experimentais

Portha et.al.,. (1989) descreveram um modelo experimental de resisténcia a insulina
em ratos wistar pela aplicagdo de estreptozotocina no dia do nascimento. Esse modelo
apresenta hiperglicemia transitéria. Os valores glicémicos retornam ao normal na primeira
semana de vida, com recuperac¢ao da produgdo de insulina e da massa de células 3 no
pancreas. Isso caracteriza um modelo de resisténcia a insulina em ratos e os animais
apresentam boa sobrevida (PORTHA et.al.,., 1989).

Posteriormente, Kodama et.al.,. (1993) desenvolveram outro modelo, através da
substituicdo da estreptozotocina pela aloxana. Nesse estudo, a aloxana foi administrada
aos 2, 4 ou 6 dias de vida. Quando analisados, aos 60 dias de idade, os ratos que
receberam aloxana no segundo dia de vida apresentaram, no estado alimentado,
glicemia ligeiramente superior a dos ratos controle, enquanto que aqueles que receberam
a droga nos 4° e 6° dias mostraram glicemia significativamente maior que a dos controles.

Mais recentemente, Oliveira et.al.,. (2005) analisaram a glicemia de jejum assim como
a tolerancia a glicose e sensibilidade a insulina em ratos de ambos os sexo, aos 30, 60 e
90 dias de idade, que foram tratados com aloxana aos 2 ou aos 4 dias de vida. A glicemia
de jejum n&o foi diferente daquela de ratos controles em nenhum momento. Os ratos
tratados com aloxana mostraram-se intolerantes a glicose aos 30 e 60 dias. O quadro
regrediu espontaneamente aos 90 dias.

Em outro tipo de experimento, Naderali et.al.,. (2003) constataram que ratos adultos,
alimentados por 8 semanas com dieta hipercal6rica altamente palatavel, tipo cafeteria,
apresentavam elevado peso corporal e conteudo de gordura na carcaga, associados a
altas concentragbes plasmaticas de jejum, de insulina, leptina e triglicerideos.

Em nossos laboratérios buscamos desenvolver um modelo experimental para o
estudo do papel do exercicio na prevencédo da sindrome metabdlica. Objetivamos induzir
experimentalmente as principais caracteristicas presentes na sindrome metabdlica, tais
como: dislipidemia, obesidade, resisténcia a insulina, hipertensédo, através da
associagao entre aloxana (administrada aos 6 dias de idade do animal) e, do desmame
aos 90 dias de vida, dieta hipercal6rica (cafeteria). Os resultados parciais coletados até o
momento, foram apresentados no VIl Congresso Paulista de Diabetes e Metabolismo
(MOTA et.al.,., 2006 a) e no XXIl Congresso Latino Americano de Ciéncias Fisiolégicas
(MOTA et.al.,, 2006b). Evidenciam que a associagao entre aloxana e dieta hipercalorica
pode causar alteragbes como aumento do peso corporeo, hiperglicemia, aumento do
colesterol total, caracteristicas presentes em quadros de sindrome metabdlica. Portanto,
os resultados parciais mostram que esse modelo pode ser Util no estudo da referida
sindrome.

Outro modelo experimental desenvolvido para o estudo da referida sindrome € através
do uso de dieta rica em frutose. Busserolles Jr. et.al.,. ( 2002), verificaram, com o uso do
referido modelo, que ha diferenca entre género no desenvolvimento desta sindrome, fato
atribuido a produgéo de estrogeno pela fémea, que age como um antioxidante capaz de
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minimizar o desenvolvimento da sindrome metabdlica. Bezerra et.al.,. (2001), utilizando
este mesmo modelo, constataram que a dieta rica em frutose desenvolve resisténcia a
insulina, mas néao é eficiente em causar hipertensdo em ratos normotensos.

Consideracfes Finais

A sindrome metabdlica € um mal que, segundo projecbes de 1999 (SAMAD et.al.,.,
1999), podera no ano de 2010, acometer de 50 a 75 milhdes de pessoas somente nos
Estados Unidos. Uma vez que existem limitagbes nas pesquisas com seres humanos,
torna-se necessario o desenvolvimento de um modelo experimental que reproduza
adequadamente as caracteristicas da sindrome metabdlica observadas em seres
humanos e, desta forma, desenvolver metodologias capazes de prevenirem e
erradicarem o problema.
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Abstract
Background: Ninety percent of diabetes cases are of the slowly evolving non-

insulin-dependent type, or Type 2 diabetes. Lack of exercise is regarded as one of
its main causes. We herein analyzed the effects of physical exercise over glucose
homeostasis in adult rats that were induced type 2 diabetes by a neonatal injection
of alloxan.

Methods: Female Wistar rats aged 6 days were either injected with 250mg/Kg of
body weight of alloxan or citrate buffer 0,01M (controls). After weaning, half of the
animals of each group were submitted to a physical training adjusted to meet the
aerobic-anaerobic metabolic transition by swimming 1 h/day at 5 days a week with
weight overloads. The necessary overload used was set and periodically
readjusted for each rat through effort tests based on the maximal lactate steady
state procedure. When aged 28, 60, 90, and 120 days, the rats were submitted to
glucose tolerance tests (GTT) and their peripheral insulin sensitivity was evaluated
with the HOMA index.

Results: The obtained area under the serum glucose curve through GTT was
always higher in alloxan treated animals than in controls. A decrease in this area
was observed in trained alloxan treated rats on their 90" and 120" days of life
when compared to the non-trained group. On their 90th day of life, the trained
controls presented lower HOMA indexes than did non-trained controls.
Conclusion: Neonatal administration of alloxan induced a persistent glucose
intolerance in all injected rats, which was successfully counteracted by physical

training in the aerobic/anaerobic metabolic transition.
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Background

Diabetes Mellitus is a disorder caused by reduced secretion and/or
diminished action of insulin. Diabetic individuals fall in to two distinct groups, those
in which the disease is caused by a lack of insulin — named insulin-dependent
diabetes mellitus or IDDM — or by a certain resistance to its action, named non-
insulin-dependent diabetes mellitus or NIDDM.

NIDDM develops in a slow and delayed manner, standing for about 90% of
the cases of diabetes. The main causes of type 2 diabetes would include obesity,
high calorie intake and sedentary lifestyle [1].

Insulin resistance inhibits glucose consumption by muscles and adipose
tissues, while also stimulating glucose release by the liver, leading to
hyperglycemia. There are evidences that insulin resistance may be the first
derangement in cases of diabetes, preceding the onset of hyperglycemia [2].

In 1989, Portha et al. developed an experimental model for testing insulin
resistance through the administration of streptozotocin to newly born rats. This
caused a transitory hyperglycemia in the rats, with basal serum glucose levels
returning to normal values on the first week of their lives, after the production of
insulin by B cells normalized [3]. Later, Kodama et al. [4] described another mode
of inducing insulin resistance in rats by substituting estreptozotocin by alloxan [4].
In this model, alloxan was administered to Wistar rats of 2, 4, or 6 days of age.
When they reached the age of 60 days, all rats that had received alloxan on their
2" day of life presented slightly increased non-fasting serum glucose, whereas
those that had received the drug on the 4™ or 6" day of life showed significantly

higher plasmatic glucose levels than did the controls.
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Unlike to what happened with the rats treated with streptozotocin, those that
were treated with alloxan on the 4™ or 6™ days of life presented a longer longevity
coupled with a persistent hyperglycemia, since insulin production by pancreatic
Beta cells never got back to normal.

In a previous study we analyzed this model developed by Kodama et al. [4]
and observed that all male Wistar rats which had received alloxan (200 mg/Kg
body weight) on their 2" day of age managed to recover from the glucose
intolerance on the 90" day [5], while other metabolic disorders, such as high levels
of circulating FFA, persisted during all the experimental period.

Regular physical activity proved efficient in normalizing glucose
homeostasis of diabetic patients, improving their insulin sensitivity and their
glucose tolerance [6, 7, 8]. Aerobic exercises are generally prescribed to patients
with type 2 diabetes [6, 7, 9]. Since there are limitations to experimentation with
human beings, using animal models is necessary when putting these strategies
into test.

The aim of the present study was to analyze the effects of a physical
exercise programme adjusted to the aerobic-anaerobic transition over the glucose

homeostasis of adult Wistar rats that were treated with alloxan when newly born.

Methods

Animals treatment

The studies were carried out with newly born female Wistar rats, kept at 25
+ 1° C and under a 12/12h light-dark cycle, fed on a special purified diet for

rodents prepared in our laboratory (following AIN-93G [10]) and water ad libitum.
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Food and water intake as well as the body weight of all animals were recorded
weekly. All animal procedures taken complied with the European Convention for
the Protection of Vertebrate Animals used for Experimental and other Scientific

Purposes of the Council of Europe, n 123, Strasbourg, 1985.

Administration of alloxan

Upon reaching the age of 6 days, 16 female rats were intraperitoneally
injected with alloxan monohydrate (Sigma-Aldrich Inc., St Louis, MO, USA)
dissolved in citrate buffer 0.01 M, pH 4.5 to the concentration of 250 mg/kg of their
body weight. They were fasted for 16h prior to administering the drug [4]. Sixteen
rats of the same age injected with the same volume of citrate buffer were used as
controls. All the steps were done as originally proposed by Kodama et al [4], with
the exception that these authors injected a lower dose of of alloxan (200mg/kg of
body weight). In previous studies in our laboratory [5] we observed that using
200mg/kg of body weight alloxan dose resulted in spontaneous recovery from

glucose intolerance in all rats past 90 days of experiment.

Experimental groups

The animals (both controls and alloxan) were randomly divided into groups

of 8 after weaning (28 days), being treated as follows up to their 120" day of age:

e Controls (C): no exercise programme;
e Trained Controls (TC): submitted to a swimming training programme;

e Alloxan (A): no exercise programme;
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e Trained Alloxan (TA): submitted to a swimming training programme;

Glucose tolerance test (GTT)

All rats were fasted for 16 h when reaching the ages of 28, 60, 90, and 120
days, when a glucose solution (200 g/L) was administered with a catheter through
their mouths into their stomachs to the dose of 2.0 g/kg of body weight. Blood
samples of 25 pL were then taken from a cut on the tip of their tails to determine
the levels of serum glucose past 0, 30, 60, and 120 min of the glucose
administration. Moreover, blood samples of 75 yL were obtained at 0 min to obtain
the insulin levels as to calculate the HOMA (Homeostasis Model Assessment)
insulin sensitivity index.

The levels of serum glucose were determined through the glucose-oxidase
colorimetric enzymatic method (Laborlab Kit, Guarulhos, Sao Paulo, Brazil), while
levels of insulin were measured by radioimmunoassay [11]. The blood response to
glucose during the GTT was evaluated based on the total area under the curve of
serum glucose (MMx120 min) [12].

Sensitivity to insulin

Peripheral insulin sensitivity was evaluated on days 28, 60, 90, and 120
based on the HOMA insulin sensitivity index through the following equation: serum
insulin (pmol/L) x serum glucose mmol/L/22.5. Through this method, higher HOMA
indexes denote lower insulin sensitivity [13].

Effort test
On the 28th day, all animals were submitted to an effort trial to determine
their individual intensity of exercise necessary to reach the anaerobic/aerobic

metabolic transition, following the Maximal Lactate Steady State protocol (MLSS).
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This protocol was designed to detect the highest blood lactate concentration on
which the entrance of lactate into blood stream is counterbalanced by its
removal, keeping the concentration stable during exercises of constant intensity
[14]. This proved useful in prescribing exercises to and determining the aerobic
capacity of human beings [15], rats [16] and mice [17]. Our research group has
recently designed a MLSS protocol for rats using swimming exercises [18], which
was herein employed. In short, o determine the MLSS, series of 25 minute
swimming exercise were performed, supporting increasingly overloads in relation
to body weight, fixed in each series, with 48 hour intervals between them and
blood sampling every 5 minutes, from a cut on the tail tip, for lactate determination.
The blood lactate concentration representative of the MLSS was considered at the
highest overload in which there was no variation of the blood lactate higher to

1.0mmol/L between 10 and 25 minutes of exercise [18-19]

Training Programmes

The animals were then submitted to a training programme of 60min/day, 5
days a week, over 12 weeks. The swimming sessions were run in individual tanks
with the established relative overloads according to the rat’s weight to reach the
individual aerobic/anaerobic metabolic transition [18]. Every 30 days, new MLSS

tests were made to assign new overloads.

Statistics

Results were presented as means + standard deviation and were
statistically analyzed by T-student test and two-way ANOVA followed by a

Newman-Keuls test, where appropriate. Significance level was 5%.
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Results

General parameters

Body weight, food and water intake are illustrated in Table 1. Groups TC [F
124 = 9.33], A[F 124 = 11.0] and TA [F 124 = 11.35]displayed smaller area under
the body weight curve than did the controls C. Rats of the TA [F 115 = 16.66] group
consumed more food than did sedentary rats of groups C and A. No difference in
water intake was found between the groups.
TABLE 1

Prior-to-training evaluations

The results of the GTT of the 28th day are presented on Figure 1A. Blood
serum glucose levels of rats that received alloxan were higher (A = 1309.0 +
337.8, p<0.05, test t-student) than those of controls (C = 817.6 + 59.6, p<0.05, test
t-student), as reflected by the area increase under the serum glucose curves
(mmol/L x 120 min) of this group. There was no difference between HOMA insulin
sensitivity indexes of both groups (C =22.7 £+ 9.7 and A=17.4 + 13.2, p<0.05, test
t-student) when evaluated on the 28th day (figure 1-B).

FIGURE 1

On the 28th day, all rats were subjected to the described MLSS protocol.
MLSS was performed using overloads 5.0-7.5% of the rats’ body weights. The
animals did not reach the MLSS using the same overloads within the same group.
Figure 2 represents the lactate concentration kinetics during the exercise for most
animals of each group. In TC group 25% of the animals reached the MLSS using

overloads about 5% of their body weights, and their mean lactate concentration
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was of 7.3 £ 2.4 mmol/L; the remaining 75% (figure 2) reached the MLSS using
overloads of 6.5% of their body weight and their mean lactate concentration was of
6.0 £ 2.6 mmol/L. In TA group 50% of the animals (figure 2) reached the MLSS
using 5.5% of body weight overloads and their mean lactate concentration was of
3.8 £ 0.7 mmol/L, while 33.3% of the animals reached the MLSS with 6.0% of
body weight overloads and their mean of lactate concentration was of 6.5 + 0.6
mmol/L, and 16.7% of the animals reached the MLSS using loads 6.5% of their

body weight, presenting a mean lactate concentration of 10.4 + 0.6 mmol/L.

FIGURE 2

During training evaluations

There was no difference between the HOMA indexes of the groups on their 60th
day ofage (C=17.7+ 3.6, TC=19.8 +4.7; A=33.3+19.6 and TA = 32.4 + 10.6).
However, on the 90th day, TC animals were more insulin sensitive than were the
others (TC=19.8+2.6 [F119=6.96]; C=28.7+4.5;A=30.8+4.8and TA=31.2
+ 5.5), and on the 120" day, there was no statistical difference between the
groups on this parameter (C=194+4.3; TC=17416.4;A=194+6.4and TA

= 18.6 £ 2.6).

FIGURE 3

When 60 days old, groups A (1043.4 + 103.1 [F126 = 61,97}) and TA
(1131.2 £ 189.7 [F1 .26 = 61.97]) presented high serum glucose concentrations
based on the area under serum glucose during the GTT, in comparison to the

controls (C = 774.9 + 69.9 and TC = 756.9 + 38.9). On the other hand, on the 90™
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(C=735.91+64.1; TC=670.91£40.8; A= 1162.9 + 202.9 and TA=1017.4 £129.0
[F126 = 5.55]) and 120" (C = 755.8 + 64.5; TC = 640.7 + 106.4; A = 1299.4 +
198.3 and TA 972.2 £ 135.0) days of age the area under the serum glucose curve

of TA [F1.26 = 4.43] group decreased in comparison to that of group A (Figure 4).

FIGURE 4

Discussion

The aim of the present study was to analyze the effects of a physical
exercise programme adjusted to the aerobic-anaerobic transition over the glucose
homeostasis of adult Wistar rats that were treated with alloxan when newly born.

Our results show that the sedentary group C presented greater increase in
body weight than did groups A, TA, and TC. Although TA rats had the highest food
intake, they did not assimilate this energy income as body mass.

Animals receiving streptozotocin in their first days of life had compromised
their secretory insulin capacity just after the drug administration [20]. Probably, this
reduction in insulin production took place when the rats were injected with alloxan
because animals of this group presented a reduced increase of body weight.
Reports from other studies demonstrated that young animals or human beings
with reduced insulin present impairment in body weight gain and delay in the
process of growth and physical maturation [21].

Obesity is among the main causes of type 2 diabetes. In the present study,
the training programme reduced body weight gain. These results are in agreement
with other studies [22] that showed that animals submitted to running sessions

gained 24% less body weight than did sedentary controls past 6 weeks physical
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training. The literature also states that physical activity on a regular basis and
restrictions in body weight gain reduce the incidence of type 2 diabetes in patients
with glucose intolerance [23].

The GTT of the 28th day illustrated that the animals exhibited an adequate
response to the neonatal alloxan administration, through presenting a bigger area
under the serum glucose curve than the controls. In the subsequent evaluations
on the rats’ 60", 90" and 120™ days of life, group A rats remained glucose
intolerant.

In another experiment carried out in our laboratory, Oliveira et al (2005)
observed that rats that received alloxan (200 mg/Kg of body weight) on their 2nd
day of life presented spontaneous improvement of the glucose tolerance [5]. In the
present study, the observed steady high blood serum glucose levels of group A
animals was probably because of the later age on which the animals had received
alloxan (6 days) and also because of the higher employed dosage (250mg/Kg).
According to Kodama et al. (1993) when alloxan is administered to newly born
rats, the earlier the drug administration the less severe is the blood glucose
derangement observed later in life [4].

According to the American Diabetes Association, patients who present
glucose intolerance and/or altered fasting blood glucose levels are prone to
develop type 2 diabetes, thus are candidates to interventions in order to monitor
and control the onset of the disease [24]. They also claim that oral glucose
tolerance tests and evaluation of fasting blood glucose levels are the best

parameters to track the development of type 2 diabetes.
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The United Kingdom Prospective Diabetes Study (1995) demonstrated that
the B cells dysfunction in humans starts around 10-12 years before type 2
diabetes is settled, therefore offering a long interval for trying prophylactic
interventions [25]. The non-exercised alloxan rats of the present study remained in
this pre-diabetic condition during all the experiment, illustrating the usefulness of
this model to design intervention strategies in cases of type 2 diabetes in future
studies, since there are obstacles to experimentation with human beings.

The identification of the maximal lactate steady state was successfully
employed to evaluate the aerobic capacity of the experimental animals [18]. This
protocol also enabled quantifying their individual aerobic capacity. In the present
study, the procedures employed to induce glucose intolerance caused a reduction
in the blood lactate levels of most TA animals at the MLSS in comparison to
controls, even though the overloads during the MSLL were the same for both
groups.

Randle, in studies with hearts and diaphragms of rats propounded the
existence of a mechanism known as the glucose-fatty acid cycle. He observed that
increases in FFA plasmatic levels were followed by decreases in the glucose
uptake and oxidation by these organs [26]. In general, type 2 diabetes leads to an
increase of the circulating levels of FFA, which are used up by peripheral tissues,
like the skeletal muscles, saving glycogen [27]. This may have led to a reduced
glucose utilization, thus resulting in lower production of lactate in AT rats.

Our results show that when the animals were 90 days old, i.e. 60 days past
the beginning of the physical training, the swimming sessions effectively reduced

the area under the serum glucose curve of GTT of TA rats, thus demonstrating a
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significant recovery of the tolerance to glucose (Figure 4). A similar recovery was
observed in TA rats on their 120" of life. The reduction of the serum glucose levels
of the TA group could have been mediated by an increase in the numbers of
glucose transporters [28]. A previous study conducted in our laboratory
demonstrated that swimming sessions in the aerobic/anaerobic transition
attenuated glucose intolerance also in type 1 diabetes rat models [29].

Knowing the exact moment and how physical activity can contribute to
counteract or prevent type 2 diabetes will be useful to encourage diabetic patients
into practicing physical activity on a regular basis. Page et al. (1992) showed that
6 months of continued regular exercise practice was not yet enough for the
patients to assimilate this into their life habits [30].

Conclusion

The neonatal administration of alloxan induced persistent glucose
intolerance, which was counteracted by physical training in the aerobic/anaerobic
metabolic transition. The use of HOMA index as indicator of insulin resistance
proved inefficient in detecting differences among the experimental groups in most
of the cases, thus complementary studies using alternative procedures are

necessary in order to get a more comprehensive characterization of this model.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: Area under serum glucose curve during GTT and HOMA — 28 days
A- Area under serum glucose curve during GTT (mmol/L x 120 min) of the
animals after weaning (28 days of age - C and A). B- HOMA* insulin sensitivity
index after weaning (28 days of age - C and A).

Values showed as mean * standard deviation, n=8 animals per group

C=Control; A= Alloxan

*homeostasis assessment model

# diference

Figure 2: Effort test
Blood lactate concentrations (mmol/L) during the effort tests for determining MLSS
of most 28-days-old rats of each group.

Figure 3: HOMA

HOMA* insulin sensitivity index of 60th, 90th and 120th days of age (C, TC, A and
TA).

Values showed as mean * standard deviation, n=8 animals per group

C=Control; TC= Trained control; A= Alloxan e TA= Trained alloxan.

a=CvsTC; e=TC vs TA; *homeostasis assessment model

Figure 4: Area under serum glucose curve during GTT

Area under serum glucose curves during GTT (mmol/L x 120 min) of 60th, 90th
and 120th days of age (C, TC, A and TA).

Values showed as mean * standard deviation, n=8 animals per group

C=Control; TC= Trained control; A= Alloxan e TA= Trained alloxan.
b=CvsA;c=CvsTA;d=AvsTA;e=TCvsTA

Table 1: Body weight, food intake and water intake

Areas under the body weight (grams x 12 weeks), food intake (food grams /100g
of body weight x 12 weeks) and water intake (water ml /100g of body weight x 12
weeks) curves of the animals.

Groups Body Weight Food intake Water intake
C 3648.7 +212.4 103.0+11.0 127.9+21.2
TC 3281.2+212.0° 131.3+8.7 148.6 + 22.6
A 3258.3+202.2° 106.9+6.5 124.4 +5.2
TA 3093.2+291.2° 137.6 + 19.6 °¢ 156.9+4.1

Values are mean = standard deviation, n=8 animals per group.
C=Control; TC= Trained control; A= Alloxan e TA= Trained alloxan
a=CvsTC;b=CvsA;c=CvsTA;d=AvsTA
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FIGURA 2
EFFORT TEST — 28 DAYS
Control
10
3 [ [
[e]
=
E 6 —=—70
[0}
8 —e—65
S 4
_ —A—6.0
©
3 2-
m
0
0 5 10 15 20 25
Time (min.)
Alloxan
14
12
= 10 /f
S
g 8 —a—6.0
£ —e—55
© 6
© ——5.0
§ 4 | T R N
2| o
0
0 5 10 15 20 25

Time (min.)



FIGURA 3

Homa

60 -

50

40

30

20 +

10

HOMA

Days

o60
090
0120

60 90 120
C

60 90 120

TC

Groups

60 90 120

A

60 90 120
TA

132



FIGURA 4

mmol/L x 120 min

1600 -
1400 -
1200 +
1000 +
800 -
600 -
400 -
200 +

AREAUNDER GLUCOSE CURVE DURING GTT

ce

Days

@60
090
2120

b c,d,e
'~ cd.e
60 90 10 60 90 20 | 60 90 20 60 90 10
TC A AT

Groups

133



134

SINDROME METABOLICA EXPERIMENTAL E CAPACIDADE AEROBIA EM

RATOS

SHORT TITLE: SINDROME METABOLICA EXPERIMENTAL

EXPERIMENTAL METABOLIC SYNDROME

Clécia Soares de Alencar Mota', Carla Ribeiro', Camila de Moraes®, Camila Aparecida

Machado de Oliveira®, Eliete Luciano', Maria Alice Rostom de Mello'

'Departamento de Educacdo Fisica — IB Unesp- Rio Claro/ SP-Brasil
Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias da Motricidade
? Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Satde ~Universidade Cruzeiro do Sul,S&0 Paulo/SP -

Brasil

*Instituto de Biociéncias — Departamento de Fisiologia e Biofisica — Unicamp —
Campinas/SP — Brasil

Autor para correspondéncia:

Clécia Soares de Alencar Mota

Departamento de Educacdo Fisica — IB UNESP- Rio Claro/ SP

Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncias da Motricidade

Av.24 A, 1515 — Bela Vista

CEP: 13506-900 — Rio Claro/SP

e-mail: cleciamota@yahoo.com.br

Apoio Financeiro: FAPESP (processo n. 06/51213-0) e CNPq (processo n.
133016/2006-4).



135

EXPERIMENTAL METABOLIC SYNDROME AND AEROBIC CAPACITY IN
RATS.

ABSTRACT

Objective:The present study aimed to analyze metabolic features and aerobic
capacity of rats submitted to alloxan neonatal administration and/or high calorie diet from
weaning to adult age. Methods: At 6 days old Wistar rats received alloxan intraperitoneally
(250mg/Kg of body weight)—alloxan group; or citrate buffer (0.01M)—control group. After
weaning, the groups were subdivided according to the diet, balanced or high calorie:
Control(C), high calorie(H), Alloxan(A) and Alloxan high calorie (AH). At 28 and 85 days
old, the animals were subjected to an oral glucose tolerance test (GTTo) which was
analyzed trough the area under serum glucose curve (AG-mmol/Lx120 min). At 80 days
old, they were subjected to maximal lactate steady state test (MLSS) for aerobic capacity
evaluation. At 90 days old all the animals were sacrificed by decapitation for blood and
tissue evaluations. Results:At 85 days old, the AH group (AG=1324.8+321.5) presented
glucose intolerance comparatively to the groups C (AG= 730.0+79.8); H (AG=723.4+54.9)
and A (AG=1042.0+£255.9). The serum glucose concentrations (mmol/L) in the fed state
were higher in groups A(8.7£2.3) and AH( 7.4£1.0) than in C(5.3+0.4) and H(6.0+-1.4)
groups. The LDL cholesterol concentrations (mmol/L) were significantly higher in animals
of groups A (1.1£0.1) and AH (1.4+0.4) than those of C (0.8+0.2) and H (1.0+0.3) groups.
Conclusions: It was possible identify MLSS of all animals, whose did not presented a
compromised aerobic capacity. Therefore, the association between neonatal alloxan
administration and high calorie diet intake by rats, can be a useful experimental model to
the study of metabolic syndrome, including the aspects concerning to aerobic capacity.

Keywords: metabolic syndrome, obesity, physical activity
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SINDROME METABOLICA EXPERIMENTAL E CAPACIDADE AEROBIA EM
RATOS

Resumo

Objetivo: O presente estudo visou analisar caracteristicas metabdlicas ¢
capacidade aerdbia de ratos submetidos a administragdo neonatal de aloxana e/ou dieta
hipercalorica a partir do desmame até a idade adulta. Metodologia: Foram utilizados ratos
da linhagem Wistar, os quais receberam, aos seis dias de idade, inje¢do intraperitonial de
aloxana—grupo aloxana (250mg/Kg de peso corporal); ou tampao citrato 0,01M—grupo
controle. Apds o desmame, os grupos foram subdivididos conforme a dieta recebida,
balanceada ou hipercaléria: Controle(C), Hipercalérica(H), Aloxana(A) e Aloxana
Hipercaldrica(AH). Aos 28 e 85 dias de idade os animais realizaram teste de tolerancia oral
a glicose (GTTo) analisado através da area sob a curva glicémica (AG—mmol/Lx120 min).
Aos 80 dias de idade realizaram teste para identificagdo da maxima fase estavel de lactato
(MFEL). Ao final do experimento os animais foram sacrificados para avaliagdes séricas e
teciduais. Resultados: Os animais do grupo AH (AG=1342,8+£312,5) apresentaram
intolerdncia a glicose comparativamente aos grupos C (AG=730,0£79,8); H
(AG=723,4£54,9) ¢ A (AG=1042,0+£255,9) aos 85 dias de idade. As concentragdes de
glicose sérica (mmol/L) no estado alimentado, foram maiores nos grupos A (8,7+2,3) e
AH(7,4£1,0), comparativamente aos grupos C(5,3+0,4) e H(6,0+1,4). As concentragdes de
LDL colesterol (mmol/L) foram significativamente maiores nos grupos A(1,1+0,1) e
AH(1,4+0,4), comparativamente a C (0,8+0,2) e H(1,0+£0,3). Conclusdo: Foi possivel
identificar a MFEL de todos os animais, e esses ndo tiveram a capacidade aerdbia

comprometida. Portanto, a associa¢do entre administracdo neonatal de aloxana e ingestdo
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de dieta hipercalorica por ratos, pode ser um modelo experimental util ao estudo da
sindrome metabdlica, inclusive de aspectos relativos a capacidade aerdbia.

Palavras-chave: sindrome metabdlica, obesidade, atividade fisica

Introducgéo

A desordem metabolica hoje denominada sindrome metabodlica, foi
primariamente caracterizada por Reaven (1988)'. Nesse momento, este autor sugeriu forte
associacdo existente entre individuos com os mesmos fatores de risco e designou de
sindrome "X". Seu denominador comum era representado pela resisténcia a insulina. Na
ocasido, propds cinco conseqiiéncias, todas com grande risco de doenga cardiovascular:
intolerdncia a glicose, hiperinsulinemia, aumento de triglicerideos, diminui¢cdo do
colesterol HDL e hipertensdo arterial. Desde ent@o, varios critérios para identificacdo da
sindrome metabolica foram propostos.

Atualmente, outros dois critérios para identificacdo de pacientes com sindrome
metabdlica foram propostos. Em 1998, a Organizagdo Mundial da Satide (OMS)* sugeriu
uma defini¢do dada pela associacdo de tolerdncia a glicose prejudicada/diabetes mellitus
e/ou resisténcia insulinica, além de dois ou mais dos seguintes fatores: hipertensdo arterial
sistémica (valores superiores a 140/90mmHg); hipertrigliceridemia (concentragdes
plasmaticas maiores que 150mg/dL) e/ou concentragdes séricas de lipoproteina de alta
densidade (HDL-c) inferiores a 35mg/dL para homens e 39mg/dL para mulheres;
obesidade central (0,90 para o sexo masculino e 0,85 para o feminino) e/ou indice de
Massa Corporal maior que 30kg/m*; microalbuminuria (maior ou igual a 20 pg/min ou

razdo albumina: creatinina maior ou igual a 30 g/mg). Em 2001, o National Cholesterol

Education Program-Adult Treatment Panel IIl (NCEP)® propés uma série de critérios
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semelhantes, porém mais simples de serem avaliados, os quais incluem trés ou mais das
seguintes afec¢des: obesidade abdominal (superiores a 102 cm e 88 cm, em homens e
mulheres, respectivamente), hipertensdo arterial sistémica (niveis pressoricos iguais ou
maiores que 130/85mmHg), tolerancia a glicose prejudicada (glicemia de jejum entre 110 e
125mg/dL), hipertrigliceridemia (valores iguais ou superiores a 150 mg/dL) e baixas
concentragdes sangiiineas de HDL-c (inferiores a 40mg/dL para homens e 50mg/dL para
mulheres). Nesse estudo, procuramos avaliar as principais caracteristicas apontadas pelas
duas institui¢des e que sdo possiveis de serem observadas em modelos animais.

Estima-se que a prevaléncia da sindrome metabdlica seja de 24% da populagao
adulta e entre 50-60% na populacdo acima de 60 anos nos Estados Unidos. Projecdes
estimam que somente neste pais, no ano de 2010 existirdo 50 a 75 milhdes de pessoas com
manifestacdo dessa sindrome”.

A obesidade e a inatividade fisica aumentam a resisténcia a insulina e, portanto,
agravam a sindrome. Entretanto, essa sindrome pode ser encontrada em individuos sadios,
com peso e tolerdncia & glicose normais’. De acordo com Duncan & Schimidt (2001)°, a
sindrome metabolica caracteriza-se por um agrupamento, em populagdes, de fatores de
risco para doengas cardiovasculares e diabetes, geralmente ligados a resisténcia a insulina e
a obesidade central.

Devido as limitagdes nas pesquisas com seres humanos, o desenvolvimento de

modelos experimentais para o estudo da sindrome metabdlica torna-se necessario.

Objetivo
Na busca de um modelo experimental adequado ao estudo da sindrome

metabolica, o presente estudo visou analisar caracteristicas metabdlicas de ratos



139

submetidos ao tratamento neonatal com aloxana e/ou dieta hipercaldrica altamente
palatavel do desmame a idade adulta. Uma vez que o exercicio fisico tem sido indicado no
tratamento desta doenca, este estudo visou também, verificar se os procedimentos
empregados para a indugdo da sindrome metabolica interferem na capacidade aerdbia dos

animais.

Material e Métodos

Animais e seu tratamento

O estudo foi realizado com fémeas da linhagem Wistar, recém nascidas. Os
animais foram mantidos em gaiolas coletivas, a temperatura de 25 + 1° C e em ciclo
claro/escuro de 12/12 horas, com livre acesso a dgua e ao alimento. Todos os animais
tiveram peso corporal, ingestdo alimentar e hidrica registrados uma vez por semana.

Os experimentos foram realizados de acordo com o European Convention for
the Protection of Vertebrate Animals used for Experimental and other Scientific Purposes

(Council of Europe n°® 123, Strasbourg, 1985).

Administracdo da aloxana neonatal

Aos seis dias de idade, os filhotes fémeas receberam injecdo intraperitonial de
aloxana monoidratada dissolvida em tampao citrato 0,01M, pH 4,5 (250mg/Kg de peso
corporal), apos jejum de 16 horas. Como controles, foram usados ratas de mesma idade,

injetados com veiculo (tampdo citrato) .
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Dietas

A partir do desmame (28 dias) até a idade adulta (90 dias), o alimento consistiu
de dietas balanceada (3.948 kcal/Kg) ou hipercaldrica (5.138,3 Kcal/Kg), conforme
composi¢do descrita no quadro 1.

Quadro 1. Composi¢do das dietas

Componentes (g/Kg) Balanceada® Hipercalérica®
Caseina’ 202° 70
Dieta - 330
Amido 397 48
Dextrina 130,5 159
Sacarose 100 253,25
Leite condensado integral Nestlé ® - 330
L-cistina 3 3

Oleo de soja 70 70
Mistura de sais (AIN-93GMX)' 35 10,5
Mistura de vitaminas (AIN-93GVX)' 10 6,7
Fibra 50 50
Cloridrato de colina 2,5 2,5

1. De acordo com American Institute of Nutrition (AIN-93G) *.
2. Adaptado de Petry, C.J. et.al.’.
3. Valores corrigidos em fun¢@o do conteudo de proteina na caseina.

Grupos experimentais

Apds o desmame (28 dias) os animais foram separados em quatro grupos e
tratados até a idade adulta (90 dias):
e Controle (C) n=8: ratos injetados com tampao citrato ¢ alimentados com
dieta balanceada;
e Hipercal6rica (H) n=8: ratos injetados com tampdo citrato e alimentados
com dieta hipercaldrica;
e Aloxana (A) n= 8: ratos injetados com aloxana e alimentados com dieta

balanceada;
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e Aloxana Hipercaldrica (AH) n=8: ratos injetados com aloxana e

alimentados com dieta hipercalorica.

AvaliacGes prévias ao sacrificio dos animais

Teste de tolerdncia a glicose - GTTo

O GTTo foi realizado com os animais aos 28 e 85 dias de idade, apds 16 horas
de jejum. Os animais tiveram a extremidade da cauda cortada para realizagdo da primeira
coleta de sangue (tempo 0). Em seguida, uma solu¢@o de glicose a 20% (2 g/Kg de peso)
foi administrada aos ratos através de sonda gastrica de polietileno. Amostras de sangue
foram coletadas apos 30, 60 e 120 minutos com capilares heparinizados e calibrados para
25uL, visando a determinacdo das concentracdes de glicose e insulina. As concentragdes
de glicose sanguinea foram determinadas pelo método glicose-oxidase e as de insulina,
pelo radioimunoensaio '°. Os resultados foram analisados através da determinagdo das
areas sob as curvas de glicose e de insulina séricas, durante o teste, pelo método
trapezoidal ', utilizando-se o software ORIGIN 3.5 (1991).

Pressdo Sistolica

A pressdo sistolica foi aferida em todos os grupos experimentais, aos 89 dias de
idade, através do método de tail-cuff 12

Teste de esforco

Aos 80 dias os animais controles e experimentais (Hipercalorica; Aloxana e
Aloxana Hipercaldrica) foram submetidos a um teste de esforco (identificagdo da Maxima
Fase Estavel de Lactato — MFEL), para avaliagdo da capacidade aerdbia, no intuito de
verificar se os protocolos utilizados na indug@o da sindrome metabolica interferiram nesse
aspecto. A MFEL equivale a mais alta concentragdo de lactato sanguineo onde sua entrada
na circulagdo é compensada pela remocdo durante exercicios com cargas constantes e sua
determinagdo tem se mostrado util na prescricio de exercicios e na avaliagdo do
condicionamento aerébio . Recentemente, nosso grupo de pesquisa descreveu um
protocolo para a determinacdo da MFEL para ratos durante exercicio de natacdo, que foi
usado no presente estudo'*. Resumidamente, o protocolo do teste para a determinacio da
MFEL consiste de varias sessdes de exercicio de natacdo suportando sobrecargas
constantes e crescentes em relagdo ao peso corporal, até que a concentragdo sangiiinea de

lactato ndo se estabilize durante a sessdo de exercicio. Cada sessdo consistiu de 25 minutos
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de natacdo continuo suportando uma carga, com coleta de sangue, por corte na
extremidade distal da cauda, a cada 5 minutos, para determinagdo da concentragdo de
lactato. Houve um intervalo de 48 horas entre as sessdes de exercicio que compde o teste.
O critério de estabilizagdo empregado foi a diferenca igual ou inferior a 1,0mM de lactato

sanguineo entre 10° e 25° minutos de exercicio.

Sacrificio dos animais e obtencdo de material bioldgico

Sangue

Ao final do experimento os animais foram sacrificados por decaptagdo, 48
horas depois da ultima avalia¢do "in vivo", no estado alimentado e em repouso, sendo o
sangue coletado para a separacdo do soro e dosagem de glicose, AGL, triglicerideos,
colesterol total, colesterol LDL, colesterol HDL, por métodos colorimétricos' e insulina
por radioimunoensaio”.

Figado

Foram retiradas amostras do figado (500 mg) que foram usadas nas dosagens do
glicogénio e lipideos hepaticos. Para dosagem do glicogénio, as amostras foram digeridas
em 2 mL de solu¢cdo de KOH a 30%. A precipitagdo do glicogénio hepatico foi feita em 0,2
mL de Na,SO4 e 7mL de etanol. Apds a extragdo, o precipitado foi suspenso em 25 ml de
dgua deionizada. A 0,05 mL desse extrato foram adicionados 0,01 mL de fenol e 3,0 mL de
acido sulfurico concentrado, levado a fervura durante 15 minutos e a absorbancia medida
em espectrofotdmetro a 490 nm '°.

Durante o processo de extracdo do glicogénio hepatico, foram coletados 20 pL
da fase alcodlica que foram colocados em 50 pL de suspensdo de lipase (5000 U), com
agitacdo e incubagdo entre 5 ¢ 10 minutos em banho-maria a 37° C. Em seguida foi
adicionado oxidante (acido peridodico 4mmol/L em acido sulfurico 0,1 mol/L, contendo
inibidor enzimatico). Nova agitacdo e incuba¢do por 5 minutos a 37° C, seguido de
acréscimo de 3,0 mL de reativo (solu¢do de acetato de amonio 5 mmol/L e arsenito de
sodio 190 mmol/L em acetilcetona pura) foram efetuadas. Por fim, apds agitacdo e
incubagdo por 20 minutos a 37°C, a absorbancia foi medida em espectrofotdometro a 410

1
nm 7.
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Estatistica

Os resultados foram analisados estatisticamente através do teste t-student ou pela
Andlise de Variancia (ANOVA), onde apropriado. Quando necessario foi utilizado o teste

Post Hoc de Newman-Keuls, com nivel de significancia pré-estabelecido de 5%.
Resultados

Avaliacdes prévias ao desmame (6 aos 28 dias)

No momento do desmame (28 dias), o ganho de peso, calculado entre o 6° e 28°
dia de nascimento, foi significativamente maior nos animais do grupo Aloxana (A = 48,3 +
5,1) comparado ao grupo Controle (C = 41,6 £+ 3,9).

A éarea sob a curva de glicose sérica dos animais ao desmame (28 dias) durante
teste de tolerancia oral a glicose (GTTo) encontram-se na figura 1-A. Os animais que
receberam aloxana apresentaram darea sob a curva de glicose significativamente maior
quando comparado aos animais do grupo controle. Nao houve diferenca estatistica entre os

grupos para os valores de insulina sérica durante o mesmo teste (figura 1-B).
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GTTo AOS 28 DIAS
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Figura 1: Areas sob as curvas de glicose e insulina sérica dos animais durante teste de
tolerancia a glicose realizado ao desmame (28 dias). Resultados expressos como média +

desvio padrao, n=8 animais por grupo. C = Controle; A = Aloxana.

Avaliacdes prévias ao sacrificio dos animais (dos 80 aos 89 dias)

Na tabela 1 encontram-se os valores referentes as areas sob as curvas do peso
corporal, ingestdo alimentar e ingestdo hidrica. O grupo que recebeu aloxana (A)

apresentou menor area sob a curva de peso corporal em relagdo ao grupo C, enquanto o
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grupo aloxana hipercaldrica (AH) teve maior area sob a curva de peso corporal em relagdo
ao grupo A. Nio houve diferenca estatistica entre os grupos para as areas sob as curvas de

ingestdo alimentar e ingestdo hidrica.

Tabela 1: Areas sob as curvas de peso corporal (g x 10 semanas), ingestdo alimentar (g de
racdo/100g de peso corporal x 10 semanas) e ingestdo hidrica (mL de 4gua/100g de peso

corporal x 10 semanas) dos animais aos 90 dias de idade

Grupos Peso Corporal Ingestdo Alimentar Ingestdo Hidrica
C 16288 + 64,4 65,0+ 8,1 82,8+ 18,2
H 1562,8 + 147 .4 60,2 £ 5,8 60,6 £ 3,4
A 1476,5 £ 107,4 ¢ 72,3+ 4,6 849+17,8
AH 1634,8 +120,5¢ 66,7 + 13,2 75,4+ 17,1

Resultados expressos como média + desvio padrdo, n=8 animais por grupo. C = Controle;

H = Hipercalorica; A = Aloxana; AH = Aloxana Hipercaldrica. d =A vx AH,e=Cvs A

Os valores referentes ao teste de tolerancia oral a glicose, realizado aos 85 dias,
estdo representados na figura 2-A. O grupo A apresentou maior area sob a curva de glicose
sérica em relacdo ao grupo C. Para o grupo que associou a dieta hipercalorica a aloxana
neonatal (grupo AH) a area sob a curva de glicose sérica foi superior a todos os outros
grupos (C, H, A).

Com relagdo a resposta insulin€mica durante o teste de tolerancia oral a glicose,
o grupo H apresentou maior area sob a curva de insulina, em relagdo ao grupo C, enquanto
para o grupo que associou dieta hipercaldrica a aloxana neonatal (AH), houve reducdo na

area sob a curva de insulina, quando comparado ao grupo C (figura 2-B).
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Figura 2: Areas sob as curvas de glicose e insulina sérica dos animais durante teste de
tolerancia a glicose realizado aos 85 dias. Resultados expressos como média + desvio
padrdo, n=8 animais por grupo. C = Controle; H = Hipercalodrica; A = Aloxana; AH =
Aloxana Hipercaldrica. a= Cvs H;b=Cvs AH;c=Hvs AH;d=A vx AH,e=Cvs A

Os valores de pressdo sistolica do grupo A foram significativamente maiores

em relagcdo ao grupo C e AH (figura 3).
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PRESSAO SISTOLICA -89 DIAS
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Figura 3: Pressdo sistolica dos animais aos 89 dias. Resultados expressos como média +
desvio padrio. C = Controle; H = Hipercalérica; A = Aloxana; AH = Aloxana

Hipercalérica. d = A vx AH,e=C vs A

Foi possivel a identificacdo da maxima fase estavel de lactato em todos os
animais, controles e experimentais. O teste foi realizado com cargas individuais para cada
animal, portanto, nem todos os animais apresentaram MFEL na mesma carga de exercicio,
dentro do mesmo grupo.

No grupo C, a maioria dos animais (50%) obteve a MFEL com cargas de
exercicio em 7,5% do peso corporal e concentragdo de lactato de 6,8 + 2,8 mmol/L. No
grupo H, a carga equivalentes a MFEL para a maioria dos animais (50%) foi 7,5% do peso
corporal e concentragdo de lactato de 5,6 = 0,4 mmol/L. O grupo A apresentou a MFEL na
carga equivalente a 8,0 % do peso corporal (33% dos animais) e concentragdo de lactato
de 9,6 = 0,2 mmol/L. Para o grupo AH, a maioria dos animais (50%) apresentou a carga
equivalente a MFEL com 7,0 % do peso corporal e concentracio de lactato de 6,2 = 0,9

mmol/L.
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TESTE DE ESFORCO - 80 DIAS
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Figura 4: Lactato sanguineo durante teste de esfor¢o para determinagdo da maxima fase
estavel de lactato (MFEL), aos 80 dias. Figura representativa de um animal de cada grupo,
a titulo de exemplo do teste realizado. Neste exemplo, a MFEL do rato controle foi obtida
na carga de 7% do peso corporal a concentragdo sanguinea de lactato de 7,7 + 0,4 mmol/L,
a MFEL do rato pertencente ao grupo Aloxana aconteceu na carga de 7,0% do peso
corporal, a concentragdo sanguinea de lactato de 6,0 £ 0,4 mmol/L. Para o rato da dieta
hipercalérica, a MFEL ocorreu na carga de 6,5% do peso corporal, & concentragdo
sanguinea de lactato de 7,1 + 0,5 mmol/L e para o rato do grupo aloxana hipercaldrica, a
MFEL ocorreu na carga de 7,0% do peso corporal, a concentragdo sanguinea de lactato de

4,7+ 0,5 mmol/L.
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Avaliacdes apds o sacrificio dos animais (aos 90 dias)

Os teores de glicose, insulina, colesterol total, HDL colesterol, LDL colesterol,
triglicerideos e AGL séricos, obtidos apds o sacrificio dos animais, estdo representados na
tabela 2. Os animais que receberam aloxana (A e AH), independente do tipo de dieta
recebida durante o experimento (balanceada ou hipercalorica), apresentaram maiores
valores de glicose sérica, quando comparado ao grupo controle. Em relagdo aos valores de
insulina sérica, nao houve diferenca estatistica entre os grupos.

As concentragdes de LDL colesterol séricos tanto do grupo A quanto do grupo
AH foram significativamente maiores em relacdo ao grupo C. Ndo houve diferenca
estatistica entre os grupos para as concentracdes de colesterol total, HDL-colesterol e
AGL.

A associagdo entre aloxana e dieta hipercalorica (grupo AH) reduziu os valores
de triglicerideos em relagdo ao grupo C e H. Nao houve diferenga entre os grupos para os

valores de glicogénio e lipideos hepaticos.
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Tabela 2: Glicose (mmol/L), insulina (pmol/L), Colesterol total (mmol/L), HDL-colesterol
(mmol/L), LDL-colesterol (mmol/L), triglicerideos (mmol/L) e AGL (uEg/L) séricos e

lipideos (mg/100mg) e glicogénio (mg/100mg) hepaticos dos animais apds o sacrificio (90

dias).

C H A AH
Glicose 53+04 6,0+ 1,4 8,7+23° 74+10°
Insulina 112,9 +£ 66,4 81,2 +45,6 1474+ 52,4 77,2 +42,6
Colesterol Total 1,4+0,3 1,5+0,3 1,4+0,7 1,8+0,3
HDL Colesterol 0,9+0,2 1,1+0,2 1,1+£0,3 1,1 +£0,3
LDL Colesterol 0,8+0,2 1,0£0,3 1,1£0,1° 1,4+04°
Triglicerideos 1,3+0,4 1,3+0,3 0,9+0,1 1,0+0,2 ¢
AGL 208,9 + 89,3 334,6 £120,2 249,1 £94,0 265,0 £104,6
Lipideos Hepaticos 6,7 + 1,1 5,7+0,9 51+0,7 6,0+0,9
Glicogénio Hepatico 4,6 +2,1 3,0+1,5 4,4+21 4,4+1,8

Resultados expressos como média + desvio padrdo, n=8 animais por grupo. C = Controle;
H = Hipercaldrica; A = Aloxana; AH = Aloxana Hipercalorica. b= C vs AH; ¢ =H vs AH;

e=CvsA

Discussao

Avaliacdes prévias ao sacrificio dos animais

O presente estudo teve como objetivo desenvolver um modelo experimental que
apresentasse as principais caracteristicas da sindrome metabdlica, através da associagdo

entre aloxana neonatal e/ou dieta hipercaldrica altamente palatavel do desmame a idade
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adulta. Também visou verificar se a indu¢do das caracteristicas da sindrome altera a
capacidade aerdbia dos animais.

Aos 28 dias, o ganho de peso dos animais que receberam aloxana foi maior que
o dos animais controle. Esse resultado ndo ¢ mantido ao longo do experimento, pois os
animais do grupo aloxana, nas avaliagdes feitas proximas aos 90 dias apresentaram menor
area sob curva de peso corporal em relacdo aos demais grupos. A associagdo entre dieta
hipercaldrica e aloxana neonatal (grupo AH), reverte essa condi¢do. Da mesma forma, a
dieta hipercaldrica administrada isoladamente do desmame até os 90 dias (grupo H) ndo foi
eficiente em elevar o ganho de peso corporal. Tais resultados sugerem que a duragdo e/ou a
idade em que os animais iniciam o tratamento dietético influencia na indugdo da obesidade.

Em trabalho com ratos adultos da linhagem Wistar, utilizando dieta
hipercalérica, Naderali et al. (2004) '®, observaram ganho de peso corporal somente apds
15 semanas do inicio da administra¢do da dieta. Em estudo com humanos, Ford et al.
(2002)", verificaram usando critérios definidos pelo NCEP’, que a prevaléncia da
sindrome metabdlica aumenta conforme a idade.

Como indicado pelos resultados do GTTo realizado ao desmame (28 dias), a
aloxana foi eficiente em causar intolerancia a glicose, nos animais que receberam esta
substancia. A partir do desmame, os animais passaram a ingerir a dieta balanceada ou
hipercalodrica. Diferentemente dos dados encontrados por Oliveira et al. (2005)*, em
trabalho semelhante realizado com machos, que receberam aloxana aos 2 dias de idade
(200 mg/Kg peso corporal), no presente estudo ndo houve recuperacdo espontanea da
tolerancia a glicose, aos 90 dias, para os grupos que receberam aloxana, conforme

resultados do GTTo. Possivelmente isso ocorreu devido ao aumento na dose da aloxana
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(250 mg/Kg peso corporal) e na idade em que os animais do presente estudo receberam a
droga (6° dia de vida).

A associacdo entre dieta hipercaldrica e aloxana neonatal (grupo AH) acentuou
a intolerdncia a glicose, comparado ao efeito da aloxana isolada. A glicemia apds o
sacrificio dos animais, no estado alimentado, aos 90 dias, foi maior nos animais que
receberam aloxana, independente da dieta.

A resposta insulinémica durante GTTo realizado aos 28 ¢ 85 dias mostram que
aos 28 dias ndo houve diferenca para este pardmetro entre os animais controles e
aloxanicos. A associacdo entre dieta hipercaldrica e aloxana neonatal diminuiu a resposta
insulinémica, frente a sobrecarga oral de glicose durante o GTTo realizado aos 85 dias, ao
passo que a dieta hipercaldrica isoladamente aumentou essa resposta.

No presente estudo, o grupo que recebeu aloxana (grupo A) apresentou os
maiores valores de pressdo sanguinea. A aloxana ¢ uma droga diabetogénica e, quando
administrada no periodo neonatal, leva ao desenvolvimento de caracteristicas do diabetes
tipo 2. A associacdo entre diabetes mellitus e hipertensio tem sido descrita em 60-65% dos

. . o . . - . 21,22
pacientes diabéticos, com implica¢des cardiovasculares “

. Quando a aloxana foi
associada a dieta hipercaldrica (grupo AH), ndo mais foram observados aumento de
pressdo sanguinea. Tais resultados estdo de acordo com os encontrados por Coatmellec-
Taglioni et al. (2003)*, em trabalho com machos e fémeas, que observou que machos
alimentados com dieta hipercaldrica desenvolveram alteragdes de pressdo sanguinea,
enquanto fémeas, ndo. Apesar de no presente estudo ndo termos observado aumento de

pressdo sanguinea para o grupo AH, o mesmo apresentou altas concentragdes de LDL-

colesterol, considerado fator de risco no desenvolvimento da hipertensao.
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Para avaliar a capacidade aerdbia dos animais (controles e experimentais) e
visando futuras aplicagdes da atividade fisica como aliada ao controle da incidéncia da
sindrome metabolica, foram realizados testes individuais de maxima fase estavel de lactato
aos 80 dias, para verificar as interferéncias da aloxana e/ou dieta hipercaldrica na
capacidade aerobia dos animais. Nossos resultados mostram que independente do grupo,
houve variagdo nas cargas (% do peso corporal) e concentragdes de lactato em que se
encontra a maxima fase estdvel de lactato. Esses resultados evidenciam a importancia em
conhecer a capacidade individual para realizagdo de determinadas atividades fisicas. De
qualquer forma, os dados referentes a MFEL sugerem que a capacidade aerdbia dos
animais dos grupos experimentais (H, A ¢ AH) ndo foi comprometida, uma vez que na
maioria dos casos a MFEL desses animais foi observada em cargas semelhantes ou
superiores as dos controles.

Estudos envolvendo individuos com diabetes mellitus 2 tém invariavelmente
mostrado resultados encorajadores com programas de exercicios aerébios ** ou
combinados com anaerdbios no que se refere ao controle glicémico e outros fatores de

. . 25 3 yq . .
risco cardiovascular™. A NCEP” sugere mudancas nos héabitos alimentares e aumento da

atividade fisica como base terapéutica para a sindrome metabdlica.

Avaliacdes apds o sacrificio dos animais

No presente estudo, os animais do grupo aloxana hipercaldrica (AH)
apresentaram as menores concentragdes de triglicerideos séricos em relagdo ao C e H. Para
as duas definicdes mais aceitas no diagnéstico da sindrome metabdlica *°, a
hipertrigliceridemia € caracteristica comum, ligada a diminui¢do nos niveis de HDL

colesterol. No presente estudo ndo foi observada hipertrigliceridemia, no entanto, houve

um aumento da LDL colesterol. Em condi¢des clinicas, o paciente ¢ avaliado em jejum,
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enquanto no presente estudo os animais foram avaliados em estado alimentado, condigdo
que pode ter interferido na determinacdo da concentragdo dos triglicérideos séricos.

Em pacientes portadores de sindrome metabdlica, a diminuicdo nas
concentragdes de HDL colesterol e/ou aumento da LDL colesterol estd atrelada a
resisténcia a insulina. Ocorre menor metabolismo de lipoproteina de muito baixa
densidade (VLDL-c), decorrente da hiperinsulinemia ¢ do aumento da lipase hepatica,
responsavel pela hidrélise de triglicerideos e fosfolipideos nas particulas de HDL-c e LDL-
c. Subseqlientemente, ocorre remodelacdo da superficie dessas duas classes de
lipoproteinas, com formag¢do de particulas menores e densas de LDL colesterol, as quais
tém menor afinidade pelos receptores B/E, aumentando o tempo de permanéncia dessas
particulas no sangue ***.

Nenhuma alteragdo foi observada durante todo o experimento nos teores de
glicogénio e lipideos hepaticos. Esses resultados indicam que ndo houve comprometimento
do figado a agdo da insulina. Estudos recentes focam a esteatose hepatica como parte
importante no desenvolvimento da sindrome metabdlica, tanto em individuos com peso
ideal quanto aqueles com sobrepeso. Boer et al. (2004)*, destaca a importancia em
estabelecer a esteatose hepatica como causa ou conseqiiéncia da sindrome metabdlica. A
maior causa da esteatose hepatica ¢ a oferta de acidos graxos livres ao figado, advindos
principalmente da dieta ¥ Ebihara et al. (2001)*°, trabalhando com ratos A-ZIP-F-1, que
apresentam baixos niveis de leptina e severa lipodistrofia, observou que a leptina foi capaz
de diminuir o acumulo de triglicerideos no figado, destacando o papel deste hormdnio, em
condi¢des de excesso de calorias, na protecdo de tecidos ndo-adiposo ao acumulo de

gorduras, aumentando a oxidagdo de 4cidos graxos e “upregulation” da lipogénese’'. Em
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nosso estudo, ndo observamos aumento nas concentragdes de acidos graxos livres, o que

pode estar relacionado aos valores normais de lipideos hepaticos.

Concluséo

Tomados em conjunto, os dados do presente estudo indicam que o modelo
experimental associando administragdo neonatal de aloxana com dieta hipercaldrica pode
ser util ao estudo da sindrome metabolica, pois reune as principais caracteristicas contidas
nas defini¢des em discussdo sobre a doenca, tais como intolerdncia a glicose, elevadas
concentragdes de glicose e colesterol LDL séricos. Por outro lado, essas alteragdes ndo

implicaram em comprometimento da capacidade aerdbia.
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