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RESUMO

A Sindrome Metabolica, nas ultimas décadas, tornou-se um problema de satude publica
ao redor do mundo. Estudos longitudinais em humanos apresentam limitagdes quanto ao
carater invasivo de certas analises, ao tamanho e a aleatoriedade da amostra. Com isto,
modelos animais, capazes de mimetizar as respostas fisiol6gicas humanas podem auxiliar na
investigacdo desta doenca. Nesse contexto, o presente estudo foi delineado para analisar
marcadores da Sindrome Metabodlica em ratos (Rattus norvergicus), da linhagem Wistar,
variacdo albinus, em diferentes idades. Os animais foram divididos em seis grupos, sendo:
Grupo I - foram avaliados aos dois meses (idade jovem), Grupo II — avaliado aos quatro
meses (idade adulta jovem), Grupo III — avaliado aos seis meses (idade adulta), Grupo IV —
avaliado aos doze meses de idade (maturidade), Grupo V — foram avaliados aos doze meses
de idade, porém esses animais foram submetidos a treinamento de natacdo em tanques
individuais na intensidade equivalente a 80% da Maxima fase estdvel de lactato, 1 hora por
dia 5 vezes por semana, o treinamento foi iniciado aos 4 meses de idade e durou até os 12
meses, € 0 Grupo VI — avaliado aos doze meses de idade e foram submetidos a0 mesmo tipo
de treinamento do que o Grupo V, porém o treinamento durou dos 4 meses até os 8 meses
para que fosse evidenciado os efeitos de destreinamento, apds esse periodo foram mantidos
sedentdrios até os 12 meses quando foram realizadas as andlises. Todos os grupos foram
analisados quanto a: tolerancia a glicose (teste de tolerancia a glicose); sensibilidade a
insulina (teste de tolerdncia a insulina); maxima fase estivel de lactato (MFEL);
concentracdes séricas de jejum de glicose, triglicerideos, colesterol total, HDL-C e LDL-C,
captacdo de glicose pelo musculo séleo isolado e concentracdo de lipidios totais e peso do
tecido adiposo das regides subcutdnea posterior, mesentérica e retroperitonial, concentragdao
de glicogénio hepatico, no mucular e cardiaco. O envelhecimento originou sinais da sindrome
metabdlica nos ratos Wistar. Esses animais apresentaram, na maturidade, aumento
significativo do peso corporal, associado ao incremento do tecido adiposo nas regides
avaliadas, bem como elevacdo na concentracdo sérica de triglicerideos, colesterol total e
LDL-C, caracterizando dislipidemia. Também apresentaram aumento da glicose sérica
quando comparados aos grupos mais jovens. Assim sendo, ratos Wistar em processo de
envelhecimento parecem um modelo interessante para o estudo das alteragdes desencadeadas
pela sindrome metabdlica. O envelhecimento ocasionou também declinio na capacidade
aerdbia de animais sedentdrios, porém o exercicio fisico pode diminuir os efeitos deletérios da
idade e ainda previnir a obesidade, o que € de grande interesse, pois a capacidade aerdbia

tem sido relacionada com uma vida saudavel. Por fim, o treinamento fisico em intensidades
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subméximas (80% da MFEL) mantidos até os 12 meses em ratos idosos provocou importantes
adaptagdes, como diminui¢cdo do peso corporal e da concentracdo de lipidios da regido
mesentérica, aumento da carga de exercicio fisico na intensidade de médxima fase estdvel de
lactato, bem como maior tolerdncia a glicose, houve um incremento dos depdsitos de
glicogénio muscular e também da captacao de glicose pelo musculo esquelético. Ja os animais
Destreinados ja ndo demonstraram diferenga de peso corporal e ndo possuiam maiores valores

de glicogénio muscular que os animais Sedentarios.

Palavras chave: Sindrome Metabdlica, parametros bioquimicos, envelhecimento,

maxima fase estavel de lactato.
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ABSTRACT
In recent decades, metabolic syndrome has become a public health problem

throughout the world. Longitudinal studies in humans have several limitations due to the
invasive nature of certain analyses and the size and randomness of the study populations.
Thus, animal models that are able to mimic human physiological responses could aid in
investigating metabolic disease. Thus, the present study was designed to analyze metabolic
disease markers in albino Wistar rats (Rattus norvegicus) of different ages. The following
parameters were assessed at two (young), four (young adult), six (adult), and twelve (mature)
months of age: glucose tolerance (glucose tolerance test); insulin sensitivity (insulin tolerance
test); fasting serum glucose, triglycerides, total cholesterol, HDL cholesterol, and LDL
cholesterol concentrations; glucose uptake in isolated soleus muscle; and total lipid
concentration in subcutaneous, mesenteric, and retroperitoneal adipose tissue. We found that
aging triggered signs of metabolic syndrome in Wistar rats. For example, mature rats showed
a significant increase in body weight that was associated with an increase in the total lipid
content in the adipose tissue of evaluated regions. In addition, mature rats showed an increase
in the serum concentration of triglycerides, total cholesterol, and LDL cholesterol, which was
characteristic of dyslipidemia. There was also an increase in serum glucose compared to the
younger groups of animals. Therefore, aging Wistar rats appear to be an interesting model to
study the changes related to metabolic syndrome.

Thus, it can be concluded that with physical training at submaximal intensities (80%
of MLSS) maintained for up to 12 months in mature rats led to important adaptations, such as
a decrease in body weight and in total lipid concentration in the mesenteric region, an increase
in workload during MLSS intensity tests, along with a higher glucose tolerance, there was an
increase in muscular glycogen deposits and glucose uptake by skeletal muscle. However, the
untrained animals were not found to have any differences in body weight and they did not
possess higher values of muscular glycogen, nor a greater capacity of glycogen uptake than
the sedentary animals. Physical exercise with submaximal characteristics are more appealing
and easier to maintain for both healthy populations and populations with some type of
metabolic alteration, such as metabolic syndrome; however, for physical exercise to offer all
of these benefits, it must be consistent and for the long-term.

Keywords: Metabolic syndrome, biochemical parameters, metabolism, aging, Wistar rats
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1. INTRODUCAO

A Sindrome Metabdlica (SM) caracteriza-se por um agrupamento de fatores de risco
para doencgas cardiovasculares e diabetes mellitus, geralmente ligados a resisténcia a insulina
e a obesidade central (DUNCAN & SCHIMIDT, 2001). A doenga cardiovascular € a maior
causa de morbidade e de mortalidade mundial (WHO, 1999). Por isso é de grande importancia
o estudo da SM como preditora de problemas cardiovasculares.

Com a idade, ha um aumento da prevaléncia de doencas cardiovasculares, o que é de
grande preocupacao, principalmente devido ao aumento da expectativa de vida da populacao
(ISOMAA et al., 2001; KAHN et al., 2005). O envelhecimento da populacio mundial tem
causado preocupagdes quanto ao equilibrio da piramide etaria. Estima-se que, a proporcao de
pessoas acima de 65 anos aumente de 5,2% em 1950 para 15,6% em 2050, fazendo com que,
os idosos representem quase um quinto da populacao mundial (IBGE, 2002).

A prevaléncia da Sindrome Metabdlica na populacdo dos Estados Unidos é de 20 a
25%, e de cerca de 55% na populacao idosa (FORD et al., 2002). No Brasil foi observada uma
prevaléncia de SM em 52,3% dos idosos, porém, devido a diferentes definicdes para a
Sindrome, a prevaléncia pode diferir entre os estudos (PEDRO, 2008).

A defini¢do mais utilizada para a Sindrome Metabdlica é a da Organizacdo Mundial de
Saide (OMS), na qual € imprescindivel a presenca da diabetes mellitus ou resisténcia a
insulina e mais duas das seguintes caracteristicas: elevada razdo cintura/quadril,
concentracdes elevadas de triglicerideos ou baixa concentracdo de HDL-C, pressdo arterial e
excre¢do urindria de albumina elevadas (WHO, 1999). A National Cholesterol Education
Program-Adult Treatment Panel III (NCEP, 2002) propds uma série de critérios mais simples
de serem avaliados, os quais incluem: glicemia de jejum, pressdo arterial, circunferéncia da
cintura, triglicerideos e HDL-C.

Por outro lado, a International Diabetes Federation (IDF, 2004) define a SM como a
obesidade central, sendo o fator primordial. Em estudos que utilizaram essa definicio como
parametro, a prevaléncia de Sindrome Metabdlica foi maior, principalmente entre idosos, pois
essa populacdo tem um ganho de peso corporal significativo com o passar da idade, devido a
diminui¢do do metabolismo basal (ADAMS et al., 2005), entre outras causas.

O crescimento do numero de idosos é um dos principais fatores para o aumento da

prevaléncia da SM na populagdio mundial (DOMINGUEZ et al., 2007), ja que o



envelhecimento aumenta os fatores de risco para as doengas que caracterizam a Sindrome
Metabdlica.

Em funcdo das limitacdes que envolvem os estudos com seres humanos, grande parte
da compreensdo sobre a etiologia das caracteristicas da SM € proveniente de estudos
utilizando modelos animais. No entanto, a maioria dos estudos experimentais tem sido
realizada em modelos que desenvolvem geneticamente obesidade, hipertensao ou dislipidemia
isoladas (AITMAN et al., 1999; KLIMES et al., 1995; MATHE et al., 1995).

Pesquisas utilizando modelos que desenvolvem um quadro completo de Sindrome
Metabdlica, incluindo todos os distirbios acima mencionados, sao mais raras. Foi
demonstrado que a linhagem de ratos Wistar Ottawa Karlsburg (WOKW) desenvolve
geneticamente quadro quase completo da Sindrome Metabdlica com obesidade, moderada
hipertensao, dislipidemia, intolerancia a glicose e hiperinsulinemia (VAN DEN BRANDT et
al., 2000a). Além disso, um estudo transversal comparativo indicou que o rato WOKW
comeca a manifestar os sinais da Sindrome Metabolica entre 8 e 10 semanas de idade (VAN
DEN BRANDT et al., 2000b).

Outra situagdo que conduz a manifestacdo de sinais da Sindrome Metabdlica, também
em roedores, é o envelhecimento e sabe-se que, tal manifestacdo difere entre as linhagens de
ratos. Por exemplo, o rato Fisher 344, que tem sido bastante usado em estudos que avaliam
separadamente aspectos da Sindrome Metabodlica (FINK et al., 1986; KERN et al., 1992;
BARNARD et al., 1992, CARTEE et al., 1993; MATTHAEI et al., 1990), mostra pequeno
aumento do peso corporal aos 24 meses de idade. Nessa linhagem, os adipdcitos aumentam
marcadamente de tamanho e as concentragdes plasmaticas de insulina sdo ligeiramente
elevadas em ratos idosos. J4 os ratos da linhagem Sprague-Dawley t€ém aumento agudo do
peso corporal e da insulinemia (NARIMIYA et al., 1984; BARZILAI; ROSSETTI, 1995).
Ratos Wistar com 24 meses de idade apresentam insulinemia semelhante aquela de ratos
adultos com trés meses (CARRASCOSA et al., 1989), apesar do grande aumento do peso
corporal e da hiperplasia dos adipdcitos (NEWBY et al., 1990) bem como, do decréscimo da
captagdo periférica de glicose (ESCRIVA et al., 1997) com o envelhecimento. Ainda, estudos
recentes destacam que as condi¢des consideradas “padrdo” para a manutengdo de roedores de
laboratério em geral, ex, gaiolas coletivas, contendo 2 a 5 animais por gaiola, em reduzido
espaco coberto com serragem e com livre acesso ao alimento, podem favorecer o
desenvolvimento da Sindrome Metabdlica em ratos e camundongos. Isso poderia torna-los

modelos adequados da obesidade humana (MARTIN et al., 2010).



Por outro lado a literatura € consistente ao afirmar que exercicios fisicos ocasionam
uma série de beneficios para o organismo como, controle de peso corporal (CARPENTER et
al., 2012; MILLER et al., 2012), com diminui¢do da massa gorda e aumento da massa magra,
o que pode atuar diminuindo o LDL colesterol e o colesterol total, assim como aumentando o
HDL colesterol (GUEDES et al., 2007; KELLEY et al., 2005), o exercicio fisico reduz
glicemia, melhorando a responsividade da musculatura a acdo da insulina (KARTZEL et al,
1995). Auxilia igualmente na melhora da capacidade aerdbia e no controle da pressao arterial
(WAREMAN et al., 2000; DE SOUZA et al., 2000), estendendo os beneficios aos fatores
psicoldgicos e sociais (CAMACHO et al., 1991) .

Niveis adequados de aptiddao cardiorrespiratdria estdo diretamente relacionados com a
promocdo de efeito protetor sobre as doengas cardiovasculares, e inversamente relacionados
com variaveis de risco cardiovascular e metabdlico (TWISK et al., 2002).

A atividade fisica tem um papel fundamental na prevencdo e tratamento de diversas
doencas cronico-degenerativas e contribui para o aumento da expectativa de vida, melhorando
a capacidade funcional do individuo e refletindo em uma melhora nas atividades de vida
didria.

Contudo, sdo escassos os estudos que acompanham simultaneamente a capacidade
aerdbia e o desenvolvimento de marcadores variados da Sindrome Metabdlica, decorrentes do
envelhecimento em ratos da linhagem Wistar, muito usados em experimentos no Brasil e que
tém sido empregados nos mais diferentes estudos do Laboratério de Nutricdo, Metabolismo e
Exercicio, do Departamento de Educacao Fisica, IB, UNESP-Universidade Estadual Paulista,
Campus de Rio Claro, SP (MOURA et al., 2008; MOTA et al., 2008, OLIVEIRA et al., 2007,
GOMES et al., 2005; CAMBRI et al., 2010; GHEZZI et al., 2011). Assim sendo, o presente
estudo foi delineado para analisar marcadores da sindrome metabdlica e a capacidade aerébia
em ratos (Rattus norvergicus), da linhagem Wistar, variacdo albinus, em diferentes idades,

assim como avaliar os efeitos do treinamento fisico sobre esses marcadores.



1.1 OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

O presente estudo foi delineado para analisar marcadores da sindrome metabdlica e da

capacidade aerébia em ratos (Rattus norvergicus), da linhagem Wistar, variagdo albinus, em

diferentes idades, assim como, avaliar os efeitos do treinamento fisico sobre esses

marcadores.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar, em ratos (Rattus norvergicus) da linhagem Wistar, variacao albinus, aos dois

(idade jovem), quatro (idade adulta jovem), seis (idade adulta) e doze meses de vida

(maturidade):

1. Peso corporal, comprimento corporal e ingestdo alimentar.

2. Tolerancia a glicose, pelo teste oral de tolerdncia a glicose (GTT) e sensibilidade a
insulina, pelo teste de tolerancia a insulina (ITT);

3. Capacidade aerdbia pela determinagcdo da méxima fase estdvel de lactato (MFEL);

4.

5. Concentragdes séricas de glicose, triglicerideos, colesterol total, HDL-C, LDL-C;

6. Peso e concentracdo de lipidios totais do tecido adiposo das regides mesentérica,
retroperitonial e subcutanea posterior;

7. Captacdo de glicose, estimulada por insulina, pelo musculo estriado esquelético
(s6leo) isolado;

8. Concentragao de glicogénio no musculo séleo, figado e do coracio;

9. Efeitos do treinamento e destreinamento de natacdo, na intensidade de 80 % da

maxima fase estavel de lactato, iniciado na idade adulta jovem (quatro meses) sobre as

variaveis enumeradas anteriormente.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Sindrome Metabolica

O conjunto de distirbios hoje chamado de Sindrome Metabdlica ja recebeu nomes
como; Sindrome X, Sindrome de Resisténcia a Insulina, Quarteto Mortal, Cintura
Hipertrigliceridémica e Sindrome Plurimetabdlica.

Desde a descricao inicial feita por Reaven em 1988 (REAVEN, 1988), diversos 6rgaos
tem estipulado critérios para definir a Sindrome Metabdlica, dentre esses, os mais aceitos e
conhecidos sdo National Cholesterol Education Program (NCEP) / American Heart
Association (AHA), International Diabetes Federation (IDF) e Organizacao Mundial da Saude
(OMYS). Essas defini¢des estdo expostas na tabela 1.

A Sindrome Metabdlica pode ser entendida como um transtorno complexo que
culmina em fatores de risco cardiovascular, geralmente ligados a obesidade visceral e a
resisténcia a insulina (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2007).

A prevaléncia estimada de SM utilizando a definicdo da National Cholesterol
Education Program’s Adult Treatment Panel III (NCEP-ATP III) para homens com peso
normal € de 4,6%, ja para mulheres do mesmo grupo a prevaléncia é de 6,2%. Para homens
classificados segundo o IMC com sobrepeso a prevaléncia foi de 22,4% e para mulheres
28,1%. Ja para obesos a prevaléncia para homens foi de 59,6% e para mulheres 50% (FORD
et al., 2002).

Estudos tém demonstrado que a prevaléncia para a SM quase dobra para individuos do
sexo masculino acima de 55 anos. A prevaléncia para idade inferior de 55 anos € de 23% para
homens e de 13% para as mulheres, porém quando analisada a populagcdo com idade superior
a 55 anos a prevaléncia vai para 41% e 26% para homens e mulheres respectivamente (EGIR,
2002).

O estudo da SM € de grande importancia, pois a SM € preditora para doengas
cardiovasculares. Estudos em humanos apresentam limitagdes pelo cariter invasivo de certas
andlises e, devido a isso, diversos estudos tem sido feitos com modelos experimentais. Nesses

estudos, diferentes protocolos tém sido empregados no sentido de tornar possivel o estudo da



Sindrome Metabodlica. Ghezzi et al. (2011) utilizaram dieta rica em frutose (60%) para que
fosse possivel observar o desenvolvimento do quadro da SM, outros tem trabalhado com
modificacdes nos genes para obesidade, hipertensdo ou dislipidemia isoladas (KLIMES et al.,
1995; MATHE et al., 1995: AITMAN et al., 1999), porém o quadro completo da SM ainda
nao foi completamente instaurado para que pudéssemos observar o efeito dos fairmacos e de
outras medidas alternativas na SM, como a atividade fisica.

Existem estudos que afirmam que a atividade fisica promove alteracdes benéficas na
saude dos individuos. Contrariamente ao tratamento farmacolégico, a atividade fisica pode ser
capaz de atuar de forma positiva em todos os componentes da Sindrome Metabdlica
(CIOLAC; GUIMARAES, 2004).

Tabela 1: Valores de referéncia para diagnéstico da Sindrome Metabdélica segundo as

definicoes abordadas.

Definicao OMS NCEPATP IDF AHA/NHLBI
(1999)" I 2005° 2005*
2002°
Parametro Clinico DM, IG ou RI Associacdo de Obesidade Associacio de
e mais >2 dos >3 dos central e + > >3 dos
seguintes seguintes 2 dos seguintes
seguintes
Obesidade Homens>0,90 H: PC >102 M: PC >94 H: PC >102
RCQ Mulheres>0,85 M: PC >88 H: PC >80 M: PC >88
Dislipidemia TG>150 TG =150 TG>150 TG =150
(mg/dl) H:C-HDL <35 H: C-HDL<40 H:C-HDL<40 H: C-HDL <40

M: C-HDL <39 M: C-HDL>50 M:C-HDL<50 M: C-HDL<50

Hipertensao >140/ 90 >130/85 >130/85 >130/85

arterial (mmHg)

Glicose (mg/dl) >110 >110 >110 >110

Microalbuminaria >20

(ng/min)




H, homens; M, mulheres; PC, perimetro da cintura; TG, triglicéridos; C-HDL,
colesterol HDL; IMC: indice de massa corporal; RCQ: razido cintura quadril, IG:
Intolerancia a glicose, RI: resisténcia a insulina restantes abreviaturas conforme o
texto.

'Organizacio Mundial da Satide

*National Cholesterol Evaluation Program for Adult Treatment Panel III

Federacdo Internacional de Diabetes

* American Heart Association/National Heart, Lung, and Blood Institute Scientific Statement.

2.2 Obesidade
A obesidade e sobrepeso sdo classificados como acimulo anormal ou excessivo de

gordura que pode comprometer a saide, tem causa multifatorial (KLAUS et. al., 2004) e na
maioria dos casos € causada por uma ingestao de nutrientes superior ao gasto caldrico total.

Estimativas demonstram que em 2025 o Brasil serd o 5° pais no ranking mundial na
incidéncia de obesidade (DAMASO, 2001). Porém ndo é somente no Brasil que esses
nimeros vém crescendo, em pouco tempo houve um aumento exponencial da obesidade no
mundo, o que a tornou um problema de satide ptiblica (OMS, 1995).

A obesidade em todo o mundo mais que dobrou desde 1980. Em 2008, 1,5 bilhdo de
adultos acima de 20 anos estavam acima do peso, destes adultos 200 milhdes de homens e
quase 300 milhdes de mulheres se tornaram obesos (WHO, 2000).

Uma importante medida que tem sido utilizada para auxiliar na identificacio de risco
para a SM € o perimetro da cintura e razdo cintura quadril, pois a obesidade visceral tem sido
apontada como mais prejudicial do que a gordura subcutinea (NUGENT, 2004). O tecido
adiposo visceral € mais sensivel a lipolise e mais resistente a acdo da insulina liberando com
1sso, uma maior concentracdo de acidos graxos livres na corrente sanguinea (KELLEY, 2000).

Em estudos epidemioldgicos, o indice mais utilizado para classificar a obesidade € o
indice de massa corporal (IMC), calculado pela férmula peso (em kg) dividido pelo quadrado
da altura (em metros), os valores obtidos fora da faixa de eutrofia estdo relacionados com uma
maior taxa de problemas metabdlicos (ROZOWSKI et al., 1997; BELIZZI et al., 1999;
WILLETT et al., 1999; STEVENS et al., 2001).

O uso de dados antropométricos como estatura corporal, peso, sexo e idade para a

identificacdo da obesidade, sdo utilizados em diversos estudos, pois € de facil quantificacdo e



de baixissimo custo. A OMS (1995) coloca que individuos com um IMC maior ou igual a 25
sdo classificado com sobrepeso e com IMC maior ou igual a 30 classificado como obesos.

Sobrepeso e obesidade é o 5° fator na lista de doengas que mais matam no mundo.
Pelo menos 2,8 milhdes de adultos morrem a cada ano como resultado do excesso de peso e
obesidade; além disso sdo atribuidas a obesidade 44% dos casos de diabetes, 23% dos casos
de cardiopatias isquémicas e entre 7% a 41% dos carcinomas.

A obesidade estd fortemente ligada a SM. Pessoas obesas apresentaram 59,6% mais
chances de desenvolver SM, enquanto pessoas com sobrepeso tinham 22,4 % e pessoas com
peso normal 4,6% (YONG-WOO PARK et al., 2003).

O aumento de 20% no peso corporal eleva o risco de desenvolvimento de hipertensdo
arterial sistémica, diabetes, doencas cardiovasculares e conseqiientemente da SM
(COUTINHO, 1999).

A obesidade pode ser causada por fatores exdgenos (ex. alimentagdo, inatividade
fisica) e endogenos (ex. problemas enddcrinos), os fatores exdgenos representam 95% dos
casos enquanto fatores enddgenos representam somente 5% dos casos de obesidade
(DAMASO, 2005).

Diante da grande incidéncia de obesidade por causa exdgena a abordagem mais efetiva
serd se o estilo de vida do individuo for alterado. Essa abordagem deve ser feita por
profissionais de maneira integrada, e ¢ de grande importancia que atividade fisica seja
incorporada a rotina do individuo, pois atividade fisica conjugada a uma dieta balanceada
pode levar o individuo a um balango energético negativo, conduzindo assim a perda de massa

gorda (BENSIMHON et al., 2006).

2.3 Diabetes Mellitus

O termo diabetes mellitus descreve uma desordem metabdlica de etiologia multipla,
caracterizada por hiperglicemia. A hiperglicemia cronica resulta de defeitos na secrecdo de
insulina (faléncia da célula beta) ou ainda na a¢do deficiente desse hormonio nos tecidos-alvo
ocasionando a distirbios do metabolismo de gordura, carboidratos e proteinas (SNOWLING;
HOPKINS, 2006).

Viérios mecanismos patogénicos estdo envolvidos no desenvolvimento de diabetes.

Estes incluem processos que destroem as células beta do pancreas, com conseqiiente



deficiéncia de insulina (KELLY, 2003), e outros que resultam em resisténcia periférica a acio
da insulina.

Muitas vezes os sintomas da diabetes ndo sdo graves, ou podem estar ausentes e,
conseqiientemente a hiperglicemia pode causar alteracdes patoldgicas e funcionais antes que o
diagnostico seja feito. Os efeitos, a longo prazo, da diabetes mellitus incluem o
desenvolvimento progressivo de complicacdes especificas de retinopatia com potencial de
cegueira, neuropatia e nefropatia, que pode levar a insuficiéncia renal. Pessoas com diabetes
ttm um risco aumentado de doenga cardiovascular, vascular periférica e doenca
cerebrovascular (BOULE et al., 2001).

Individuos com diabetes mellitus podem apresentar sintomas caracteristicos, tais
como sede, polidria e perda de peso. Em sua forma mais grave a diabetes leva o individuo a
cetoacidose que pode levar ao coma e na auséncia de tratamento eficaz, a morte.

Os principais tipos de diabetes sdo diabetes tipo 1 e o diabetes tipo 2.

Diabetes tipo 1 é caracterizada pela produgdo deficiente de insulina e requer a
administracdo didria desse hormodnio. O diabetes tipo 1 ¢ uma doenca autoimune, hd
destrui¢ao das células beta do pancreas que tem como func¢do produzir insulina. A insulina é
responsavel por uma série de reagdes no interior da célula que vai culminar na translocacao do
GLUT 4 para a periferia da célula, o GLUT € o responsavel pela captagdo de glicose para o
meio intracelular (MIKLOSZ et al., 2011).

Os sintomas de diabetes tipo 1 incluem excre¢cdo excessiva de urina (polidria), sede
(polidipsia), fome constante (polifagia), perda de peso, alteracdes na visao e fadiga.

Ja a Diabetes tipo 2 resulta da resisténcia a insulina, mas também de disfuncdo das
células beta, uma vez que a doenga s6 se instala quando esseas células falham em compensar
a maior necessidade de insulina. Diabetes tipo 2 € composto por 90% das pessoas com
diabetes em todo o mundo e € em grande parte resultado de excesso de peso e inatividade
fisica. Os sintomas podem ser semelhantes aos do diabetes tipo 1, mas muitas vezes menos
acentuados. Como resultado, a doenca pode ser diagnosticada varios anos apds o inicio, uma
vez que, as complicagdes j4 surgiram.

Diabetes aflige quase 1 em cada 10 adultos com idade superior a 45 anos e € a sétima
causa de morte (HARRIS et al.,, 1998; STEWART et al.,, 1989). Os custos totais anuais
atribuiveis ao diabetes sdo estimados em cerca de 100 bilhdes de dolares e € responsavel por
15% de todos os cuidados de saide nos EUA (EDMA, 2007).

O risco de desenvolver diabetes tipo 2 aumenta com a idade, obesidade e falta de

atividade fisica (ZIMMET et al., 1992; HARRIS et al., 1995). Ocorre mais freqiientemente
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em mulheres com diagndstico prévio de Diabetes Mellitus Gestacional e em individuos com
hipertensdo ou dislipidemia. Sua frequéncia varia em diferentes subgrupos raciais / étnicos
(ZIMMET et al., 1992; VALLE et al., 1997; COURTEN et al., 1997). Ela é frequentemente
associada com fatores ambientais e provavel predisposi¢cdo genética (KNOWLER et al.,
1993). No entanto, a genética desta forma de diabetes sdao complexas e ndo claramente

definidas.

2.4 Dislipidemia
Dislipidemias, também chamadas de hiperlipidemias, referem-se a presenga de niveis

elevados ou anormais de lipidios e/ou lipoproteinas no sangue, principalmente do colesterol e
dos triglicerideos. A interacdo entre fatores genéticos e ambientais determinam o fenétipo do
perfil lipidico. (DEPARTAMENTO DE ATEROSCLEROSE DA SOCIEDADE
BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2007)

Estudos prospectivos sugerem que anormalidades lipidicas estdo associadas com risco
aumentado de eventos cardiovasculares em pacientes com e sem diabetes. Vérios estudos t€m
demonstrado que LDL, HDL e triglicerideos sao preditores independentes de doencgas
cardiovasculares.

Hiperlipidemia representa um importante fator de risco para o desenvolvimento
precoce de aterosclerose e complicacOes cardiovasculares (CHANDLER et al.,, 2003;
HARNAFI et al., 2007).

A aterosclerose ¢ uma doenga multifatorial, lenta e progressiva, resultante de uma
série de respostas celulares e moleculares altamente especificas. O acimulo de lipides, células
inflamatérias e elementos fibrosos, que se depositam na parede das artérias, sdo o0s
responsaveis pela formacdo de placas ou estrias gordurosas, que geralmente ocasionam a
obstru¢ao das mesmas (GOTTLIEB et al., 2005; SPOSITO et al., 2007).

De acordo com SPOSITO et al. (2007), um estudo conduzido em nove capitais
brasileiras, envolvendo 8.045 individuos com idade mediana de 35+10 anos, no ano de 1998
demonstrou que 38% dos homens e 42% das mulheres possuem niveis séricos de colesterol
total acima dos valores da normalidade.

Um estilo de vida mais ativo tem sido associado com valores de lipideos plasmaticos
mais satisfatorios. Individuos ativos tem menor risco de desenvolver aterosclerose do que
sujeitos sedentdrios (GUEDES et al., 2007), o que pode ser explicado pelo aumento da
atividade da lipoproteina lipase durante a realizacdo do exercicio moderado-a-vigoroso e

também ap0s o esforgo fisico (DURSTINE et al., 2001; WILLIAMS et al., 2001).
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No tratamento da hipercolesterolemia, o exercicio fisico mostra efeito bastante
positiva para normalizar o perfil lipidico e consequentemente reduzir as doencas coronarianas,
além de beneficiar o condicionamento fisico (FLETCHER et al., 1992; WILMORE, 2001).
Portanto a associag¢do de atividade fisica e uma dieta balanceada pode ser a abordagem ideal
para diminuir incidéncia de doengas cardiovasculares e ainda elevar a qualidade de vida da

populacdo, com conseqiiente diminui¢ao dos gastos ligados a satde.

2.5 Hipertensao

A hipertensdo arterial sistémica ¢ uma doenca com etiologia multifatorial, dentre as
causa estdo a hereditariedade, obesidade, sedentarismo, alcoolismo, estresse, tabagismo e
outras e ocorre quando a medida da pressdo se mantém freqiientemente acima de 140 por 90
mmHg (SOCIEDADE BRASILEIRA DE HIPERTENSAO, 1999)

Hipertensdo arterial pode provocar alteracdes no sistema circulatério, vasos
sanguineos e musculatura cardiaca, e consequentemente a um acidente vascular cerebral
(AVE), infarto do miocardio e morte. 40% do total das mortes por acidentes vasculares
cerebrais e 25% das doengas coronarianas sdo associadas a hipertensao arterial (PAGE et al.,

1999; ROCHA et al., 1999)

Por volta de 90% dos casos de hipertensdo sdo considerados idiopdticos, ou
hipertensdo primdria. A prevaléncia da hipertensdao em 2004 era de 35% da populacdo
brasileira acima de 40 anos (MINISTERIO DA SAUDE, 2010). Acredita-se que 20% da
populacdao mundial apresente hipertensao (BARROS et al., 2009).

A hipertensao arterial é considerada uma doenga silenciosa, pois na maioria dos casos
ndo sdo observados quaisquer sintomas no paciente, porém quando estes ocorrem, sao vagos e
comuns a outras doencas, tais como dor de cabecga, tonturas, cansago, enjoos, falta de ar e

sangramentos nasais (BRANCHE et al., 1991).

Existem varias evidéncias dos efeitos benéficos da pratica de atividade fisica sobre a
pressdo arterial em individuos de todas as idades. Alto nivel de atividade fisica didria esta
associado a menores valores de pressdo arterial em repouso (WAREMAN et. al., 2000). A
pratica regular de exercicio fisico parece prevenir o aumento da pressdo 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).
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2.6 Atividade fisica e doencas metabdélicas

A atividade fisica tem um papel fundamental na prevencdo e tratamento de diversas
doengas cronico-degenerativas e contribui para o aumento da expectativa de vida, melhorando
a capacidade funcional do individuo e refletindo em uma melhora nas atividades de vida
didria.

A atividade fisica tem sido prescrita para a prevengdo e tratamento de doencas
cardiovasculares, seus fatores de risco, e outras doengas cronicas. Matsudo (2000), em uma
revisdo, aponta que a atividade fisica traz beneficios como perda de peso e manuten¢do da
massa magra, diminuicdo da pressdo arterial, melhora do perfil lipidico e da sensibilidade a
insulina, dentre outros.

Segundo estudos da regido sul do pais, o sedentarismo estd como primeiro fator de
risco para doenga arterial coronariana, com 71 %, seguido por antecedentes familiares,
obesidade, tabagismo, hipertensao arterial e altera¢cdes na glicemia e no colesterol (GUS et al.,
2002).

Niveis adequados de aptidao cardiorrespiratdria estdo diretamente relacionados com a
promocao de efeito protetor sobre as doencas cardiovasculares, e inversamente relacionados
com variaveis de risco cardiovascular e metabdlico (TWISK et al., 2002).

O estudo de Duarte et al. (2005) afirma que individuos que sdo classificados com SM
quando comparados com os nao portadores da Sindrome, sdo mais obesos e sdo menos ativos
fisicamente. A atividade fisica tem um importante papel na promog¢do da sauide, pois pode
atuar melhorando o quadro em diversos componentes da SM e de uma maneira mais direta na
perda de massa gorda que estd envolvia na génese de varias alteracdes sist€micas.

Existem evidéncias de que o principal mecanismo pelo qual o exercicio aumenta o
transporte de glicose para o musculo € pela translocacdo do GLUT-4 de compartimentos
intracelulares para a membrana. Observa-se, portanto, que individuos diabéticos com auséncia
de insulina ou deficiéncia na acdo deste hormodnio conseguem utilizar glicose para contracao
muscular durante o exercicio fisico, podendo esta utilizagdo contribuir para a reducdo da
hiperglicemia (PAULLI, et al., 2010).

Estudos epidemioldgicos, demonstram associacdo entre os altos niveis de sedentarismo ou
baixos indices de condicionamento fisico com a presenca de hipertensdo arterial. Atividades
aerobias tem sido indicadas para hipertensos, pois trazem adaptagdes extremamente

importantes, essas adaptacoes estao ligadas com alteracOes autondmicas e hemodinamicas que
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vao influenciar o sistema cardiovascular, diminuindo entfo a pressao arterial tanto em repouso
quanto em exercicio fisico.

Estudos vem demonstrando que o treinamento fisico tem efeito favordvel também na
dislipidemia. Individuos treinados apresentam maiores niveis de HDL colesterol e menores
niveis de triglicérides, LDL e VDLL -colesterol, comparados a individuos sedentarios.
Segundo Guedes (2007), os resultados sugerem significativo impacto da atividade fisica no
perfil lipidico em adultos de ambos os sexos, independentemente da idade e das variagdes do
peso corporal.

A pratica regular de exercicios fisicos, tanto a curto como a longo prazo,
principalmente de caracteristicas aerdbias, promove beneficios pela reducdo dos fatores de
risco para doencas cardiovasculares (BLAIR et al., 1999), que representam, na atualidade,
uma das principais causa de morte em paises desenvolvidos ao redor do mundo, tanto em
homens como em mulheres (VARADAY et al., 2004).

O exercicio fisico trard maiores beneficios para a saude do individuo se for prescrito
de forma individualizada, respeitando os objetivos e a capacidade fisica, independente de qual
agravo metabdlico esse individuo possuir (CIOLAC et al., 2004).

Os efeitos benéficos da atividade fisica ndo estd somente restrito a melhoras

cardiovasculares e ou em doencas metabolicas, existe também os beneficios psicossociais.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais
Para o desenvolvimento deste trabalho, foram utilizados ratos (Rattus norvergicus), da
linhagem Wistar, variacdo albinus, com idade entre dois e doze meses. Os animais,
provenientes do Biotério Central da UNESP — Botucatu, foram mantidos no Biotério do
Departamento de Educagdo Fisica — IB — UNESP — Rio Claro. Os ratos foram alimentados
com racdo balanceada padrdo para roedores (Purina) e dgua ad libitum, e mantidos em gaiolas
plasticas coletivas (4 por gaiola) a temperatura ambiente de 25 °C e foto periodo de 12 horas

de claro e 12 de escuro.

3.2 Aspectos Eticos

O protocolo experimental seguiu os principios éticos em pesquisa animal adotados
pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e a legislacdo vigente no Brasil
quanto a utilizacdo de animais em atividades de ensino e pesquisa cientifica, (lei n® 11.794,
de 8 de outubro de 2008).

Todos os protocolos aos quais os animais foram sujeitos foram submetidos a
apreciacio da Comissdo de Etica no Uso de Animal (CEUA)-IB, UNESP, Rio Claro, sob o
protocolo (UNESP IB Rio Claro 30/03/2010 — 000002638).

3.3 Delineamento e Grupos Experimentais
Os animais foram avaliados quanto a marcadores da Sindrome Metabdlica e da

capacidade aerébia em diferentes idades:

Grupo I (n=8) — aos 2 meses (idade jovem);

Grupo II (n=8) — aos 4 meses (idade adulta jovem);
Grupo IIT (n=8) — aos 6 meses (idade adulta);
Grupo IV (n=8) — aos 12 meses (maturidade);

Grupo V (n=8) — submetidos ao treinamento fisico iniciado na idade adulta jovem (4 meses),

mantidos até o final do estudo (12 meses de idade) e avaliados aos doze meses;

Grupo VI (n=8) — submetidos ao treinamento fisico iniciado na idade adulta jovem (4
meses), com duracdo de 4 meses (interrompido aos 8 meses de idade) e avaliados aos 12

meses.
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Para melhor visualicdo na pdgina 19 estd disponivel o desenho experimental do

estudo.

3.4 Treinamento Fisico
Os animais dos grupos treinados (V e VI) foram submetidos ao exercicio de natagdo,
em tanques individuais, contendo dgua a 30 + 2°C, 1 hora por dia, 5 dias por semana,
suportando sobrecarga de chumbo atada ao térax, equivalente a 80% da sobrecarga na qual
ocorre a transicdo metabdlica aerdbia/anaerébia individual identificada pela méxima fase
estavel de lactato. De dois em dois meses, esses animais, foram reavaliados quanto a méxima

fase estavel de lactato para reajuste das cargas de treinamento.

3.5 Avaliacoes prévias ao sacrificio

3.5.1 Avaliacoes gerais
Todos os animais tiveram peso corporal, comprimento focinho-anus e ingestio
alimentar registrados uma vez por semana.
Uma semana antes de atingirem a idade pré estabelecida, os animais dos grupos I ao VI

foram submetidos aos testes de tolerdncia a glicose, tolerancia a insulina e méaxima fase

estavel de lactato, com intervalo de 48 horas entre eles.
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3.5.2 Teste de tolerancia a glicose - GTT

A tolerancia a glicose dos animais foi avaliada pelo GTT. Este foi realizado com
os animais ap6s 12 horas de jejum, quando uma primeira coleta de sangue foi feita através
de corte na extremidade da cauda do animal (tempo 0). Em seguida, uma solu¢do de
glicose a 20% (2 g/Kg de peso) foi administrada aos ratos por uma sonda gastrica de
polietileno. Amostras de sangue foram coletadas apds 30, 60 e 120 minutos, com capilares
heparinizados e calibrados para 25uL, visando a determinacao das concentragdes glicose.

Um tunico corte na extremidade da cauda foi suficiente para a coleta de todas as
amostras sanguineas. As concentracdes de glicose sanguinea foram determinadas pelo
método glicose-oxidase. Os resultados foram analisados através da determinacdo das dreas
sob as curvas de glicose durante o teste pelo método trapezoidal (MATHEWS et al.,

1990).

3.5.3 Teste de Tolerancia a insulina - ITT

A sensibilidade periférica a insulina foi avaliada pelo teste de tolerancia a insulina
(ITT). Este foi realizado com os animais 48 horas apés o GTT, quando uma primeira
coleta de sangue foi feita através de corte na extremidade da cauda do animal (tempo 0).
Em seguida, uma solucao de insulina cristalina (“LILLY U 40) na dose de 30 Ul/100g de
peso foi administrada via subcutdnea. Amostras de sangue, foram coletadas apds 30, 60 e
120 minutos com capilares heparinizados e calibrados para 25 pL, visando a determinagdo
das concentracdes de glicose, pelo método da glicose-oxidase, utilizando kits comerciais.
Um unico corte na extremidade da cauda foi suficiente para a coleta de todas as amostras
sanguineas. A taxa de remogao de glicose (Kitt) expressa em %/minuto foi calculada pela
formula 0,0693/t/2) X100. A glicose sanguinea (t/2) foi calculada pela curva de andlise
dos minimos quadrados dos teores de glicose no sangue nos momentos apds a
administracdo de insulina em que a glicose sérica decaiu (LUNDBAEK et al., 1962)

empregando-se o software ORIGIN.

3.5.4 Maxima Fase Estavel de Lactato - MFEL

A identificacdo da transi¢do aerdbia anaerdbia durante exercicio de natacdo e a
avaliacdo da capacidade aerdbia dos animais foram efetuadas pelo protocolo de méxima
fase estdvel de lactato (MFEL). A MFEL equivale a mais alta concentracdo de lactato
sanguineo onde sua entrada na circulagdao é compensada pela remog¢do durante exercicios

com cargas constantes (HECK et al., 1985) e sua determinacdo tem se mostrado util na
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prescricdo de exercicios e na avaliagdo da capacidade aerébia. Recentemente, nosso grupo
de pesquisa descreveu um protocolo para a determinacdo da MFEL para ratos durante

exercicio de natagdo (GOBATTO et al., 2001), que foi usado no presente estudo.

Resumidamente, os animais foram submetidos a varios testes de natagdo
suportando sobrecargas constantes e crescentes entre um teste e outro em relagdo ao peso
corporal, com intervalos de 48 horas entre eles, até que ndo foi mais possivel estabilizacao
das concentracdes de lactato sanguineo durante a sessdo de exercicio fisico. Cada teste
consistiu de 25 minutos de nata¢do continua suportando uma carga, com coleta de sangue,
por pequeno corte na extremidade da cauda a cada 5 minutos para a determinagdo das
concentracdes de lactato. As concentracdes de lactato sanguineo foram determinadas em
analisador de lactato. O critério de estabilizacdo empregado foi diferenca igual ou inferior

a 1,0mM de lactato sanguineo entre 10 e 25 minutos de exercicio.

3.6 Eutanasia dos animais e obtencio de material biolégico
Ao atingirem a idade pré-estabelecida, todos os animais dos grupos I, IL, IIL, IV, V e
VI foram mortos, apds anestesia profunda com CO,, 48 horas depois da tltima avaliagdo "in
vivo".
3.6.1 Sangue
Amostras de sangue foram coletadas para a separacao do soro e dosagem de glicose,
trigliceridios, colesterol total, colesterol LDL, colesterol HDL, por métodos
colorimétricos.
3.6.2 Tecido adiposo
O tecido adiposo das regides mesentérica, retroperitonial e subcutanea posterior foram
removidos para pesagem e determinagdo das concentragdes de lipidios totais. A excisao
dos diferentes depodsitos de gordura foi realizada de acordo com a descri¢do de Cinti
(2005). As concentracOes de lipidios nesses depositos foram determinadas pelo
procedimento descrito por Nogueira (1990)
3.6.3 Figado, coracao e séleo
Aliquotas do figado, coracdo e musculo séleo foram extirpadas visando a

determinagdo de glicogénio, pelo método de Dubois et al. (1956).
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3.6.4 Misculo sdleo

Fatias musculares longitudinais pesando em torno de 25 - 35 mg foram incubadas
em meio de Krebs-Ringer bicarbonato, enriquecido com glicose (5,5 mM), contendo [3H]
2-deoxiglicose (0,5 pCi/mL) [2-DG] e insulina (100 mU/mL), dentro de frascos de vidro
por cerca de 1 hora e meia e gaseamento continuo com carbogénio O,/CO; (95%/5%), sob
agitacdo constante, em banho-maria (37°C). Foi avaliada a captagdo de glicose,
utilizando-se a 2-DG como marcador e medindo-se a radioatividade do [3H] com auxilio

de contador de particulas beta (NUNES et al., 2005).

3.7 Analise estatistica
Os resultados foram analisados estatisticamente através de Andalise de Variincia
(ANOVA). Quando necessario foi utilizado o teste Post Hoc de Newman-Keuls, com

nivel de significancia pré-estabelecido em 5%.
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4 RESULTADOS

Os resultados obtidos, que compdem esta Dissertacdo de Mestrado encontram-se
apresentados na forma de Trés Artigos Cientificos ja concluidos. Esses artigos compdem os

trés capitulos seguintes desta dissertacao

Capitulo 1: GHEZZI, A. C.; et al. Marcadores da sindrome metabdlica em ratos wistar de

diferentes idades. Diabetology & Metabolic Syndrome, 4:16, 2012.

A versdo publicada encontra-se no anexo 1.

Capitulo 2: Ghezzi, A. C; et al. Capacidade aerdbia de ratos (rattus norvegicus albinus,
wistar) em diferentes idades: efeitos do treinamento fisico. Submetido para publicagdo para
“Applied Physiology, Nutrition, and Metabolism”. A versdo para a lingua inglesa encontra-

S€e no anexo 2.

Capitulo 3: Ghezzi, A. C; et al. Capacidade aerdbia e metabolismo muscular da glicose em
ratos idosos treinados na maxima fase estdvel de lactato. Submetido para publicacdo para
“Mechanisms of Agein and Develolpment.”A versdo para a lingua inglesa encontra-se no

anexo 3

Resultados obtidos em estudo piloto efetuado previamente a esse projeto, que ja foram

publicados encontram-se no anexo 4.

Referéncia: GHEZZI, A. C.; et al. Impact of early fructose intake on metabolic profile and
aerobic capacity of rats. Lipids in Health and Disease, v. 10, p. 3, 2011.

Parecer do comité de €tica no anexo 5
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4.1 CAPITULO 1:

MARCADORES DA SINDROME METABOLICA EM RATOS WISTAR DE
DIFERENTES IDADES
Resumo

A Sindrome Metabdlica, nas dltimas décadas, tornou-se um problema de satide publica
ao redor do mundo. Estudos longitudinais em humanos apresentam limitagdes quanto ao
carater invasivo de certas analises, ao tamanho e a aleatoriedade da amostra. Com isto,
modelos animais capazes de mimetizar as respostas fisiologicas humanas podem auxiliar na
investigacdo desta doenca. Nesse contexto, o presente estudo foi delineado para analisar
marcadores da sindrome metabdlica em ratos (Rattus norvergicus), da linhagem Wistar,
variacdo albinus, em diferentes idades. Os animais foram avaliados aos dois (idade jovem),
quatro (idade adulta jovem), seis (idade adulta) e doze meses (maturidade) de idade quanto a:
tolerancia a glicose (teste de tolerancia a glicose); sensibilidade a insulina (teste de tolerancia
a insulina); concentragdes séricas de jejum de glicose, triglicerideos, colesterol total, HDL-C e
LDL-C, captacdo de glicose pelo musculo séleo isolado e concentragdo de lipidios totais no
tecido adiposo das regides mesentérica, retroperitonial e subcutdnea posterior. O
envelhecimento originou sinais da sindrome metabdlica nos ratos Wistar. Esses animais
apresentaram, na maturidade, aumento significativo do peso corporal, associado ao
incremento no contetddo de lipidios totais no tecido adiposo nas regides avaliadas, bem como
elevacdo na concentracio sérica de triglicerideos, colesterol total e LDL-C, caracterizando
dislipidemia. Também tiveram aumento da glicose sérica, quando comparados aos grupos
mais jovens. Assim sendo, ratos Wistar em processo de envelhecimento parecem um modelo

interessante para o estudo das altera¢des desencadeadas pela sindrome metabdlica.

Palavras-chave:  Sindrome  Metabdlica, parametros bioquimicos, metabolismo,

envelhecimento, ratos, wistar
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Introducao

A Sindrome Metabdlica (SM) caracteriza-se por um agrupamento de fatores de risco
para doencas cardiovasculares e diabetes, geralmente ligados a resisténcia a insulina e a
obesidade central (DUNCAN & SCHIMIDT, 2001). Doenca cardiovascular é a maior causa
de morbidade e de mortalidade mundial (OMS, 2005) por isso é de grande importancia o
estudo da Sindrome Metabdlica como preditora de problemas cardiovasculares.

Com a idade hda um aumento da prevaléncia de doengas cardiovasculares, o que € de
grande preocupacgdo, principalmente devido ao aumento da expectativa de vida da populacao.
O envelhecimento da populagdo mundial tem causado preocupagdes quanto ao equilibrio da
piramide etdria. Estima-se que, a propor¢do de pessoas acima de 65 anos aumente de 5,2% em
1950 para 15,6% em 2050, fazendo com que, os idosos representem um quinto da populacdo
mundial (IBGE, 2002).

A prevaléncia da Sindrome Metabdlica na populacdo dos Estados Unidos € de 20 a
25%, e de cerca de 55% na populacao idosa (FORD et al. 2002). No Brasil, foi observada uma
prevaléncia de SM em 52,3% dos idosos, porém, devido a diferentes definicdes para a
Sindrome Metabdlica, a prevaléncia pode diferir entre os estudos (PEDRO, 2008).

A defini¢do mais utilizadas para a Sindrome Metabdlica é a da Organizacdo Mundial
de Saude (OMS), na qual é imprescindivel a presenca da diabetes ou resisténcia a insulina e
duas das seguintes caracteristicas: elevada razio cintura/quadril, concentracdes elevadas de
triglicerideos ou baixa concentracdo de HDL-C, pressdo arterial e excre¢do urindria de
albumina elevadas (OMS, 1999). A International Diabetes Federation define a Sindrome
Metabodlica com a obesidade central, sendo o fator primordial. Em estudos que utilizaram essa
definicdo como parametro, a prevaléncia de Sindrome Metabdlica foi maior, principalmente
entre 1idosos, pois essa populacdo tem um ganho de peso corporal significativo com o passar
da idade, devido a diminui¢do do metabolismo basal, entre outras causas.

O crescimento do ndmero de idosos € um dos principais fatores para o aumento da
prevaléncia da SM na populagdo mundial (DOMINGUEZ et al., 2007), ja que o
envelhecimento aumenta os fatores de risco que caracterizam a doenca. Além disso, a
incidéncia de doengas como a obesidade tem aumentado entre os jovens (SOUZA et al. 2007).
Adolescentes obesos tendem a apresentar maiores riscos para o desenvolvimento da Sindrome
Metabdlica do que os sobrepesados, o que pode indicar maiores incidéncias de doenca

cardiovascular nas proximas décadas (SOUZA et al. 2007)
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Devido a auséncia de consenso entre as propostas para o diagndstico da Sindrome
Metabdlica, as prevaléncias variam de 4,2% a 32% em criangas e adolescentes (SILVA et al.,
2005).

Em func¢do das limitagdes que envolvem os estudos com seres humanos, grande parte
da compreensdo sobre a etiologia das caracteristicas da SM € proveniente de estudos
utilizando modelos animais.

Pesquisas utilizando modelos que desenvolvem um quadro completo de Sindrome
Metabdlica, incluindo todos os distirbios acima mencionados, sdo raras. Foi demonstrado que
a linhagem de ratos Wistar Ottawa Karlsburg (WOKW) desenvolve geneticamente quadro
quase completo da Sindrome Metabodlica com obesidade, moderada hipertensao, dislipidemia,
intolerancia a glicose e hiperinsulinemia (VAN DEN BRANDT et al., 2000a).

Outra situagdo que conduz a manifestacdo de sinais da Sindrome Metabdlica, também
em roedores, é o envelhecimento e sabe-se que, tal manifestacao difere entre as linhagens de
ratos. Por exemplo, o rato Fisher 344, que tem sido bastante usado em estudos que avaliam
separadamente aspectos da sindrome metabdlica, (FINK et al., 1986, KERN et al., 1992,
BARNARD et al., 1992, CARTEE et al., 1993, MATTHAEI et al., 1990), mostra pequeno
aumento do peso corporal aos 24 meses de idade. Nessa linhagem, os adipdcitos aumentam
marcadamente de tamanho e as concentragdes plasmaticas de insulina sdo ligeiramente
elevadas em ratos i1dosos. Ratos wistar com 24 meses de idade apresentam insulinemia
semelhante aquela de ratos adultos com trés meses (CARRASCOSA et al., 1989), apesar do
grande aumento do peso corporal e da hiperplasia dos adipécitos (NEWBY et al., 1990) bem
como, do decréscimo da captacdo periférica de glicose (ESCRIVA et al., 1997) com o
envelhecimento. Ainda, estudos recentes destacam que as condi¢des consideradas “padrao”
para a manuten¢do de roedores de laboratério em geral, exemplo, gaiolas coletivas, contendo
2 a 5 animais por gaiola, em espaco coberto com serragem e com livre acesso ao alimento,
podem favorecer o desenvolvimento da Sindrome Metabdlica em ratos e camundongos. Isso
poderia tornd-los modelos adequados da obesidade humana (MARTIN et al., 2010).

Contudo, sdo escassos os estudos que acompanham o desenvolvimento de marcadores
variados da Sindrome Metabdlica, decorrentes do envelhecimento em ratos da linhagem
Wistar, muito usados em experimentos no Brasil e que t€ém sido empregados nos mais
diferentes estudos do Laboratério de Nutricdo, Metabolismo e Exercicio, do Departamento de
Educagdo Fisica, IB, UNESP-Universidade Estadual Paulista, Campus de Rio Claro, SP
(MOURA et al., 2008; MOTA et al., 2008, OLIVEIRA et al., 2007; GOMES et al., 2005;
CAMBRI et al., 2010; GHEZZI et al., 2011). Assim sendo, o presente estudo foi delineado
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para analisar marcadores da Sindrome Metabdlica em ratos (Rattus norvergicus), da linhagem

Wistar, variacdo albinus, em diferentes idades.

Material e métodos

Animais

Foram utilizados ratos (Rattus norvergicus), da linhagem Wistar, variacdo albinus,
com idade entre dois e doze meses. Os animais, provenientes do Biotério Central da UNESP —
Botucatu, foram mantidos no Biotério do Departamento de Educacdo Fisica — IB — UNESP —
Rio Claro, Sao Paulo, Brasil. Os ratos foram alimentados com racdo balanceada padrio para
roedores (Purina) e 4gua ad libitum, e mantidos em gaiolas plésticas coletivas (4 por gaiola) a
temperatura ambiente de 25 °C e foto periodo de 12 horas de claro e 12 de escuro. Todos os
procedimentos adotados com os animais foram submetidos e aprovado pelo Comité de Etica
no uso de Animais do Instituto de Biociéncias, UNESP, Rio Claro (CEUA), sob o protocolo
2638.

Delineamento e Grupos Experimentais
Os animais foram avaliados quanto a marcadores da Sindrome Metabdlica em
diferentes idades:
Grupo 2 meses (n=8) — aos dois meses (idade jovem);
Grupo 4 meses (n=8) — quatro meses (idade adulta jovem);
Grupo 6 meses (n=8) — seis meses (idade adulta);

Grupo 12 meses (n=8) — aos doze meses (maturidade).

Avaliacoes prévias ao sacrificio
AvaliacOes gerais:
Todos os animais tiveram peso corporal, comprimento focinho-anus e ingestdao

alimentar registrados uma vez por semana.

Ingestao alimentar = Ingestdo diaria de alimento (gramas)

(g/100g animal) X 100 g

> do peso corporal dos ratos em cada gaiola (gramas)
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Teste de tolerancia a glicose — GTT:

A tolerancia a glicose dos animais foi avaliada pelo GTT. Este foi realizado com os
animais na ultima semana do experimento, apds 12 horas de jejum, quando uma primeira
coleta de sangue foi feita por meio de corte na extremidade da cauda do animal (tempo 0). Em
seguida, uma solucgao de glicose a 20% (2 g/Kg de peso) foi administrada aos ratos por meio
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
concentragdes glicose. Um unico corte na extremidade da cauda foi suficiente para a coleta de
todas as amostras sanguineas. As concentragdes de glicose sanguinea foram determinadas
pelo método glicose-oxidase. Os resultados foram analisados pela determinacdo das dreas sob
as curvas de glicose durante o teste pelo método trapezoidal (MATHEWS et al., 1990),
utilizando-se o software ORIGIN.

Teste de Tolerancia a insulina - ITT

A sensibilidade periférica a insulina foi avaliada pelo teste de tolerancia a insulina
(ITT). Este foi realizado com os animais 48 horas apds o GTT, quando uma primeira coleta de
sangue foi feita por meio de corte na extremidade da cauda do animal (tempo 0). Em seguida,
uma solu¢do de insulina cristalina (LILLY U 40) na dose de 30 UI/100g de peso foi
administrada via subcutdnea. Amostras de sangue foram coletadas apds 30, 60 e 120 minutos
com capilares heparinizados e calibrados para 25 uL, visando a determinacdo das
concentracdes de glicose, pelo método da glicose-oxidase. Um tnico corte na extremidade da
cauda foi suficiente para a coleta de todas as amostras sanguineas. A taxa de remoc¢do de
glicose (KITT) expressa em %/minuto foi calculada pela férmula (0,0693/t1/2) X 100. A
glicose sanguinea (t/2) foi calculada pela curva de andlise dos minimos quadrados dos teores
de glicose no sangue de nos momentos apds a administracdo de insulina em que a glicose

sérica decair (LUNDBAECK, 1962) empregando-se o software ORIGIN.

Sacrificio dos animais e obtencao de material biologico
Ao atingirem a idade pré-estabelecida, todos os animais foram sacrificados por
decapitacao, apOs anestesia profunda com CO,, 48 horas depois da ultima avaliagdo "in vivo".

Amostras de sangue foram coletadas para a separacdo do soro e dosagem de glicose,
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triglicerideos, colesterol total, colesterol LDL, colesterol HDL, por métodos colorimétricos,

utilizando kits comerciais.

Musculo séleo

Fatias musculares longitudinais pesando em torno de 25 - 35 mg foram incubadas em
meio de Krebs-Ringer bicarbonato, enriquecido com glicose (5,5 mM), contendo [*H] 2-
deoxiglicose (0,5 uCi/mL) [2-DG] e insulina (100 mU/mL), dentro de frascos de vidro por
cerca de 1 hora e meia e gaseamento continuo com carbogénio O,/CO, (95%/5%), sob
agitagdo constante, em banho-maria (37°C). Foi avaliada a captacdo de glicose, utilizando-se
a 2-DG como marcador ¢ medindo-se a radioatividade do [SH] com auxilio de contador de

particulas beta (NUNES et al., 2005).

Tecido adiposo

O tecido adiposo, das regides mesentérica, retroperitonial e subcutanea posterior foi
removido para determinacdo das concentragdes de lipidios totais. A excisdo dos diferentes
depositos de gordura foi realizada de acordo com a descricio de Cinti (2005). As
concentracdes de lipidios desses depdsitos foram determinadas pelo procedimento descrito

por Nogueira (1990).

Estatistica
Os resultados foram analisados estatisticamente pela Andlise de Varidncia (ANOVA),
com nivel de significincia pré-estabelecido em 5%. Quando necesséario, foi utilizado o teste

Post Hoc de Newman-Keuls.
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Resultados
A figura 1A, B e C mostra a evolucao do peso corporal, comprimento focinho-anus e a
ingestdo alimentar dos animais. Foram observadas diferencas significativas no peso e
comprimento corporal. Entre os 2 e os 4 meses de vida, os ratos apresentaram aumentos
significativos, tanto no peso corporal quanto no comprimento naso-anal. Aumento
significativo adicional no peso corporal € no comprimento naso-anal ocorreu dos 6 aos 12

meses.

1A B

12,0

10,0 +

6,0 +

——c/100g

Ingesta Alimentar
(g/100g)

2,0 1

0}0 T T T T T T T T T T 1
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Figura 1: Média e desvio padrio de 8 animais por grupo, do peso corporal (g) (A),
comprimento naso-anal (cm) (B) e da ingesta alimentar (g/100 g) (C).
Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa (ANOVA one-way e

post-hoc de Newman-Keuls, P<0.05).

A Figura 2 mostra os valores de glicemia e os valores de drea sob a curva glicémica
durante o teste de tolerancia a glicose (GTT). Nao houve diferencga estatistica entre os grupos

para nenhum dos parametros analisados.

Tempo (min)
TO T30 T60 T120

20000 + + + 120
£ 18000 T _
Z 16000 ¢ 1005
= 14000 ¢ L 80 £
= 12000 ¢ s
= 10000 1 - 60 S
= 8000 ¢ =
=
= 6000 4 40

4000 T L 20

2000 +

0 A 0

Grupos

N 2 Neses 4 Meses e 6 Meses =012 Meses
=2 NMezes == NMezes —b— (5 Mesges —o— 12 Neges

Figura 2: Média e desvio padrao de 8 animais por grupo dos valores de glicemia e area
sob a curva dos valores de glicemia durante o teste de tolerancia a glicose — GTT.
Nota: niao houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (ANOVA one-

way p<0,05)
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A Figura 3 mostra os valores de glicemia e a constante de remocao de glicose (KITT)

durante teste de tolerancia a insulina ITT. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos.

Tempo (min)
TO T30 T60 T120

2’4 I’ I’ I’

22 + - 120
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- 04t - 20
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Figura 3-: Média e desvio padrio de 8 animais por grupo dos valores de glicemia e
constante de remocao de glicose-KITT durante o teste de tolerancia a insulina - ITT.
Nota: niao houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (ANOVA one-

way p<0,05).
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As varidveis séricas dos grupos ao final do experimento sdo apresentadas na Tabela 1.
Foram encontradas diferengas significativas nas varidveis séricas dos animais aos 12 meses,
com aumento significativo nas concentracdes séricas de glicose, triglicerideos, colesterol

total, colesterol HDL e colesterol LDL, comparadas as demais idades.

Tabela 1: Média e desvio padrao de 8 animais por grupo dos valores das concentracoes
séricas de glicose (mg/dL), triglicerideos (mg/dL), colesterol total (mg/dL), HDL
(mg/dL) e LDL (mg/dL).

Grupos Glicose Triglicerideos  Colesterol Total HDL LDL

2 Meses 98+14* 105+30° 82+7° 2048  64+8°
4 Meses 109+8* 100+11° 100+10° 48+4%  67+3°
6 Meses 119429 125+33° 100+8* 40+6°  63+8°
12 Meses 152429°  260+83° 171+30° 79425 92+19°

Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa (ANOVA one-way e post-

hoc de Newman-Keuls, p<0,05).

Na tabela 2 estdo apresentados os dados da concentracdo de lipidios totais das regides
mesentérica, retroperitonial e subcutanea posterior. Foi evidenciada diferenca estatistica entre
os grupos na gordura mesentérica e retroperitonial. O grupo de 2 meses possui menor
acimulo de lipidios nessas regides do que os outros grupos, enquanto que o grupo de 12

meses, possui maior acimulo na regido mesentérica.

Tabela 2: Média e desvio padrao da concentracao de lipidios totais (mg/100g) no tecido

adiposo de diferente regioes de 8 animais por grupo.

Groups Mesentérica Retroperitoneal Subcutinea
2 Meses 1 005+240" 770£212% 692+177*

4 Meses 2 267+726" 2634+536° 1 851+403°
6 Meses 2475+537° 2472+408" 1 499+381°

12 Meses 4399+643° 3191+703° 1 896+758°
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Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa (ANOVA one-way e post-
hoc de Newman-Keuls, p<0,05).
Na figura 4 estdo presentes os valores de captacdo de glicose pelo musculo séleo

isolado, ndo ha diferenca entre os grupos.
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Figura 4: Média e desvio padrao de 8 animais por grupo dos valores de captacao de
glicose (umol/g.h) pelo misculo séleo isolado
Nota: nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (ANOVA one-

way p<0,05).
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Discussao

Esse estudo analisou o efeito do envelhecimento no desenvolvimento de alguns
indicadores da Sindrome Metabdlica em ratos da linhagem Wistar, muito utilizado em
pesquisas no mundo e, principalmente, no Brasil.

A expectativa de vida da populagdo tem aumentado devido ao desenvolvimento da
medicina, melhora no saneamento bdsico, entre outros fatores. A longevidade vem
acompanhada de viérias doencas e uma que tem atraido grande atencdo é a Sindrome
Metabdlica, pois a prevaléncia de casos na populagao tem aumentado de maneira exponencial
(MEIGS et al., 2002). A Sindrome Metabdlica consiste na associacdo de doengas que trazem
risco para doengas cardiovasculares, que € a maior causa de mortes no mundo.

Diante desse quadro, ha a necessidade de se entender os mecanismos da Sindrome
Metabdlica. Para isso, varios estudos t€ém sido realizados com modelos experimentais, pois as
andlises dos mecanismos da Sindrome Metabdlica muitas vezes incluem procedimentos
invasivos, de execucdo restrita em seres humanos. Entre os animais mais utilizados para o
estudo dessa questdo estio ratos e camundongos dentre eles, vdrias linhagens sdo empregadas.

No presente estudo, analisou-se ratos Wistar albinos e pode-se constatar que o grupo
de 2 meses apresentou menor peso corporal quando comparado aos do grupo de 4, 6 e 12
meses. Os animais dos 2 meses aos 4 meses mostraram ganho de peso corporal acentuado
devido a fase de crescimento e desenvolvimento em que se encontravam. Houve estabiliza¢ao
do peso corporal dos 4 aos 6 meses, porém houve novo incremento de peso significativo nos
animais aos 12 meses, fato também observado por Lerco et al., (2003) e por Nereida Lima
(1995) em ratos Wistar. O incremento ponderal foi associado a aumento no contetido de
lipidios totais no tecido adiposo visceral em diferentes regides.

Ford et al., (2002), usando critérios definidos pelo NCEP, verificaram que a
prevaléncia da obesidade, bem como, da sindrome metabdlica em humanos aumenta com a
idade.

Como indicado pelos resultados do GTT e do ITT realizados aos 2, 4, 6 e 12 meses de
idade, ndo houve alteragdo do comportamento glicémico durante os testes ao longo do periodo
examinado. Isso indica que tanto a tolerancia a glicose quanto a sensibilidade a insulina foram
preservadas. Tais resultados acham-se de acordo com a literatura prévia, onde foi relatado que
ratos Wistar com 24 meses de idade apresentam insulinemia e glicemia semelhantes as de
ratos adultos com trés meses (CARRASCOSA et al., 1989), apesar do aumento do peso
corporal e da hiperplasia dos adipdcitos (NEWBY et al., 1990).
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Ja a bioquimica sanguinea dos animais sofreu altera¢des aos 12 meses, periodo em que
pode-se observar aumento nos valores de triglicerideos, colesterol total, LDL-C,
caracterizando instalagdo do quadro de dislipidemia. Isso contrasta com o relatado por Mota
et al. (2008). Contudo, nesse tultimo estudo, os animais foram avaliados por um menor
periodo de tempo, do desmame até os 120 dias de idade, isso pode explicar a diferenca entre
os estudos.

Outra alteracdo importante, constatada no presente estudo, foi o aumento da glicose
sanguinea aos 12 meses, comparado as idades mais jovens. Em estudos com diabéticos
idosos, foi constatado que esses individuos possuem maior risco do que os individuos ndo
diabéticos de desenvolverem dislipidemia (FIGUEIRA et al., 1988).

Outro fator que tem sido associado com a SM € a gordura visceral. Em estudos como de
Lerario et al., (2002), foi observado que a populagdo nipo-brasileira possuia peso corporal
normal, porém preenchia os outros critérios para a SM. Observou-se entdo que a quantidade
de gordura visceral nos nipo-brasileiros era acentuada, o que poderia explicar os outros
distirbios. Nesse caso, a distribuicdo de gordura estd mais ligada aos distirbios metabdlicos
do que o peso corporal total e em individuos mais velhos isso € ainda mais expressivo.
Portanto, gordura corporal central se mostra mais fidedigna para diagnosticar sindrome
metabolica e outras morbidades do que a classificacdo em grau de obesidade.

Sendo a glicose importante substrato para a realizacdo do trabalho muscular, é de
interesse discutir o metabolismo muscular desse substrato durante o envelhecimento de ratos
Wistar. Para isso, no presente trabalho foi avaliada a captacdo de glicose em miusculo séleo
incubado, todavia nao foi encontrada diferenga estatistica entre os grupos. Porém, a captacao
de glicose pelo musculo séleo foi analisada com os animais em repouso, talvez fosse
observada alteracdes se os animais estivessem expostos ao exercicio fisico agudo.

Em ratos, € conhecido que o envelhecimento causa o desenvolvimento espontaneo da
obesidade e resisténcia a acdo da insulina (MACHADO et al., 1994). Alguns estudos
demonstram alteracdes no conteido de GLUT 4 em ratos idosos, contudo, esses estudos
tratam de diferentes linhagem de animais e musculos analisados (LIN et al., 1991; GULVE et

al., 1993).
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Conclusao:
O envelhecimento originou caracteristicas da Sindrome Metabdlica em ratos Wistar.
Esses animais apresentaram, na maturidade, aumento significativo de peso corporal e do
conteido de lipidios totais no tecido adiposo, bem como, dislipidemia, com elevacdo na
concentracdo sérica de triglicerideos, colesterol total e LDL colesterol. Do mesmo modo,
apresentaram aumento da glicose sérica quando comparados aos grupos mais jovens. Assim
sendo, ratos Wistar em processo de envelhecimento parecem um modelo interessante para o

estudo das alteragdes desencadeadas pela Sindrome Metabdlica.
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4.2 CAPITULO 2:

CAPACIDADE AEROBIA DE RATOS (RATTUS NORVEGICUS ALBINUS, WISTAR)
EM DIFERENTES IDADES: EFEITOS DO TREINAMENTO FiSICO.

Resumo

O envelhecimento da populacio mundial tem causado preocupagdes quanto ao
equilibrio da pirdmide etdria. E um processo natural no qual ocorre diminui¢io das funcdes
fisioldgicas.A pratica regular de exercicios fisicos, tanto a curto como a longo prazo, promove
beneficios pela reducdo dos fatores de risco para doencas cardiovasculares que representam,
na atualidade, uma das principais causa de morte em paises desenvolvidos. Diante disso, o
objetivo do trabalho foi analisar a capacidade aerdbia pela determinacdo da maxima fase
estavel de lactato e os efeitos do treinamento e destreinamento de natacdo (80% da MFEL),
em ratos de linhagem Wistar, variacdo albinus, aos dois (idade jovem), quatro (idade adulta
jovem), seis (idade adulta) e doze meses de vida (maturidade). Verificou-se aumento de peso
corporal nos animais de 12 meses sedentdrio e destreinado, porém no grupo 12 meses
treinado, houve uma manutengdo do peso corporal, quanto a carga da MFEL houve
diminui¢do com o envelhecimento, porém o exercicio fisico conseguiu atenuar as perdas na
capacidade aerdbia exercida pela idade e ndo houve alteragdo na concentracdo de lactato
sanguineo durante exercicio para nenhum dos grupos.Portanto pode-se concluir que o
envelhecimento causa declinio na capacidade aerdbia de animais sedentdrios, porém o

exercicio fisico pode diminuir os efeitos deletérios da idade e ainda previnir a obesidade.

Palavras chaves: Envelhecimento, doencas metabdlicas, maxima fase estdvel de

lactato (MFEL), exercicio fisico, peso corporal.
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Introducao

O envelhecimento da populagdo mundial tem causado preocupagdes quanto ao
equilibrio da pirdmide etdria. Estima-se que, a propor¢ao de pessoas acima de 65 anos
aumente de 5,2% em 1950 para 15,6% em 2050, fazendo com que, os idosos representem um
quinto da populagdo mundial (IBGE, 2002). Esse aumento da expectativa de vida € efeito dos
avangos tecnoldgicos na drea da saude.

As alteracdes na piramide etdria atraem a atengdo para a saude publica, pois o
envelhecimento € um processo natural no qual ocorre diminuicdo das funcgdes fisiologicas,
especialmente a partir da terceira década de vida, quando se inicia um progressivo declinio da
capacidade funcional, cuja velocidade de mudangca é dependente de fatores genéticos,
condicdes de satde e estilo de vida do individuo (POLLOCK et al., 1976).

A abordagem de um estilo de vida saudével tem sido feita em todas as idades, porém
durante o processo de envelhecimento isso tem sido ainda mais enfatizado. Um estilo de vida
sauddvel tem sido idealizado em diversos ambitos, contudo, pode-se resumir como sendo
composta por uma alimentagdo equilibrada e uma vida ativa fisicamente (HAVEMAN-NIES
et al., 2003).

A literatura € consistente ao afirmar que exercicios fisicos ocasionam uma série de
beneficios para o organismo como, controle de peso corporal (CARPENTER et al., 2012;
MILLER et al., 2012), com diminui¢do da massa gorda e aumento da massa magra, o que
pode atuar diminuindo o LDL colesterol e o colesterol total, assim como aumentando o HDL
colesterol (GUEDES et al., 2007; KELLEY et al., 2005). o exercicio fisico reduz glicemia,
melhorando a responsividade da musculatura a acdo da insulina (KARTZEL et al., 1995).
Auxilia também na melhora da capacidade aerébia e no controle da pressdo arterial
(WAREMAN et al., 2000; DE SOUZA et al., 2000), estendendo os beneficios aos fatores
psicoldgicos (doengas como depressdao) e sociais (aumentando o circulo de amigos)
(CAMACHO et al., 1991) .

Niveis adequados de aptidao cardiorrespiratdria estdo diretamente relacionados com a
promocao de efeito protetor sobre as doengas cardiovasculares, e inversamente associados
com varidveis de riscos cardiovasculares e metabdlicos (TWISK et al., 2002).

A prética regular de exercicios fisicos, tanto a curto como a longo prazo, principalmente
de caracteristicas aerdbias, promove beneficios pela reducao dos fatores de risco para doencas
cardiovasculares (BLAIR et al., 1999), que representam, na atualidade, uma das principais
causa de morte em paises desenvolvidos no mundo, tanto em homens como em mulheres

(VARADAY et al., 2004).
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O exercicio fisico ocasionard maiores beneficios para a saide do individuo se for
prescrito de forma individualizada, respeitando os objetivos e a capacidade fisica,
independente de qual agravo metabdlico esse individuo possuir (CIOLAC et al., 2004).

Diante disso a atividade fisica tem sido incluida no cotidiano do idoso. Por isso, é de
grande interesse constatar as mudancgas fisiologicas que ocorrem nesses individuos quanto a
capacidade aerdbia e, para isso, a melhor maneira seria utilizar o teste para determinacdo da
maxima fase estdvel de lactato (MFEL), que é o padrdo ouro para determinacdo de
predominincia energética em exercicio fisico de carga constante.

Diversos estudos (CAMBRI et al., 2010a; CAMBRI et al., 2011b; GHEZZI et al.,
2011) tém sido realizados, com modelo experimental, a fim de entender melhor as alteragdes
que ocorrem no organismo frente ao exercicio fisico e ao envelhecimento, pois muitas
andlises sdo invasivas ou ndo sio totalmente seguras para serem efetuadas em seres humanos.
Além disso, estudos longitudinais de muito longa duragdo sdo muito dificeis de serem
executados em seres humanos. Contudo, o importante € que uma série de pesquisas tem sido
feitas nesse sentido.

Doencas humanas tém sido simuladas em animais de laboratério (CAMBRI et al.,
2010b; GHEZZI et al., 2011; BOTEZELLI et al., 2010) para que fosse possivel observar de
maneira mais clara quais as alteracOes que ocorrem, seja em nivel molecular, seja em nivel
sistémico. Assim, é de grande interesse sabermos como a atividade fisica atua na melhora de
diversas patologias bem como a intensidade mais adequada do exercicio fisico a ser
empregada para atuar de maneira a prevenir ou a tratar doencas € de extrema importancia.

Diante disso o objetivo do trabalho foi analisar em ratos (Rattus norvergicus) da linhagem
Wistar, variacdo albinus, aos dois (idade jovem), quatro (idade adulta jovem), seis (idade
adulta) e doze meses de vida (maturidade):

e (Capacidade aerdbia pela determinacdo da maxima fase estavel de lactato (MFEL);

e Efeitos do treinamento e destreinamento de natacdo, na intensidade de 80 % da

maxima fase estdvel de lactato, iniciado na idade adulta jovem (quatro meses) no
peso corporal, capacidade aerdbia e somatdrio das gorduras totais das regides

mesentérica, subcutanea e retroperitonial.
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Material e métodos

Animais

Foram utilizados ratos (Rattus norvergicus), da linhagem Wistar, variacdo albinus,
com idade entre dois e doze meses. Os ratos foram alimentados com rag¢do balanceada padrao
para roedores (Purina) e dgua ad libitum, e mantidos em gaiolas pldsticas coletivas (4 por
gaiola) a temperatura ambiente de 25 °C e foto periodo de 12 horas de claro e 12 de escuro.
Todos os procedimentos adotados com os animais foram submetidos a apreciacdo do Comité
de Etica no uso de Animais do Instituto de Biociéncias, UNESP, Rio Claro (CEUA), sob o

protocolo 2638.

Delineamento e Grupos Experimentais

Os animais foram avaliados quanto a capacidade aer6bia em diferentes idades:
Grupo 2S (n=8) — aos dois meses (idade jovem);
Grupo 4S (n=8) — aos quatro meses (idade adulta jovem);
Grupo 6S (n=8) — aos seis meses (idade adulta);
Grupo 128 (n=8) — aos doze meses sedentdrios (maturidade);

Grupo 12T (n=8) — submetidos ao treinamento fisico iniciado na idade adulta jovem (quatro
meses de idade), mantidos até o final do estudo (doze meses de idade) e avaliados aos doze

meses;

Grupo 12D (n=8) — submetidos ao treinamento fisico iniciado na idade adulta jovem (quatro
meses de idade), com duracdo de quatro meses (interrompido aos oito meses de idade) e

avaliados aos doze meses.

Peso corporal e somatério das gorduras das regioes mesentérica, retroperitonial e
subcutanea.

O peso corporal foi registado uma vez por semana durante todo o experimento. A
excisdo da gordura das regides mesentérica, retroperitoneal e subcutinea foi realizada de
acordo com métodos descritos por Cinti (2005). Realizou-se a somatéria dos pesos das

gorduras das regides mesentérica, retroperitoneal e subcutanea posterior.
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Treinamento Fisico

Os animais dos grupos treinados (12T e 12D) foram submetidos ao exercicio de
natacdo, em tanques individuais, contendo dgua a 30+ 2 graus, 1 hora por dia, 5 dias por
semana, suportando sobrecargas de chumbo atadas ao térax, equivalente a 80% da carga na
zonas da transi¢cdo metabdlica aerdbia/anaerdbia individual, identificada pela maxima fase
estavel de lactato. De dois em dois meses esses animais foram reavaliados quanto a maxima

fase estavel de lactato para reajuste das cargas de treinamento.

Maxima Fase Estavel de Lactato - MFEL

A identificacdo de zonas de transi¢io metabdlica durante exercicio de natagdo e a
avaliacdo da capacidade aerdbia dos animais foram efetuadas pelo protocolo de méxima fase
estdvel de lactato (MFEL). A MFEL equivale a mais alta concentracdo de lactato sanguineo
onde sua entrada na circulagdo é compensada pela remog¢do durante exercicios fisicos com
cargas constantes (HECK et al., 1985). Sua determinagdo tem se mostrado 1til na prescri¢ao
de exercicios fisicos e na avaliacdo da capacidade aerébia. Recentemente, nosso grupo de
pesquisa descreveu um protocolo para a determinacdo da MFEL para ratos durante exercicio

de natagdo (GOBATTO et al., 2001), que foi usado no presente estudo.

Resumidamente, os animais foram submetidos a vdrios testes de natagdo suportando
sobrecargas constantes e crescentes em relagdo ao peso corporal, com intervalos de 48 horas
entre eles, até que ndo foi mais possivel estabilizagdo das concentracdes de lactato sanguineo
durante a sessdo de exercicio fisico. Cada teste consistiu de 25 minutos de natacdo continua
suportando uma carga, com coleta de sangue, por pequeno corte na extremidade da cauda a
cada 5 minutos para a determinacdo das concentragdes de lactato. As concentragdes de lactato
sanguineo foram determinadas em analisador de lactato (modelo YSI 1500 Sport,
YellowSprings, OH, EUA). O critério de estabilizagcdo empregado foi diferenca igual ou

inferior a 1,0mM de lactato sanguineo entre 10 e 25 minutos de exercicio.

Figado, coracao e soleo
Aliquotas do figado, coracdo e s6leo foram extirpadas visando a determinacdo das

concentracoes de glicogénio, pelo método de Dubois et al., (1956).
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Estatistica
Os resultados foram analisados estatisticamente pela Andlise de Varidncia (ANOVA two-
way), com nivel de significancia pré-estabelecido em 5%. Quando necessario, foi utilizado o

teste Post Hoc de Newman-Keuls.

Resultados

Na tabela 1 estdo apresentados os dados do peso corporal (g), na qual se pode observar
que o peso corporal aumenta até os 4 meses com posterior estabilizacdo até aos 6 meses, aos
12 meses, nos grupos sedentdrio e destreinado, o peso volta a aumentar. Ja no grupo 12 meses
treinado, houve uma manutencdo do peso corporal até o final do experimento. O somatério
das gorduras totais das regides mesentérica, retroperitonial e subcutinea sdo também
apresentados na Tabela 1. Observou-se que os animais de dois meses tem menos gordura do
que todos os grupos, um fato interessante é que os animais de 12 meses treinado t€m menor

gordura nessas regides do que os grupos de 12 meses destreinado e 12 meses sedentario.

Tabela 1: Valores da média e desvio padrao do peso corporal (g) e somatério das

gorduras totais das regioes mesentérica, subcutanea e retroperitonial (g/100mg).

Grupos Peso Corporal Somatério*
2S 269+10° 18486+291°
4S 455+14° 437894550
6S 471+37° 44151+638"
128 588+71° 513144994
12T 515472 38837+849"
12D 576+62° 55598+1176"

*Somatorio = somatério das gorduras totais das regides mesentérica, retroperitonial e
subcutanea posterior.

Letras diferentes indicam diferencgas estatisticamente significaticas (ANOVA Two-way e
post-hoc de Newman-Keuls, p<0,05).

Grupo 2S - aos dois meses sedentdrios; Grupo 4S — aos quatro meses sedentarios; Grupo 6S
— aos seis meses sedentdrios; Grupo 12S — aos doze meses sedentdrios; Grupo 12T — aos 12

meses treinados; Grupo 12D — aos 12 meses destreinados.
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Na figura 1 estdo apresentados os dados da carga de trabalho na qual foi encontrada a
maxima fase estdvel de lactato, onde pode-se observar que a carga diminui com o
envelhecimento, porém o exercicio fisico conseguiu atenuar as perdas na capacidade aerébia
exercida pela idade, pois os animais de 12 meses treinados e destreinados possuem uma carga

relativa 2 MFEL maior do que a dos animais de 12 meses sedentdrios.
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Figura 1: Média e desvio padriao de 8 animais por grupo da carga (% em relacao ao
peso corporal) na qual foi encontrada a Maxima Fase Estavel de Lactato.

Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significaticas (ANOVA Two-way e
post-hoc de Newman-Keuls, p<0,05).

Grupo 2S - aos dois meses sedentdrios; Grupo 4S — aos quatro meses sedentdrios; Grupo 6S
— aos seis meses sedentdrios; Grupo 12S — aos doze meses sedentdrios; Grupo 12T — aos 12

meses treinados; Grupo 12D — aos 12 meses destreinados.
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A figura 2 mostra os valores médios de concentracdo de lactato sanguineo (mmol/L)
durante exercicio na carga equivalente a médxima fase estdvel de lactato, ndo foi encontrada

diferenca estatistica significativa entre os grupos.
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Figura 2: Média e desvio padrao de 8 animais por grupo da concentracao de lactato
sanguineo (mmol/L) durante exercicio na carga equivalente a maxima fase estavel de
lactato.

Nota: ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (ANOVA one-way
p<0,05).

Grupo 2S - aos dois meses sedentdrios; Grupo 4S — aos quatro meses sedentérios; Grupo 6S
— aos seis meses sedentdrios; Grupo 12S — aos doze meses sedentdrios; Grupo 12T — aos 12

meses treinados; Grupo 12D — aos 12 meses destreinados.
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Discussao

A atividade fisica tem um papel fundamental na prevenc¢do e tratamento de diversas
doengas cronico-degenerativas e contribui para o aumento da expectativa de vida, melhorando
a capacidade funcional do individuo e refletindo em uma melhora nas atividades de vida
didria.

Niveis adequados de aptidao cardiorrespiratdria estdo diretamente relacionados com a
promogdo de efeito protetor sobre as doencas cardiovasculares, e inversamente relacionados
com variaveis de risco cardiovascular e metabdlico (TWISK et al., 2002).

A pratica regular de exercicios fisicos, tanto a curto, como a longo prazo,
principalmente de caracteristicas aerdbias, promove beneficios, pela reducdo dos fatores de
risco para doencas cardiovasculares (BLAIR et al., 1999), que representam, na atualidade,
uma das principais causas de morte em paises desenvolvidos, tanto em homens como em
mulheres (VARADAY et al., 2004).

O exercicio fisico trard maiores beneficios para a saide do individuo se for prescrito
de forma individualizada, respeitando os objetivos e a capacidade fisica, independente de qual
agravo metabdlico esse individuo possuir (CIOLAC et al., 2004).

Pode-se observar em nossos resultados que o peso corporal dos animais sofreu
alteracoes. Houve um ganho de peso corporal nos animais apds os 2 meses, 0 que € normal
devido a fase de crescimento desses animais. Posteriormente aos 12 meses nos animais
sedentdrios e destreinados pode-se verificar um novo incremento de peso corporal, esse mais
relacionado com o ganho de massa gorda, como demonstrado pelo somatério das gorduras
mesentérica, retroperitonial e subcutdnea ja que esses animais nao praticavam atividade fisica
e também nado estavam em fase de crescimento. A literatura apresenta que o treinamento
fisico € eficaz em manter ou ainda diminuir o peso corporal (EGUCHI et al., 2008;
PELLIZZON et al., 2002). Corroborando com esses dados, os animais de 12 meses treinados
mostraram uma manuten¢ao do peso corporal, realgcando o efeito benéfico do exercicio fisico
para manutencao do peso corporal, o que € de grande interesse para a populagdo idosa, ja que
a obesidade estd ligada diretamente com uma série de distirbios metabdlicos.

Os beneficios do exercicio fisico de forma continua e regular se destacam quando
comparamos 0 peso corporal do grupo 12 meses treinado e destreinado, sendo que o peso
corporal dos animais destreinados se mostra maior do que dos animais treinados. Portanto, o
gasto calorico devido ao exercicio fisico se mostra altamente relevante.

Segundo os resultados encontrados no presente estudo, a carga de trabalho referente a

MFEL sofreu um declinio com o envelhecimento. Isso mostra a importancia da realizacdo de
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uma avaliagdo fisica antes de iniciar exercicio fisico e que haja um constante monitoramento
da capacidade aerébia com o fim de treinamento.

No presente trabalho a carga da MFEL variou de 8 a 5 % de peso corporal, sendo que
o envelhecimento diminuiu a carga relativa 8 MFEL. Porém o treinamento fisico foi eficiente
em manter a capacidade aerébia, mesmo apds o destreinamento, pois os animais treinados e
destreinados tiveram carga semelhante aos animais de 4 e 6 meses, a0 passo que Os animais
sedentdrios apresentaram reducdo da capacidade aerdébia (carga na MFEL) com a idade.

No estudo de Cunha et al. (2009), que também trabalharam com ratos aos 12 meses, a
carga relativa a MFEL foi detectada a 5,4 % do peso corporal para animais ndo treinados,
demonstrando portanto concordancia com o presente estudo, que constatou a MFEL em 5,1 %
do peso corporal para os animais nio treinados. O mesmo ocorreu para a concentracdo de
lactato, que apresentou comportamento similar em ambos os estudos.

Mattern et al., (2003) ao testarem a hipotese de que a idade reduz a capacidade
aerdbia, avaliaram sujeitos treinados de faixas etdrias, jovens, adultos até 50 anos e homens
com mais de 50 anos e confirmaram que realmente ocorre uma diminui¢do da carga relativa a
MFEL com a idade, sem alteracdes para as concentragdes de lactato sanguineo entre as faixas
etarias. O mesmo ocorreu no presente trabalho para ambas as varidveis.

Em um estudo com humanos, Takeshima et al., (1996) constataram que 0 VOjpax €
maior para sujeitos idosos treinados quando comparados com os destreinados, demonstrando
a capacidade do treinamento fisico em reduzir a perda da capacidade aerdbia induzida pela
idade.

Uma possivel explicagdo encontrada para a diminui¢do da MFEL com a idade pode
estar relacionada ao envelhecimento e o prejuizo na via de gliconeogénese e reducdo
transportadores de lactato (BOIS-JOYEUX et al., 1990), e que o treinamento interfere de
alguma maneira nessa via.

Portanto, pode-se concluir que o envelhecimento ocasiona declinio na capacidade
aerdbia de animais sedentdrios, porém o exercicio fisico pode diminuir os efeitos deletérios da
idade e ainda previnir a obesidade, o que é de grande interesse, pois a capacidade aerdbia
tem sido relacionada com uma vida sauddvel. Quanto maior a aptidao cardiorrespiratdria
menor a incidéncia de doencas metabdlicas, como a obesidade e agravos de doencgas

cardiovasculares (TWISK et al., 2002).
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4.3 CAPITULO 3:

CAPACIDADE AEROBIA E METABOLISMO MUSCULAR DA
GLICOSE EM RATOS IDOSOS TREINADOS NA MAXIMA FASE
ESTAVEL DE LACTATO

Resumo

As doencgas metabdlicas que estdo associadas com a obesidade, como hipertensio,
dislipidemias e diabetes tipo 2 sdo responsdveis pela morte de 2,6 milhdes de pessoas a cada
ano e as projecdes indicam que esses numeros crescerdo, apesar das politicas publicas
adotadas. Diante desse quadro mundial de pandemia de doengas metabdlicas o exercicio fisico
tem sido utilizado como tratamento ndo medicamentoso para diversas patologias, como
diabetes mellitus, hipertensdo, obesidade, alteracdes nos lipidios plasmaticos e resisténcia a
insulina. Apartir disso, € interessante verificar o efeito do exercicio fisico sistematizado e
submédximo no metabolismo da glicose muscular em ratos Wistar com 12 meses. Foram
utilizados ratos (Rattus norvergicus), da linhagem Wistar, variagdo albinus com 1 ano de
idade. O estudo foi composto por 3 grupos: Controle (n=8) — ndo submetidos ao treinamento
fisico; Treinado (n=8) — submetidos ao treinamento fisico na intensidade de 80% da maxima
fase estavel de lactato (dos 4 até 12 meses); Destreinado (n=8) — submetidos ao treinamento
fisico na intensidade de 80% da MFEL (dos 4 até 8 meses e avaliados aos doze meses).

Ao final do experimento foi registrado o peso corporal, foi realizado teste de
tolerancia a glicose e teste de tolerancia a insulina, assim como dosagem de glicose, o tecido
adiposo, das regides mesentérica, retroperitonial e subcutanea posterior, foi removido para
determinagdo da concentragdo dos lipidios totais, foi determinada a concentragdo de
glicogénio do coracdo, figado e musculo séleo e a captacdo de glicose pelo musculo séleo. O
treinamento fisico em intensidades submdiximas provocou importantes adaptagdes, como
diminuicdo do peso corporal e da concentracdo de lipidios totais da regido mesentérica,
aumento da carga de exercicio fisico na intensidade de méixima fase estdvel de lactato, da
tolerancia a glicose, dos depdsitos de glicogénio muscular e da captagdo de glicose pelo
musculo esquelético de animais treinados. O exercicio fisico com caracteristicas submaximas
sd0 mais atraentes e de mais f4cil adesdo, seja para populacdo saudavel, seja para a populagcio
que apresenta algum tipo de disturbio metabdlico, como a Sindrome Metabdlica.

Palavras Chaves: Metabolismo de glicose, treinamento, destreinamento, peso corporal.
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Introducao

As doencas metabdlicas que estdo associadas com a obesidade, como hipertensdo,
dislipidemias e diabetes tipo 2 sdo responsdveis pela morte de 2,6 milhdes de pessoas a cada
ano e as projecdes indicam que esses numeros crescerdo, apesar das politicas publicas
adotadas (WHO, 2010).

A prevaléncia da Sindrome Metabdlica tem aumentado cada vez mais (FORD, et al.,
2002). Os fatores que compde a Sindrome Metabdlica sdo fortes fatores de risco para doengas
cardiovasculares, que por sua vez € a patologia que mais assola a populacdo, causando grande
nimero de mortos (DUNCAN & SCHIMIDT, 2001).

A defini¢cdo mais atual para a Sindrome Metabdlica é da Federacdo Internacional de
Diabetes (2005), e os parametros considerados sdo obesidade central e mais dois dos
seguintes fatores de risco, diabetes ou pré-diabetes, baixo nivel de HDL-C, triglicerideos
elevados e hipertensdo.

Ja é evidenciado que a Sindrome Metabdlica tem um componente genético, porém nao
se sabe certamente sua etiologia. Estudos recentes tem sugerido que a obesidade desencadeia
um baixo grau de inflamacdo sist€mica ou inflamacdo subclinica que faz com que organismo
desenvolva a resisténcia a acao da insulina e a partir dai outros disturbios vao se acumulando
dando origem a Sindrome Metabodlica (WEISBERG et al., 2003; XU et. al., 2003).

O risco para a Sindrome Metabdlica aumenta com o envelhecimento (GHEZZI et al.,
2012) e sabendo-se que a expectativa de vida da populacdo mundial tem crescido, € de grande
interesse que estudos sejam realizados sobre essa complexa sindrome e as possiveis
abordagens para seu tratamento em individuos idosos.

Diante desse quadro mundial de pandemia de doengas metabdlicas o exercicio fisico
tem sido utilizado como tratamento ndo medicamentoso para diversas patologias, como
diabetes mellitus, hipertensao, obesidade, altera¢des nos lipidios plasmaticos e resisténcia a
insulina (CARPENTER KC et al., 2012; MILLER et al., 2012, KARTZEL et al., 1995, DE
SOUZA et al., 2000, CAMACHO et al. 1991; BOTEZELLI et al. 2010 ; BOTEZELLI et al.,
2011; BOTEZELLI et al., 2012).

O exercico fisico realizado de maneira controlada (volume, frequéncia e intensidade)
traz diversos beneficios para o organismo, seja no controle de doengas, ou na melhora da
capacidade aerébia (BOTEZELLI et al.,, 2011; ISSURIN, et al., 2008). A melhora do
condicionamento fisico é esperada quando ha um programa de treinamento fisico

sistematizado (ARAUJO et al., 2012).
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A capacidade aerdbia, também conhecida como VO; n4, nada mais é do que a
quantidade méxima de oxigénio que o corpo consegue captar, transportar e utilizar em uma
sessdo de exercicio fisico afim de gerar energia (HAYES et al., 1990).

Com exercicios fisicos regulares é possivel melhorar a capacidade aerébia ao longo
do tempo, e também observar um declinio desta capacidade em resposta a uma variedade de
fatores, incluindo declinio da atividade fisica, doencgas cronicas e envelhecimento (CARMELI
et al., 2003; HEATH et al., 1981). Para atletas, a capacidade aerébia é um aspecto importante
para elaboracao dos treinamentos e para avaliagdo das melhoras na aptidao.

E preconizado que o exercicio fisico deve ser praticado de maneira cronica e de forma
controlada para que as adaptacOes geradas na capacidade aerdbia persistam. O treinamento
fisico realizado com uma intensidade conhecida e prescrita de acordo com a capacidade fisica
do individuo oferece maior seguranga na realizacdo de exercicios fisicos. Para isto, o teste de
maxima fase estdvel de lactato (MFEL), que € considerado padrdo ouro para determinar a
transicdo da predominincia aerdbia/anaerdbia em exercicio fisico com carga constante, €
frequentemente utilizado (HECK et al., 1985)

Outra adptacdo importante que o treinamento fisico provoca € o aumento do glicogénio
muscular (ARAUJO et al., 2012; GHANBARI-NIAKI et al., 2011; BERGSTROM et al.,
1967). O glicogénio muscular € uma importante fonte de substrato para gerar energia durante
o exercicio fisico, portanto com o incremento deste parametro, o individuo terd substratos
para gerar energia por um tempo maior, o que pode ser determinante na duracdo do exercicio
fisico de carater aerébio (BERGSTROM et al., 1967).

O glicogénio muscular sé pode ser utilizado pela prépria musculatura, porém o figado,
que possui uma maior concentracdo de glicogénio, pode liberar glicose na corrente sanguinea
pela glicogendlise, um importante mecanismo para a homeostase glicemica (CONSOLI et al.,
1992).

O aumento da captacdo de glicose pela musculatura esquelética € importante para a
melhora da glicemia, sejam em individuos diabéticos ou normoglicémicos e o exercicio fisico
comprovadamente € responsavel pelo incremento na captacdo de glicose pela musculatura
voluntdria (LUCIANO et al., 2002).

Diante disso, € interessante verificar o efeito do exercicio fisico sistematizado e

subméximo no metabolismo da glicose muscular em ratos Wistar idosos.
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Materias e Métodos

Animais

Foram utilizados ratos (Rattus norvergicus), da linhagem Wistar, variacdo albinus. O
experimento foi iniciado com os animais aos 2 meses de idade, os quais foram mantidos até
os 12 meses. Os ratos foram alimentados com racdo balanceada padriao para roedores
(Purina), dgua ad libitum e mantidos em gaiolas plésticas coletivas (4 por gaiola) a
temperatura ambiente de 25 °C e foto periodo de 12 horas de claro e 12 de escuro. Todos os
procedimentos adotados com os animais foram submetidos 2 apreciacio do Comité de Etica
no uso de Animais do Instituto de Biociéncias, UNESP, Rio Claro (CEUA), sob o protocolo
2638.

Delineamento e Grupos Experimentais

De acordo com o treinamento fisico recebido, os ratos foram separados em trés
grupos:
Grupo Controle (n=8) — ndo submetidos ao treinamento fisico e avaliados aos doze meses;
Grupo Treinado (n=8) — submetidos ao treinamento fisico na intensidade de 80% da MFEL,
iniciado na idade adulta jovem (quatro meses de idade), mantidos até o final do estudo (doze
meses de idade) e avaliados aos doze meses;
Grupo Destreinado (n=8) — submetidos ao treinamento fisico na intensidade de 80% da
MFEL iniciado na idade adulta jovem (quatro meses de idade), com duracdo de quatro meses

(interrompido aos oito meses de idade) e avaliados aos doze meses.

Treinamento Fisico

Os animais dos grupos treinados e destreinados foram submetidos ao exercicio de
natacdo, em tanques individuais, contendo dgua a 30 + 2 graus, 1 hora por dia, 5 dias por
semana, suportando sobrecargas de chumbo atadas ao térax, 80% da carga equivalente a
zonas da transicdo da predominincia metabdlica aerdbia/anaerdbia individual, identificada
pela maxima fase estavel de lactato. A maxima fase estdvel de lactato foi avaliada, a cada dois

meses para reajuste das cargas de treinamento.
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Maxima Fase Estavel de Lactato - MFEL

A identificacdo das zonas de transi¢do da predominancia metabdlica durante exercicio
de natagdo e a avaliacdo da capacidade aerébia dos animais foram efetuadas pelo protocolo de
maxima fase estdvel de lactato (MFEL). A MFEL equivale a mais alta concentracdo de lactato
sanguineo onde sua entrada na circulacdo é compensada pela remocdo durante exercicios
fisicos com cargas constantes (HECK et al., 1985) e sua determinacdo tem se mostrado ttil na
prescricdo de exercicios fisicos e na avaliacdo da capacidade aerébia. No presente estudo
utilizou-se um protocolo para a determinacdo da MFEL em ratos durante exercicio de natagao
(GOBATTO et al., 2001), descrito por nosso grupo de pesquisa.

Os animais foram submetidos a vdrios testes de natacdo, suportando sobrecargas
constantes e crescentes em relacdo ao peso corporal, com intervalos de 48 horas entre eles, até
que ndo foi mais possivel a estabilizacdo das concentracdes de lactato sanguineo durante a
sessao de exercicio fisico. Cada teste consistiu de 25 minutos de natagdo continua suportando
uma carga, com coleta de sangue, por pequeno corte na extremidade da cauda a cada 5
minutos para a determinacdo das concentracdes de lactato. As concentracdes de lactato
sanguineo foram determinadas em analisador de lactato (modelo YSI 1500 Sport,
YellowSprings, OH, EUA). O critério de estabilizagdo empregado foi diferenca igual ou

inferior a 1,0mM de lactato sanguineo entre 10 e 25 minutos de exercicio.

Peso corporal

O peso corporal foi registrado ao final do experimento em balanga digital.

Teste de tolerancia a glicose — GTT

A tolerancia a glicose dos animais foi avaliada pelo GTT. Este foi realizado com os
animais na ultima semana do experimento, apds 12 horas de jejum, quando uma primeira
coleta de sangue foi feita por meio de corte na extremidade da cauda do animal (tempo 0). Em
seguida, uma solucdo de glicose a 20% (2 g/Kg de peso) foi administrada aos ratos por meio
de sonda gastrica de polietileno. Amostras de sangue foram coletadas apds 30, 60 e 120
minutos com capilares heparinizados e calibrados para 25uL, visando a determinacdo das
concentracdes glicose e insulina. Um tdnico corte na extremidade da cauda foi suficiente para
a coleta de todas as amostras sanguineas. As concentracoes de glicose sanguinea foram

determinadas pelo método glicose-oxidase. Os resultados foram analisados pela determinacao
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das dreas sob as curvas de glicose sérica durante o teste pelo método trapezoidal MATHEWS

et al., 1990), utilizando-se o software ORIGIN.

Teste de Tolerancia a insulina - ITT

A sensibilidade periférica a insulina foi avaliada pelo teste de tolerdncia a insulina
(ITT). Este foi realizado com os animais 48 horas apds o GTT, quando uma primeira coleta de
sangue foi feita por meio de corte na extremidade da cauda do animal (tempo 0). Em seguida,
uma solucdo de insulina cristalina (LILLY U 40) na dose de 30 pUI/100g de peso foi
administrada via subcutdnea. Amostras de sangue foram coletadas apds 30, 60 e 120 minutos
com capilares heparinizados e calibrados para 25 pL, visando a determinagdo das
concentracdes de glicose, pelo método da glicose-oxidase. Um tnico corte na extremidade da
cauda foi suficiente para a coleta de todas as amostras sanguineas. A taxa de remog¢do de
glicose (Kitt) expressa em %/minuto foi calculada pela formula 0,0693/t/2) X100 A glicose
sanguinea (t/2) foi calculada pela curva de andlise dos minimos quadrados dos teores de

glicose no sangue de nos momentos apds a administracdo de insulina em que a glicose sérica

decair (LUNDBAECK, 1962) empregando-se o software ORIGIN.

Sacrificio dos animais e obtencao de material biolégico

Ao final do experimento, ao atingirem 12 meses, os animais foram mortos em repouso e
em estado alimentado por decapitacdo, apds anestesia profunda com CO,, 48 horas depois da
dltima avaliacdo "in vivo". Amostras de sangue foram coletadas para a separagdo do soro e

dosagem de glicose , utilizando kits comerciais (LABORLAB®).

Tecido adiposo

O tecido adiposo, das regides mesentérica, retroperitonial e subcutinea posterior, foi
removido para determinacdo da concentracdo de lipidios totais (NOGUEIRA et al., 1990). A
excisdo dos diferentes depdsitos de gordura foi realizada de acordo com a descri¢ao de Cinti

(2005).

Figado e coracao e miisculo esquelético séleo
Aliquotas do coragdo, figado e misculo séleo foram extirpadas visando a determinagdo

das concentracOes de glicogénio, pelo método de Dubois et al., (1956).
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Miisculo esquelético soleo

Fatias musculares longitudinais pesando em torno de 25 - 35 mg foram incubadas em
meio de Krebs-Ringer bicarbonato, enriquecido com glicose (5,5 mM), contendo [3H] 2-
deoxiglicose (0,5 pCi/mL) [2-DG] e insulina (100 mU/mL), dentro de frascos de vidro por
cerca de 1 hora e meia e gaseamento continuo com carbogénio O,/CO; (95%/5%), sob
agitacao constante, em banho-maria (37°C). Foi avaliada a captacdo de glicose, utilizando-se
a 2-DG como marcador e medindo-se a radioatividade do [3H] com auxilio de contador de

particulas beta (NUNES et al., 2005).

Estatistica
Os resultados foram analisados estatisticamente pela Andlise de Varidncia (ANOVA
one-way), com nivel de significancia pré-estabelecido em 5%. Quando necessdrio, foi

utilizado o teste Post Hoc de Newman-Keuls.
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Resultados

A Tabela 1 mostra os valores de glicemia e da drea sob a curva glicémica durante o teste
de tolerancia a glicose (GTT). Foi evidenciado que os animais controles possuem maior drea
sob a curva de glicose que os outros grupos. Assim como, os animais destreinados apresentam
uma tendéncia a ter maior drea em relacao aos treinados.

Tabela 1: Média e desvio padrao dos valores de glicemia (mg/dL) e da area sob a curva

glicémica durante o teste de tolerancia a glicose (MG/dL.120min) — GTT.

Grupos TO T30 T60 T120 Area sob
curva
Controle 826" 99+12° 117+8* 95+12° 12314+1122°
Treinado 53+6" 71£7° 7749° 7546° 8428+853°
Destreinado ~ 62+10° 79+10° 82+16" 82+10° 9433+1200°

Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa (ANOV A one-way e post-

hoc de Newman-Keuls, p<0,05).

A Tabela 2 mostra os valores de glicemia e a constante de remog¢do de glicose (KITT)
durante o teste de tolerancia a insulina - ITT. Nio houve diferenca estatisticamente

significativa entre os grupos.

Tabela 2: Média e desvio padrao dos valores de glicemia(mg/dL) e constante de remocao

de glicose - KITT durante o teste de tolerancia a insulina — ITT(%)

Grupos TO T30 T60 T120 KITT

Controle 103+6 8548 90+£11 119416 0,66+0,18
Treinado 102+6 89+10 89+10 92+13 0,62+0,24
Destreinado  110+7 99+10 91+23 104+26 0,56+0,26

Nota: ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (ANOVA one-way

p<0,05).

Os valores da carga relativa ao peso corporal (%) referentes & maxima fase estdvel de
lactato foram: Controle = 4,6iO,4b, Treinado = 5,8+1,3%, Destreinado = 5,3+0,4°, portanto os
animais controle possuem menor carga relativa ao peso corporal (%) na méxima fase estavel

de lactato do que os animais Treinados e Destreinados.
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Na tabela 3, observa-se os valores de peso corporal e da concentracdo de lipidios totais
do tecido adiposo mesentérico, retroperitoneal e subcutineo posterior. Foi evidenciada
diferenca significativa para peso corporal e da concentracdo de lipidios no tecido mesentérico,
sendo que os animais treinados possuem menores valores para estas variaveis.

Tabela 3: Média e desvio padrao do peso corporal (g) e da concentracdo de lipidios

totais (mg/100 mg) mesentérico, retroperitoneal, subcutineo dos animais ao final do

experimento.

Grupos Peso corporal ~ Mesentérica Retroperitoneal Subcutanea
Controle 588+71° 4399+643" 3191£703 1896+758
Treinado 51572 3007+811° 2604+1112 1635188
Destreinado 576+62° 4085+540" 3600+858 1897+385

Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa (ANOVA one-way e post-

hoc de Newman-Keuls, p<0,05).

Nao foi encontrada diferenca significativa (tabela 4) para os valores de glicose sérica do
momento do sacrificio, apesar do grupo treinado apresentar menores valores. Contudo, quanto
a concentracdo de glicogénio do musculo séleo, hepético e cardiaco (tabela 4), observou-se
diferenca estatisticamente significativa somente para os valores de glicogénio muscular, sendo
que, os animais treinados possuem uma maior concentracdo desse substrato do que os animais
sedentdrios e destreinados. Na tabela 4 sdo apresentados os valores de captagdo de glicose
pelo musculo séleo isolado, na qual, os grupos treinados e destreinados apresentam maiores
valores em relac@o ao controle.

Tabela 4: Média e desvio padrao da glicose sérica (mg/dl), glicogénio (mg/100mg) do

cardiaco, hepatico e muscular, e captacao de glicose pelo musculo séleo isolado

(nmol/g.h) .

Grupos Glicose Glicogénio  Glicogénio  Glicogénio  Captagdo
Sérica Cardiaco hepatico muscular Glicose

Controle 15726 0,06£0,01  6,04+0,68  048+0,07°  1,9620,54"

Treinado 140+£24 0,06+0,01 6,12+0,35 0,66+0,18"  3,28+0,53"

Destreinado 154+17 0,07+0,01 6,16+1,00 0,46i0,10b 2,55+0,35%

Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa (ANOV A one-way e post-

hoc de Newman-Keuls, p<0,05).
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Discussao

O exercico fisico realizado de maneira sistematizada (frequéncia, volume e intensidade)
traz diversos beneficios para o organismo, seja no controle de doencas, ou na melhora da
capacidade aerébia. A melhora do condicionamento fisico € esperada quando hd um programa
de treinamento fisico sistematizado (ARAUJO et al., 2012).

Nossos resultados evidénciaram que o exercicio fisico reduziu a darea sob a curva de
glicose nos animais treinados, importante adaptacdo, pois quanto menor o valor da curva
glicémica durante o GTT, melhor o organismo responde frente a exposi¢cdo a glicose
(hiperglicemia) e € mais efici€énte em absorver o substrato da corrente sanguinea. Deste modo,
o exercicio fisico atua previnindo a intolerancia a glicose, o que é de grande importancia, pois
individuos intolerantes a glicose possuem um risco de 11%/ano maior de desenvolver diabetes
tipo 2 do que individuos normais (KNOWLER et al., 2002). Alguns estudos atestam também,
que o exercicio fisico diminui a intolerancia a glicose (CASTANEDA et al 2002; MOTTA et
al., 2008; FIDALGO et al., 2012).

Quanto ao ITT, pode-se constatar que a sensibilidade a acdo da insulina nao foi alterada
em nenhum grupo, podemos fazer a resalva que o ITT ndo € o padrio ouro para determinar a
sensibilidade a insulina, talvés se tivéssemos realizado o ITT de tempo curto pudéssemos
observar melhor os pontos e encontrar a diferenca entre os grupos ou entdo se utilizassemos
testes mais diretos.

Ja para a carga de trabalho na méxima fase estdvel de lactato, pdde-se verificar, como
esperado, que os animais controle possuem uma carga menor quando comparados aos
treinados e destreinados, corroborando a literatura (FERREIRA et al., 2007; SANTOS et al.,
2012). E interessante observar que os animais do grupo destreinado ainda possuem uma carga
de trabalho relativa a MFEL maior do que os sedentdrios, mas j& com uma tendéncia de
reducdo, portanto, a adaptagdo a esse parametro perdurou até o fim do experimento, essa
manutencao pode ser devido a intensidade na qual o exercicio era realizado e também ao fato
de que a carga era ajustada de 2 em 2 meses.

Houve diminui¢do do peso corporal no grupo Treinado, assim como, diminuicdo da
concentracdo de lipidios totais do tecido adiposo da regido mesentérica dos animais treinados,
corroborando com a literatura (SANAL et al., 2012, CARPENTER et al., 2012; MILLER et
al., 2012). O aporte de gordura da regido mesentérica estd intimamente ligado a resisténcia a
acdo da insulina, assim como, outros agravos metabdlicos (LERARIO et al., 2002). Por outro
lado, os animais do grupo Destreinado obtiveram peso corporal semelhante ao grupo

Controle, possivelmente por esses animais terem sido mantidos por 4 meses de inatividade
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fisica, e com isto, o gasto caldrico diminuiu em relacdo ao grupo treinado. A partir disso,
pode-se observar que o exercicio fisico deve ser mantido durante toda a vida do individuo
para que as adaptagdes metabodlicas perdurem, como exemplo, o aumento do metabolismo
basal. Lo et al., (2011) demonstraram que individuos treinados aerobicamente e
posteriormente, mantidos em 24 semanas de destreinamento, perderam as adaptacdes
alcancadas com o treinamento, com aumento de peso corporal e diminui¢do do VOjpx.
Outros estudos (VOGLER et al., 2012; MITSUHASHI et al., 2011; ORMSBEE et al., 2011)
sustentam que o destreinamento ndo provoca s6 perda na capacidade aerdbia, mas altera
também a composi¢do corporal. Isso pode ser observado tanto em atletas, quanto em adultos
sauddveis ou com algum tipo de restri¢do.

Ja a concentracdo de glicose sérica ndo foi modificada pelo treinamento fisico. O
estudo de Geirsdottir et al. (2012), com individuos idosos, apontou que o exercicio fisico nao
melhora a glicemia de individuos normoglicémicos, mas por outro lado € eficiente em
diminuir a glicemia de idosos pré-diabéticos.

No presente estudo, pode-se constatar também que o exercicio fisico foi eficiente em
aumentar os depdsitos de glicogénio muscular nos animais treinados, porém possivelmente os
animais destreinados, por terem passado por um periodo relativamente longo de
destreinamento, ji ndo possuiam essa diferenca quando comparado com os animais
sedentdrios, ao final do experimento. Isto confirma os achados de Pauli et al. (2005) que
também observaram aumento do glicogénio muscular quando os animais foram submetidos
ao treinamento fisico por 10 semanas, do mesmo modo, como outros estudos da literatura
(ARAUIJO et al., 2012; GHANBARI-NIAKI et al., 2011). As reservas de glicogénio muscular
sdo importantes na realizagdo de exercicio fisico prolongado pois € através desse substrato
que € gerada a energia necessdria para a contracdo muscular (BERGSTROM et. al., 1967).

Por outro lado, o treinamento fisico ndo causou alteracdes nos depdsitos de glicogénio
hepatico e cardiaco, portanto vale ressaltar que, os transportadores de glicose - os GLUTS -
dos hepatdcitos (GLUT-2) e células musculares (GLUT-4), assim como, do coragao (GLUT-
4) sdo distintos e com isto, as adaptagdes ao exercicio fisico possivelmente sao diferentes.

Sendo a glicose, importante substrato para a realizacdo do trabalho muscular, € de
interesse discutir 0 seu metabolismo muscular entre animais treinados, destreinados e
sedentdrios. Para isso, avaliou-se a captacdo de glicose no musculo séleo incubado e
verificou-se que os animais Treinados e Destreinados possuem maior captagdo de glicose do
que os animais Controle, demonstrando que o exercicio fisico tem efeito benéfico sobre a

captacao de glicose (LUCIANO et al., 2002). Estudos ainda demonstram que exercicio fisico,
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mesmo de maneira aguda, é capaz de aumentar a fosforilacdo do receptor de insulina e assim,
melhorar a captacdo de glicose em animais idosos (PAULI et al., 2010).

A capacidade aerdbia parece ter maior influéncia na toleranica a glicose e captagao, pois
o Grupo Destreinado mantece uma elevada capacidade aerébia e por consequéncia maior
tolerancia a glicose e captacdo de glicose. Ao contrdrio da concentracdo de lipidios e do peso
corporal que sdo dependentes do gasto energético didrio.

O exercicio fisico com caracteristicas submaximas sdo mais atraentes e de mais fécil
adesdo, seja para populacdo sauddvel, seja para a populacdo que apresenta algum tipo de
distarbio metabolico, como a Sindrome Metabdlica

Por fim, pode-se concluir que o treinamento fisico em intensidades subméximas (80%
da MFEL) provocou importantes adaptacdes, como diminui¢do do peso corporal e da
concentracdo dos lipidios totais da regido mesentérica, aumento da carga de exercicio fisico
na intensidade de maxima fase estavel de lactato, da tolerancia a glicose, dos depdsitos de
glicogénio muscular e da captagdo de glicose pelo musculo esquelético de animais treinados.

Podemos dizer também que a intensidade do exercicio a 80% da MFEL foi importante
tanto para provocar as adaptagdes nos animais treinados como foi importante para que os
animais destreinados ndo perdessem essas alteragdes apds o periodo de destreinamento,
portanto a intensidade do exercicio € extremamente importante para que o exercicio fisico

tenha o efeito benéfico sobre a saude.
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5. CONCLUSOES GERAIS:

A partir dos dados apresentados na presente dissertacdo, pode-se constatar que:

O envelhecimento originou caracteristicas da Sindrome Metabdlica. Os animais
apresentaram, na maturidade, aumento significativo de peso corporal e do conteido de
lipidios no tecido adiposo, bem como, dislipidemia, com elevagdo na concentracdo sérica de
triglicerideos, colesterol total e LDL colesterol. Do mesmo modo, tiveram aumento da glicose
sérica quando comparados aos grupos mais jovens. Assim sendo, ratos Wistar em processo de
envelhecimento parecem um modelo interessante para o estudo das alteragdes desencadeadas
pela sindrome metabdlica.

O envelhecimento ocasionou declinio na capacidade aerdbia de animais sedentérios,
porém o exercicio fisico diminuiu os efeitos deletérios da idade e ainda previniu a obesidade,
o que ¢é de grande interesse, pois a capacidade aerdbia tem sido relacionada com uma vida
sauddvel. Quanto maior a aptiddo cardiorrespiratdria menor a incidéncia de doencas
metabolicas, como a obesidade e agravos de doengas cardiovasculares.

Por fim, o treinamento fisico em intensidades subméximas (80% da MFEL) provocou
importantes adaptagcdes, como diminuicdo do peso corporal e da concentragdo de lipidios
totais do tecido adiposo da regido mesentérica, aumento da carga de exercicio na intensidade
de méaxima fase estivel de lactato, da tolerancia a glicose, dos depdsitos de glicogénio
muscular e da captagdo de glicose pelo musculo esquelético de animais treinados. Podemos
dizer também que a intensidade do exercicio a 80% da MFEL foi importante tanto para
provocar as adaptacdes nos animais treinados como foi importante para que os animais
destreinados ndo perdessem essas alteracdes apds o periodo de destreinamento, portanto a
intensidade do exercicio € extremamente importante para que o exercicio fisico tenha o efeito

benéfico sobre a satde e também para que esses beneficios perdurem.
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7.1 ANEXO 1: ARTIGO PUBLICADO NA DIABETOLOGY & METABOLIC
SYNDROME .
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7.2 ANEXO 2: ARTIGO VERSAO EM INGLES DO ARTIGO INTITULADO:
CAPACIDADE AEROBIA DE RATOS (RATTUS NORVEGICUS ALBINUS, WISTAR)
EM DIFERENTES IDADES: EFEITOS DO TREINAMENTO FISICO.
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AEROBIC CAPACITY OF WISTAR RATS AT DIFFERENT AGES: THE EFFECTS
OF PHYSICAL TRAINING
ABSTRACT

Aging is a natural process of diminishment in normal physiological functions and
capacities. However, it has been shown that engaging in regular physical exercise yields
short- and long-term health benefits, primarily by mitigating the risk for cardiovascular
disease. The aim of the present study was to analyze the aerobic capacity in response to
physical conditioning in Wistar rats of different ages. Specifically, maximal lactate steady
state (MLSS) was measured for each animal, as a proxy for aerobic capacity, and the efcts of
swimming training (at 80% of the MLSS) and subsequent deconditioning were assessed in
Wistar rats at ages 2 (youth), 4 (young adult), 6 (adult) and 12 (mature adult) months old. The
results were significant for weight gain in the sedentary and deconditioned animals at 12
months, whereas the conditioned group maintained their original body weights. As a measure
of aerobic capacity, MLSS decreased with age, but physical exercise was effective in
attenuating the age-related loss of aerobic capacity. Blood lactate levels did not vary during
physical exercise in any of the groups. Therefore, aging reduces the aerobic capacity of
sedentary animals, but physical exercise may decrease the deleterious effects of aging while
also preventing weight gain.

KEYWORDS: aging, body weight, metabolic disease, maximal lactate steady state

(MLSS), physical exercise.
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1. INTRODUCTION

Aging is a growing cause of concern worldwide, and the rapid inversion of the age-
stratified population pyramid reflects the increasing relevance of age-related health concerns.
It has been estimated that the proportion of people older than 65 years old will have increased
from 5.2% in 1950 to 15.6% by 2050 when the elderly will comprise one-fifth of the world’s
population (IBGE, 2002). Increasing life expectancy is the hard-fought result of public health
interventions, development work and technological advancements that have been made in the
healthcare field. However, the shifting shape of the population pyramid has drawn the
attention of the public health community.

As a growing proportion of the global population increasingly qualifies as elderly, the
burden of chronic, noncommunicable disease has increased, as well. Interest in health
behavior modification and lifestyle-based approaches to health maintenance will remain
significant in the years to come. Aging is a natural process through which the body’s
physiologic functions and capacities gradually diminish over time, especially from the third
decade of life on when the progressive decline of functional capacity sets in. However, the
speed at which this progressive loss of functional capacity occurs depends on various genetic
factors, the presence of underlying health conditions and the lifestyle choices of the individual
(POLLOCK et al. 1976).

While the adoption of a healthy lifestyle is recommended for people of all ages, it has
been especially emphasized for aging individuals as a way to both prolong and improve one’s
quality of life. Although the activities and behaviors that constitute a healthy lifestyle may
vary by context, it is reasonable to assume that most recommendations would involve some

combination of a balanced diet and a physically active life (ANNEMIEN et al. 2003).
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The literature consistently affirms that physical exercise results in a variety of benefits
for the organism, such as weight control corporal (CARPENTER KC et al. 2012; MILLER et
al. 2012), reduced body fat and increased lean body mass; reduced levels of low-density
lipoprotein (LDL) and total cholesterol; and increased levels of high-density lipoprotein
(HDL) cholesterol (GUEDES et al. 2007; KELLEY et al. 2005). Physical exercise also
reduces resting blood glucose levels, improves the responsiveness of muscles to insulin
(KARTZEL et al. 1995) and improves aerobic capacity and the autonomic regulation of
arterial blood pressure (WAREMAN et al. 2000; DE SOUZA, 2000). In addition, there are
also psychological and social benefits of exercise (CAMACHO et al. 1991).

Appropriate levels of cardiovascular fitness are protective against cardiovascular
disease and inversely correlated with the presence of cardiovascular and metabolic risk factors
(TWISK et al. 2002). Regular physical exercise and aerobic modalities, in particular, yield
short- and long-term health benefits by mitigating the risk factors for cardiovascular disease
(BLAIR et al. 1999), which is currently the primary cause of mortality for both males and
females worldwide in developed and developing countries alike (VARADAY et al. 2004).

Physical exercise is more likely to produce the desired health benefits when it is
prescribed on an individual basis and tailored to the goals and physical capacity of each
person. These benefits can be achieved regardless of any underlying metabolic or other
health-related disorders an individual may possess (CIOLAC et al., 2004).

While physical activities are increasingly incorporated into the everyday lives of aging
individuals, there is an attendant interest in better understanding the physiological effects that
physical conditioning exerts on the aerobic capacity of active individuals. For the purposes of
this study, the maximal lactate steady state (MLSS) was chosen as the gold standard method
for estimating the aerobic/anaerobic metabolic transition to identify age- and activity-related

trends in aerobic capacity over time.



99

Several studies (CAMBRI et al. 2010a; CAMBRI et al. 2011; GHEZZI et al. 2011)
were performed using experimental animal models to understand better the physiological and
functional alterations that take place in the aging organism in response to physical exercise.
Because many of the commonly employed techniques in these studies are invasive, unsafe
and/or unethical for application in humans, animal models are used most often. In addition,
longitudinal studies with human subjects are associated with a significant loss to follow-up.
However, despite these concerns, it is worth noting that a series of studies on aging and
aerobic capacity have, indeed, been conducted using human subjects. We discuss some of
those studies later.

Human diseases have long been simulated in laboratory animals (CAMBRI et al.
2010b; GHEZZI et al. 2011; BOTEZELLI et al. 2010) for the purposes of studying the
mechanisms of diseases on the molecular or systemic level. There is also great interest in
understanding the response of several diseases and disease states to physical activity and,
specifically, in identifying the optimal intensity of physical exercise for disease prevention or
treatment.

The aim of the present study was to analyze the aerobic capacity in response to physical
conditioning in Wistar rats of different ages. Specifically, maximal lactate steady state
(MLSS) was measured for each animal, as a proxy for aerobic capacity, and the effects of
swimming training, at 80% of the MLSS, and subsequent deconditioning were assessed in

Wistar rats at ages 2 (youth), 4 (young adult), 6 (adult) and 12 (mature adult) months old.
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2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Animals

White Wistar rats aged 2-12 months were used. The animals were fed a balanced
standard ration for rodents (Purina®), given water ad libitum, kept in collective cages (4 per
cage) at room temperature 25 °C and exposed to a 12/12-hour light/dark photoperiod. All
procedures involving the animals were subject to the approval by the Animal Use Ethics
Committee (Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA) of the Institute of Biosciences,
UNESP - Rio Claro in accordance with protocol 2638.

2.2. Design and Experimental Groups

The animals were assessed for their aerobic capacity at different ages:
Group 28 (n=8) — at 2 months old (youth);
Group 4S (n=8) — at 4 months old (young adult);
Group 6S (n=8) — at 6 months old (adult);
Group 12S (n=8) — at 12 months old (mature adult);

Group 12T (n=8) — subjected to physical training starting in young adulthood (at 4 months
old) and lasting for the remainder of the study (until the animals were 12 months old). The

animals were assessed at 12 months old;

Group 12D (n=8) — subjected to physical training starting in young adulthood (at 4 month
old) and lasting for 4 months (until the animals were 8 months old). The animals were

assessed at 12 months old.
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2.3. Body weight and the sum of subcutaneous fat regions, retroperitoneal, and
mesenteric.

Body weight was recorded once a week throughout the experiment. The adipose tissue
from the posterior subcutaneous, mesenteric and retroperitoneal were analyzed. Mesenteric
and retroperitonial are visceral regions of the adipose tissue, they usually are used as markers
of visceral adiposity. The excision of different fat deposits was performed according to
methods described by Cinti (2005). We carried out the sum of the regions of subcutaneous fat,

mesenteric and retroperitoneal.

2.4. Physical Training

The animals in the physical training groups (12T and 12D) were subjected to
swimming exercise in individual water tanks that were kept at 30 £ 1 °C, for 1 hour per day, 5
days per week. Each animal supported a lead weight tied to its thorax that equaled 80% of the
workload required to achieve that individual animal’s baseline MLSS. The animals were
reassessed every 2 months for their MLSS to ensure that they were training with a constant

80% of their maximal workload.

2.5. Maximal Lactate Steady State - MLSS
For each animal, the identification of the metabolic transition zone, otherwise known as
the aerobic capacity, was accomplished through maximal lactate steady state (MLSS) testing.
MLSS is the highest blood lactate concentration that can be kept stable during one exercise
bout, and it represents the steady state at which the rate of lactate entry into the bloodstream
equals the rate of lactate removal under a constant load of exercise (HECK et al. 1985).
MLSS testing is useful for assessing individual aerobic capacity and prescribing tailored

exercise regimens. Previously, our research team described a protocol to measure MLSS in
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rats during swimming exercise (GOBATTO et al. 2001), and we applied this methodology in

the present study.

Briefly, the animals were subjected to several increasingly intensity swimming tests
every 48 hours, involving constant workloads in each test, as percentages of body weight,
until MLSS concentrations were achieved. Each test comprised 25 minutes of continuous
swimming while supporting a workload, and blood samples were taken from a small cut in the
end of the tail every five minutes. Serum lactate concentrations were measured by means of a
lactate analyzer (model YSI 1500 Sport, Yellow Springs, OH, USA). The MLSS was
achieved once the difference in serum lactate concentrations between 10 and 25 minutes of

exercise was equal to 1.0 mM or less.

2.6. STATISTICS
The results were analyzed by means of variance analysis (two-way ANOVA) at a 5%

significance level. Newman-Keuls post-hoc test was applied when needed.

3.RESULTS

Table 1 depicts the data on mean body weights (g). The mean body weight increased
after 2 months of age, stabilized between 4 and 6 months and subsequently increased once
more by 12 months of age in sedentary and deconditioned rats. The mean body weight was
maintained at the 4- and 6-month level in the group of exercising animals for the duration of
the experiment. The total sum of the mesenteric fat, subcutaneous and retroperitoneal fat are
also presented in Table 1, we observed that the animals at 2 months in these regions has less
fat than all the groups and an interesting fact is that animals trained 12 months have a lower
fat these regions of the groups 12 months and 12 months sedentary untrained.

Table 1
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Figure 1 illustrates the various mean workloads at which the MLSS was reached, as
aggregated by age and activity level. With increasing age, the mean workload required to
reach the anaerobic threshold decreased. However, physical exercise succeeded in reducing
the loss of aerobic capacity that accompanied increasing age, which is indicated by the greater
mean workload required to achieve the MLSS in the 12T exercising group relative to the
sedentary and deconditioned rats of the same age.

FIGURE 1:

Figure 2 depicts serum lactate concentrations (mmol/L) during exercise with a workload
sufficient to achieve the maximal lactate steady state. There were no statistically significant
differences among the groups.

FIGURE 2:

4.DISCUSSION

Physical activity plays an essential role in the prevention and treatment of several
chronic degenerative diseases, contributes to increased life expectancy and improves the
functional capacity of individuals in their everyday life activities.

Appropriate levels of cardiovascular fitness are protective against cardiovascular
diseases and inversely correlated with the presence of cardiovascular and metabolic risk
variables (TWISK et al. 2002). Regular exercise and aerobic activity, in particular, yield
short- and long-term benefits by mitigating the risk factors for cardiovascular disease (BLAIR
et al. 1999), which is currently the primary cause of mortality for both males and females

worldwide in developed and developing countries alike (VARADAY et al. 2004).
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Physical exercise is more likely to produce the desired health benefits when it is
prescribed on an individual basis and tailored to the goals and physical capacity of each
person. These benefits can be achieved regardless of any underlying metabolic or other
health-related disorders an individual may possess (CIOLAC et al. 2004).

Our results show that the mean body weights of the study animals varied with age,
increasing after the age of two months, which is a consequence of normal growth, and
plateauing between 4 and 6 months when the animals were fully grown. Mean body weights
increased again by age 12 months among the sedentary and deconditioned rats as a
consequence of increased body fat content as demonstrated by the sum of subcutaneous,
mesenteric and retroperitoneal. According to the literature, physical training promotes weight
maintenance and/or weight loss (EGUCHI et al. 2008; PELLIZZON et al. 2002), and indeed,
the rats that engaged in 10 months of swimming exercise from the ages of 2-12 months
remained at their 6-month weights for the study period, presumably through increased energy
expenditure. Maintaining one’s body weight at a healthy level is particularly important for the
elderly because obesity is directly related to a series of metabolic disorders, and this age
group is significantly more likely to bear the burden of chronic disease and debilitation.

According to the results of the present study, the mean workload required to achieve
the MLSS decreased with increasing age but less so with regular exercise, reflecting the
dynamic nature of aerobic capacity, its responsiveness to physical conditioning and the
importance of routinely reassessing the aerobic capacity of physically active animals.

In the present study, the mean workload that was required to achieve the MLSS varied
between 5% and 8% of the animal’s body weight, and aging reduced the required workload.
However, physical training was effective in preserving aerobic capacity, even in the animals
that stopped training at 8 months. There were no significant differences between the mean

workloads associated with the MLSS in the trained and deconditioned groups at 12 months
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old, and both were similar to the mean workloads for the 4- and 6-month groups. In contrast,
the aerobic capacity (and the workload associated with the MLSS) decreased in the sedentary
animals as they aged.

Cunha et al. (2009), using 12 month-old rats, found that the mean workload associated
with the MLSS was 5.4% of body weight among sedentary animals, which is similar to the
current finding of 5.1% among the sedentary animals in this study. Moreover, the serum
lactate concentrations at steady state were similarly unaffected by age and activity in both
studies.

Mattern et al. (2003) assessed the aerobic capacities of conditioned human
adolescents, of adults under 50 years old and of men more than 50 years old. The results of
their study also showed that aerobic capacity and the workload required to reach the MLSS
decrease with age without affecting the serum lactate concentrations at steady state.

Takeshima et al. (1996), also conducting a study with human subjects, found that
maximum oxygen consumption (VO2 max), as another measure of cardiovascular fitness and
aerobic capacity, is higher in exercise-trained elderly individuals compared with sedentary or
deconditioned individuals of the same age. The study authors concluded that physical activity
mitigates the loss of aerobic capacity that is associated with advancing age.

The age-associated reduction in the workload that is required to achieve the MLSS is
probably a truly age-related phenomenon, one that may be mediated through the glycogenic
pathway and/or the lactate transport process (BOIS-JOYEUX B et al. 1990). Regardless of the
specific biochemical pathways are most directly responsible for the reduction in aerobic
capacity, physical exercise and training may exert a mitigating effect at this level.

In conclusion, it is becoming increasingly well-established that aging is associated
with a reduction in the aerobic capacity of sedentary animals but that physical exercise can

effectively attenuate the deleterious effects of age and prevent obesity. This is a significant
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finding, because increased aerobic capacity is associated with better cardiovascular fitness
and a lower incidence of cardiovascular and metabolic disease, including obesity (TWISK et
al. 2002). These chronic conditions are associated with significant disability and have direct
and long-term effects on one’s quality of life.
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Table: 1

Table 1: Values of mean and standard deviation of body weight and the sum
of the mesenteric, subcutaneous and retroperitoneal fat depots weight for

all groups.

Groups Body weight Sum *

28 269+10° 18486+291°
48 455+17° 43789+550°
6S 471+37° 44151+638°
12S 588+71° 513144994
12T 515+72° 388374849
12D 576+62¢ 55598+1176°

Sum = sum of the total fat of the mesenteric, retroperitoneal and subcutaneous. The different
letters Indicate statistically significant differences (two-way ANOVA and Newman-Keuls
post-hoc test, p <0.05). Group 2S - sedentary at 2 months old; Group 4S - sedentary at 4
months old; Group 6S - sedentary at 6 months old; Group 12S - sedentary at 12 months old;

Group 12T - trained at 12 months old; Group 12D - deconditioned at 12 months old.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: Workload means and standard deviations associated with MLSS in groups
stratified by age and activity (N = 8 per group). The different letters indicate statistically
significant differences (two-way ANOVA and Newman-Keuls post-hoc test, p<0.05). Group
2S — sedentary at 2 months old; Group 4S — sedentary at 4 months old; Group 6S — sedentary
at 6 months old; Group 12S — sedentary at 12 months old; Group 12T — trained at 12 months

old; Group 12D — deconditioned at 12 months old.

Figure 2: Mean serum lactate concentrations (mmol/L) and standard deviations at the
MLSS in groups stratified by age and activity level (N = 8 per group). Group 2S —
sedentary at 2 months old; Group 4S — sedentary at 4 months old; Group 6S — sedentary at 6
months old; Group 128 — sedentary at 12 months old; Group 12T — trained at 12 months old;

Group 12D — deconditioned at 12 months old.
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7.3 ANEXO 3: ARTIGO VERSAO EM INGLES DO ARTIGO INTITULADO:

METABOLISMO MUSCULAR DA GLICOSE EM RATOS IDOSOS TREINADOS.
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MUSCULAR GLUCOSE METABOLISM IN ELDERLY TRAINED RATS

Abstract

Obesity-associated metabolic diseases, such as hypertension, dyslipidemia and type-2
diabetes, cause 2.6 million mortalities each year.

This scenario of a global pandemic of metabolic diseases has encouraged the use of
physical exercise as a non-medication treatment for various diseases and conditions

Wistar rats were used.. The study included three groups: Control (n=8) - not subject to
physical training; Trained (n=8) — subjected to physical training at an intensity of 80%
maximal lactate steady state (MLSS) from 4 months to 12 months; Detrained (n=8) —
subjected to physical training at an intensity of 80% MLSS from 4 months to 8 months and
assessed at 12 months.

Body weights were recorded weekly, and glucose tolerance tests and insulin tolerance
tests were performed. Blood samples were collected to separate serum and determine glucose
concentrations. Adipose tissues were removed for determination the lipid concentration in
mesenteric, retroperitoneal and subcutaneous. Portions of the heart, liver and soleus muscles
were excised to determine glycogen concentrations. Glucose uptake by the soleus muscle was
also evaluated.

Physical training at submaximal intensities induced important adjustments, including
decreases in body weight and lipid concentration in the mesenteric adipose tissue and
increases in exercise load in MLSS intensity, glucose tolerance, glycogen deposits and

glucose uptake by skeletal muscle in trained animals.

KEYWORDS: aging, body weight, maximal lactate steady state (MLSS), physical

exercise, glycogen, glucose uptake by skeletal muscle.
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1. Introduction

Obesity-associated metabolic diseases, such as hypertension, dyslipidemia and type-2
diabetes, are responsible for the deaths of 2.6 million people annually, and projections
indicate that this number will continue to grow, despite the adoption of preventive public
policies (WHO, 2010).

The prevalence of Metabolic Syndrome has increased rapidly (FORD, ET. AL 2002).
The effects of Metabolic Syndrome on the body are strong risk factors for cardiovascular
disease, which affects most of the population and causes large numbers of deaths (Duncan, et
al. 2001).

The International Diabetes Federation (2005) provides the most current definition for
Metabolic Syndrome, and the following parameters are considered in the definition: central
obesity and two of the following risk factors, diabetes or pre-diabetes, a low HDL-C level,
high triglyceride levels and hypertension.

Although the genetic components of Metabolic Syndrome have been reported
previously , the syndrome’s etiology remains unknown. Obesity may trigger a low-level
systemic or subclinical inflammation that leads to insulin resistance. Insulin resistance results
in the accumulation of other disorders, which leads to Metabolic Syndrome (Weisberg et al.
2003; Xu et al. 2003).

The risk for Metabolic Syndrome increases with age (Ghezzi et al. 2012), and studies of
this complex syndrome and possible treatment approaches in the elderly are required because
of increased life expectancy worldwide.

This scenario of a global pandemic of metabolic diseases has encouraged the use of
exercise as a non-medication treatment for various diseases, such as diabetes mellitus,

hypertension, obesity, changes in plasma lipids and insulin resistance (Carpenter et al., 2012;
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Miller, 2012; Kartzel et al., 1995; De Souza, 2000; Camacho et al., 1991; Botezelli, et al.,
2010; Botezelli, et al., 2011).

Physical exercise that is performed in a controlled manner (e.g., volume, frequency and
intensity) provides several benefits to the body, including disease control and improvements
in aerobic capacity (Botezelli, et al. 2011; Issurin, et al. 2008). A systematic program of
physical training is expected to improve physical fitness (Araujo, et al., 2012).

Aerobic capacity, also known as VO, .y, 1s the maximum amount of oxygen uptake,
transport and use during an exercise session for the generation of energy (Hayes, et al., 1990).

Improvements in aerobic capacity over time are possible with regular physical exercise,
but a decrease this capacity occurs in response to several factors, including a reduction in
physical activity, chronic disease and aging (Carmeli, et al., 2003; Heath, et al., 1981).
Aerobic capacity is an important parameter for training development and the evaluation of
fitness improvement in athletes.

Physical exercise should be practiced in a chronic and controlled manner such that the
generated adaptations in aerobic capacity persist. Physical training of a known intensity that is
prescribed according to an individual's physical capacity makes the practice of physical
exercise safer for individuals. The maximum lactate steady state (MLSS) test, which is the
gold standard for determining the transition from predominantly aerobic/anaerobic exercise
with a constant load, is often used.

Physical training also produces an increase in muscle glycogen (Araujo, et al. 2012;
Ghanbari-Niaki, et al., 2011; Bergstrom, et al., 1967), which is an important substrate for
energy generation during exercise. Therefore, an increase in the levels of muscle glycogen
increases the available substrates and duration of energy generation, which may determine the

duration of aerobic exercise (Bergstrom, et al., 1967).



118

Only muscles can use muscle glycogen, but the liver, which has a greater concentration
of glycogen, can release glucose into the bloodstream via glycogenolysis, which is an
important mechanism for glucose homeostasis (Consoli, et al., 1992).

The increase in skeletal muscle glucose uptake is important for improving glycemia in
diabetic and normoglycemic individuals, and physical exercise increases glucose uptake by
voluntary muscles (Luciano et al., 2002).

Therefore, the effect of systematic submaximal physical exercise on muscle glucose

metabolism was investigated in 12-month-old Wistar rats.

2. Methods
2.1 Animals

Wistar rats (Rattus norvegicus albinus) were used in the present study. The experiment
was initiated in 2-month-old animals, and these animals were maintained until 12 months of
age. The rats were reared collectively (4 animals per cage) in plastic cages, fed a standard
rodent diet (Purina) and provided water ad libitum at an ambient temperature of 25 °C and a
photoperiod of 12 hours of light and dark. The Ethics Committee on Animal Use of the
Institute of Biosciences, UNESP, Rio Claro (“Comité de Etica no uso de Animais do Instituto
de Biociéncias, UNESP, Rio Claro” - CEUA) approved all of the procedures performed on

animals under protocol 2638.

2.2 Design and Experimental Groups

The rats were separated into three groups based on the training received:

Control Group (n=8) — not subjected to physical training and assessed at 12 months;
Trained Group (n=8) — subjected to physical training at an intensity of 80% MLSS starting
in early adulthood (four months old), maintained until the end of the study (12 months) and

evaluated at 12 months;



119

Detrained group (n=8) — subjected to physical training at an intensity of 80% MLSS starting
in early adulthood (four months old), lasting four months, stopped at eight months of age and

evaluated at 12 months.

2.3 Physical Training

Animals in the trained and detrained groups performed swimming exercise in individual
water tanks at 30 £ 2 °C, 1 hour per day, 5 days a week. Lead weights were tied to the rat’s
chest, which represents 80% of the load equivalent to aerobic/anaerobic metabolic transition
as identified by the MLSS The MLSS was evaluated every two months to readjust the training

loads.

2.4 Maximal Lactate Steady State - MLSS

The MLSS established the aerobic/anaerobic metabolic transition zones during
swimming and evaluated the aerobic capacity of the animals. The MLSS is equivalent to the
highest concentration of lactate entry into the blood circulation, which is counterbalanced by
lactate removal during exercise under constant loads (Heck et al. 1985). MLSS determinations
are useful in exercise prescriptions and assessments of aerobic capacity. Our research group
recently described a protocol for MLSS determinations in rats during swimming exercise
(Gobatto et al. 2001), and this protocol was used in the present study.

Briefly, the animals performed various swimming tests while supporting constant and
increasing exercise loads in relation to their body weight at 48-hour intervals until a
stabilization of blood lactate concentrations during the exercise session was no longer
possible. Each test included 25 minutes of continuous swimming while supporting a weight.

Blood was collected every 5 minutes via a small cut at the tail tip to assess lactate
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concentrations. Lactate concentrations were determined in a blood lactate analyzer (YSI 1500
Sport, Yellow Springs, OH, USA). The stabilizing criterion was a difference equal to or less
than 1.0 mM blood lactate between 10 and 25 minutes of exercise.

2.5 Body weight

Body weights were recorded at the end of the experiments using a digital scale.

2.6 Glucose Tolerance Test - GTT:

The GTT was employed to evaluate the glucose tolerance of the animals. This test was
performed during the last week of the experiments after a 12-hour fast in the first blood
collection from a cut at the tail tip (time 0). The animals received a 20% glucose solution (2
g/kg body weight) via a polyethylene gastric tube. Blood samples were collected after 30, 60
and 120 minutes using heparinized capillaries and were calibrated to 25 pl. volume for
determinations of glucose and insulin levels. A single cut at the tail tip was sufficient to
collect all blood samples. The glucose-oxidase method determine blood glucose levels, and
commercial ELISA kits (LABORLAB®) measured insulin levels. The results were analyzed
using the area under the curve of serum glucose during the test by the trapezoidal method in

ORIGIN software.

2.7 Insulin Tolerance Test - ITT

The insulin tolerance test (ITT) evaluated peripheral insulin sensitivity. This test was
performed 48 hours after the GTT in the first blood collection from the cut tail tip of the
animal (time 0). The animals were injected subcutaneously with a crystalline insulin solution
(LILLY U 40) at a dose of 30 UI/100 g body weight. Blood samples were collected after 30,
60 and 120 minutes using heparinized capillaries and calibrated to a 25-uL volume to

determine glucose concentrations via the glucose-oxidase method. A single cut at the tail tip
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was sufficient to collect all blood samples. The removal rate of glucose (KITT), expressed in
%/minute, was calculated using the formula, 0.0693/t/2 X 100. Blood glucose (t/2) was
calculated with ORIGIN software using a least squares curve analysis of blood glucose levels

following insulin administration, during which serum glucose levels decay.

2.8 Animal sacrifice and collection of biological materials
The rats were deeply anesthetized with CO, 48 hours after the last "in vivo" assessment
and were euthanized by decapitation. Blood samples were collected to separate serum and

glucose using commercially available kits (LABORLAB®).

2.9 Adipose tissue
Adipose tissues from the mesenteric, retroperitoneal and posterior subcutaneous regions
of the rats were removed for determination the lipid concentration (NOGUEIRA et al., 1990).

The excision of different fat deposits was performed according to Cinti (2005).

2.10 Liver, heart and soleus skeletal muscle

Portions of the heart, liver and soleus muscle were excised to determine glycogen levels

using the method of Dubois et al. (1956).

2.11 Soleus muscle
Longitudinal muscle slices weighing approximately 25 - 35 mg were incubated in
Krebs-Ringer bicarbonate medium enriched with glucose (5.5 mM) containing [*H] 2-
deoxyglucose (0.5 pCi/ml) [2-DG] and insulin (100 mU/ml) in glass vials for approximately
1.5 hours with continuous O,/CO; (95%/5%) gas under constant stirring in a water bath
(37°C). Glucose uptake was evaluated using the 2-DG as a marker, and radioactivity [3H] was

measured with the aid of beta particle counter.
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2.12 Statistics
The results were analyzed using an analysis of variance (one-way ANOVA) at a pre-set

significance level of 5%. The Newman-Keuls post-hoc test was used when necessary.

3. Results

Table 1 presents the values of blood glucose and the area under the glucose curve
during the GTT. Control animals exhibited a larger area under the glucose curve than did the
other groups. The detrained animals tended to display larger areas than did the trained group.

Table 1

Table 2 presents the values of blood glucose and the glucose removal constant (KITT)

during the ITT. No statistically significant differences were observed between groups.

Table 2:

The following values of the exercise loads relative to body weights (%) for the MLSS
were observed: Control = 4.6iO.4b, Trained = 5.8+1.3% Detrained = 5.3+0.4*. The control
animals exhibited a lower exercise load relative to the body weight (%) in the MLSS
compared to Trained and Detrained animals.

Table 3 presents the body weights and lipid concentration in mesenteric, retroperitoneal
and posterior subcutaneous tissues. Significant differences in body weights and mesenteric

tissues were observed. The Trained animals exhibited lower values for these variables.

Table 3:

No significant differences in the values of serum glucose were observed (Table 4).
However, statistically significant differences in muscle glycogen levels in the soleus muscle,
liver and heart were observed (Table 4). Trained animals exhibited higher glycogen
concentrations compared to Control and Detrained animals. Table 4 presents the glucose
uptake values of the isolated soleus muscles. The Trained and Detrained groups exhibited

higher values than the Control group.
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Table 4:

4. Discussion

Physical exercise that is performed in a controlled manner (e.g., with a specific
frequency, volume and intensity) provides several benefits to the body, such as disease control
and improvements in aerobic capacity. Improved physical fitness is expected using a
systematic program of physical training (Araujo, et al., 2012).

Our results demonstrated that exercise reduced the area under the glucose curve in
Trained animals. This result is an important adaptation because smaller values on the glucose
curve during the GTT indicate an improved body response to glucose exposure
(hyperglycemia) in which glucose absorption into the bloodstream is more efficient.
Therefore, exercise prevents glucose intolerance, which is extremely important because
glucose intolerant individuals exhibit an increased risk (11%/year) of developing type-2
diabetes compared to normal individuals (Knowler, et al., 2002). Exercise also decreases
glucose intolerance (Castaneda, et al., 2002; Motta, et al., 2008; Fidalgo, et al., 2012).

Insulin sensitivity not altered in any of the experimental groups, which suggests that the
improvements in glucose tolerance were due to changes in the translocation of glucose
transport (GLUT)-containing vesicles from the cytoplasm to the cell membrane. This
translocation increases the intracellular entry of glucose.

Control animals exhibited a lower MLSS workload compared to the Trained and
Detrained groups, which corroborates previous studies (Ferreira, et al., 2007; Santos, 2012).
Interestingly, the Detrained animals exhibited a relative MLSS workload that was greater than
the Controls, but this value was reduced compared to the Trained animals. These results
suggest that the adaptations in this parameter persisted until the end of the experiment.

Decreases in body weight and the lipid concentration of mesenteric adipose tissues were

observed in the Trained group, which is consistent with previous results reported in the
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literature (Sanal, 2012, Carpenter, et al., 2012; Miller, 2012). The increase of fat in the
mesenteric region is closely linked to insulin resistance and other metabolic disorders
(Lerario, et al., 2002). The Detrained animals did not exhibit decreased body weight compared
with the control group, possibly because these animals remained inactive for 4 months, which
supports a reduction in calorie expenditure compared to the Trained group. Therefore,
physical exercise must be maintained throughout the life of the individual to maintain
metabolic adaptations, such as increases in basal metabolism. MS (2011) demonstrated that
individuals who trained aerobically for a period of time and were subsequently maintained for
24 weeks without training (i.e., “detrained”) lost the achieved adjustments with training and
exhibited an increase in body weight and reductions in VO;n,x. Other studies (Vogler, et al.,
2012; Mitsuhashi, et. al., 2011; Ormsbee, et al., 2011) have argued that detraining produced
losses in aerobic capacity, altered body composition and decreased basal metabolism,
flexibility and balance. These results are observed in athletes and healthy adults with physical
restrictions.

Physical training did not modify serum glucose levels. Physical exercise does not
improve glucose levels in elderly normoglycemic individuals, but exercise effectively lowers
glycemia in elderly pre-diabetics (Geirsdottir, et al., 2012).

Exercise effectively increased muscle glycogen stores in trained animals in the present
study. However, the muscle glycogen levels in Detrained animals were similar to the Control
animals at the end of the experiment due to the long period of detraining. This result confirms
the findings of Pauli (Pauli, et al., 2005) who also observed an increase in muscle glycogen in
animals subjected to physical training for 10 weeks. These results are also similar to previous
studies (Araujo, et al., 2012; Ghanbariniaki, et al., 2011). Muscle glycogen stores are
important in the performance of prolonged exercise because this substrate is required for

muscle contractions (Bergstrom, et al., 1967).
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However, physical training did not alter glycogen deposits in the liver and the heart,
which suggests that the GLUTs in hepatocytes, cardiac myocytes and muscle cells are
distinct, and the adaptations to exercise may be different.

Glucose is an important substance for the performing of muscular work, and differences
in muscular metabolism between trained, detrained and control (sedentary) animals should be
discussed. Therefore, glucose uptake in incubated soleus muscle was evaluated. Trained
animals exhibited an increased glucose uptake compared to the Detrained and Control
animals, which suggested that regular exercise exerts a beneficial effect on glucose uptake
(Luciano, et al., 2002). Previous studies have also demonstrated that physical exercise,
including acute activity, increases the phosphorylation of the insulin receptor, which enhances
glucose uptake in elderly animals (Pauli, et al., 2010).

Therefore, physical exercise at submaximal (80% of MLSS) intensities induced
important changes, such as reductions in body weight and the lipid concentration of
mesenteric adipose tissue and increases in the exercise load, as measured by MLSS intensity,
glucose tolerance, deposits of muscular glycogen and glucose uptake by skeletal muscle in
Trained animals. Physical exercise with submaximal characteristics is more attractive and
easily adopted by the healthy population and individuals with a type of metabolic disorder,

such as Metabolic Syndrome.



126

S. REFERENCES

1. Bergstrom, J., Hermansen, L., Hultman, E., Saltin, B. 1967. Diet, muscle glycogen and
physical performance. Acta Physiol. Scand. 71, 140-50.

2. Botezelli, J.D, Moura, R.F., Dalia, R.A., Moura, L.P., Cambri, L.T., Ghezzi, A.C.,
Mello, M.A.R. 2010. Exercise counteracts fatty liver disease in rats fed on fructose-
rich diet. Lipids in health and disease. 9, 116.

3. Botezelli, J.D., Cambri, L.T., Ghezzi, A.C; Dalia, R.A., Scariot, P.P.M., Ribeiro,
Carla., Voltarelli, F.A., Mello, M.A.R. 2011. Different exercise protocols improve
metabolic syndrome markers, tissue triglycerides content and antioxidant status in
rats. Diabetol. Metab. Syndr. 3, 35.

4. Camacho, T.C., Roberts, R.E., Lazarus, N.B., Kaplan, G.A., Cohen, R.D. 1991
Physical Activity and Depression: Evidence from the Alameda County Study. Am. J.
Epidemiol. 134, 220-31.

5. Castaneda, C., Layne, L.E., Orians, L.M., Gordon, P.L., Walsmith, J., Foldvari, M.
2002. A randomized controlled trial of resistance exercise training to improve
glycemic control in older adults with type 2 diabetes. Diabetes Care. 25, 2335-41.

6. Cinti S. 2005 The adipose organ. PLEFA. 73, 9—15.

7. Consoli, A. 1992. Role of liver in pathophysiology of NIDDM. Diabetes Care. 15,

430-41.
. de Araujo, G.G., Papoti, M., Dos Reis, 1.G.,, de Mello, M.A., Gobatto, C.A.

oo

Physiological responses during linear periodized training in rats. Eur J Appl Physiol.
2012 Mar; 112(3):839-52. Epub 2011 Jun 17.

9. De Souza, C.A., Shapiro, L.F., Clevenger, C.M., Dinenno, F.A., Monahan, K.D.,
Tanaka, H., Seals, D.R. 2000. Regular aerobic exercise prevents and restores age-
related declines in endothelium-dependent vasodilation in healthy men. Circulation.
102, 1351-1357.

10. Dubois, M. Gilles, K.A., Hamilton, J.K., Rebers, P.A., Smith, F. 1956. Colorimetric

method for determination of sugars and related substances. Anal. Chem. 28, 350-6.



1.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

127

Duncan, B.B., Schimidt, M.A. 2001. Chronic activation of the innate immune system
may underlie the metabolic syndrome. Sao Paulo Med. J. 119, 122-127.

Ferreira, J.C., Rolim, N.P., Bartholomeu, J.B., Gobatto, C.A., Kokubun, E., Brum,
P.C. 2007. Maximal lactate steady state in running mice: effect of exercise training.
Clin. Exp. Pharmacol. Physiol. 34, 760-5.

Fidalgo, M., Falcao-Tebas, F., Bento-Santos, A., de Oliveira, E., Nogueira-Neto, J.F.,
de Moura, E.G., Lisboa, P.C., de Castro, R.M., Leandro, C.G. 2012. Programmed
changes in the adult rat offspring caused by maternal protein restriction during
gestation and lactation are attenuated by maternal moderate-low physical training. Br.
J. Nutr. 1, 1-8.

Ford, E.S., Giles, W.H., Dietz, W.H. 2002. Prevalence of the metabolic syndrome
among US adults: findings from the Third National Health and Nutrition Examination
Survey. JAMA. 287:356-359.

Geirsdottir, O.G., Arnarson, A., Briem, K., Ramel, A., Jonsson, P.V., Thorsdottir, I.
2012. Effect of 12-Week Resistance Exercise Program on Body Composition, Muscle
Strength, Physical Function, and Glucose Metabolism in Healthy, Insulin-Resistant,
and Diabetic Elderly Icelanders. J. Gerontol. A. Biol. Sci. Med. Sci. 10.
Ghanbari-Niaki, A., Kraemer, R.R., Abednazari, H. 2011. Time-course alterations of
plasma and soleus agouti-related peptide and relationship to ATP, glycogen, cortisol,
and insulin concentrations following treadmill training programs in male rats. Horm.
Metab. Res. 43, 112-6.

Ghezzi, A.C.,, Cambri, L.T., Botezelli, J.D., Ribeiro, C., Dalia, R.A., Mello, M.A.R.
2012. Metabolic syndrome markers in wistar rats of different ages. Ghezzi et al.
Diabetol. Metabol. Syndr. 4, 16.

Gobatto, C.A., de Mello, M.A., Sibuya, C.Y., de Azevedo, J.R., dos Santos, L.A.,
Kokubun, E. 2001. Maximal lactate steady state in rats submitted to swimming
exercise. Comp. Biochem. and Physiol. 130A, 21-27.

Hayes, J.P., Chappell, M.A. 1990. Individual consistency of maximal oxygen
consumption in deer mice. Funct. Ecol. 4, 495-503.

Heath, G.W., Hagberg, J.M., Ehsani, A.A., and Holloszy, J.O. 1981. A physiological
comparison of young and older endurance athletes. J. Appl. Physiol. Respir. Environ.
Exerc. Physiol. 51, 634-640.

Heck, H., Mader, A., Hess, G., Miicke, S., Miiller, R., Hollmann, W. 1985.
Justification for 4.0 Mmol/L Lactate Threshold. Int. J. Sports. Med. 6, 117-130.



22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

128

International Diabetes Foundation. 2005. The IDF consensus worldwide definition of
the metabolic syndrome, 1° International Pre-Diabetes and Metabolic Syndrome
Congress. Berlin (“Congresso Internacional de Pré-Diabetes e Sindrome Metabdlica.
Berlin”).

Issurin, V.B. 2008. Block periodization versus traditional training theory: a review. J.
Sports. Med. Phys. Fit. 48, 65-75.

Kartzel, L.I., Bleecker, E.R., Colman, E.G., Rogus, E.M., Sorkin, J.D., Goldberg,
A.P. 1995. Effects of weight loss vs. aerobic exercise training on risk factors for
coronary artery disease in healthy, obese, middle-aged and older men. JAMA. 274,
1915-1921.

Knowler, W.C., Barrett-Connor, E., Fowler, S.E., Hamman, R.F., Lachin, J.M.,
Walker, E.A. 2002. Reduction in the incidence of type 2 diabetes with lifestyle
intervention or metformin. N. Engl. J. Med. 346, 393-403.

Lerario, D.D.G., Gimeno, S.G., Franco, L.J., Iunes, M., Ferreira, S.R.G. 2002. Weight
excess and abdominal fat in the metabolic syndrome among Japanese-Brazilians
(“Excesso de peso e gordura abdominal para a sindrome metabdlica em nipo-
brasileiros”). Rev. Satuide Publica. 36: 1.

Lo, M.S., Lin, L.L., Yao, W.J., Ma, M.C. 2011. Training and detraining effects of the
resistance vs. endurance program on body composition, body size, and physical
performance in young men. J. Strength. Cond. Res. 25, 2246-54.

Luciano, E., Carneiro, E.M., Carvalho, C.R., Carvalheira, J.B., Peres, S.B., Reis,
M.A, Saad, M. J., Boschero, A.C., Velloso, L.A. 2002. Endurance training improves
responsiveness to insulin and modulates insulin signal transduction through the
phosphatidylinositol 3-kinase/Akt-1 pathway. Europ. J. Endocrinol. 147, 149-157.
Miller, G.D., Nicklas, B.J., Davis, C.C., Legault, C., Messier, S.P. 2012. Basal
growth hormone concentration increased following a weight loss focused dietary
intervention in older overweight and obese women. J. Nutr. Health Aging. 16, 169-
74.

Mitsuhashi, T., Yamada, C., lida, A., Hiratsuka, N., Inabe, F., Araida, N., Moriyama,
K., Sasamori, H., Sasamori, N., Miyachi, M., Takahashi, E. 2011. Long-term
detraining increases the risk of metabolic syndrome in Japanese men. Tokai J. Exp.
Clin. Med. 36, 95-9.

Ormsbee, M.J., Arciero, P.J. 2011. Detraining Increases Body Fat and Weight and
Decreases VO2 peak and Metabolic Rate. J. Strength. Cond. Res. 24.



32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

129

Pauli, J.R., Leme, J., Crespilho, D., Mello, M.AR. Rogatto, G., Luciano, E. 2005.
Influence of physical training on the parameters of the adrenal hypothalamic pituitary
axis of rats treated with dexamethasone. Rev. Port. Cien. Desp. 5, 2.

Pauli, J.R., Ropelle, E.R., Cintra, D.E., De Souza, C.T., da Silva, A.S., Moraes, J.C.,
Prada, P.O., de Almeida Leme, J.A., Luciano, E., Velloso, L.A., Carvalheira, J.B.,
Saad, M.J. 2010. Acute exercise reverses aged-induced impairments in insulin
signaling in rodent skeletal muscle. Mech. Ageing. Dev. 131, 323-9.

Sanal, E, Ardic F, Kirac S. 2012. Effects of aerobic or combined aerobic resistance
exercise on body composition in overweight and obese adults: gender differences. a
randomized intervention study. Eur. J. Phys. Rehabil. Med. 8.

Santos, A.P., Marinho, D.A., Costa, A.M., Izquierdo, M., Marques, M.C. 2012. The
effects of concurrent resistance and endurance training follow a detraining period in
elementary school students. J. Strength. Cond. Res. 26, 1708-16.

Soares, A.M.C., Ribeiro, C., de Araujo, G.G., de Araujo, M.B., Manchado, G.F.,
Voltarelli, F.A., de Oliveira, C.A., Luciano, E., de Mello, M.A. 2008. Exercise
training in the aerobic/anaerobic metabolic transition prevents glucose intolerance in
alloxan-treated rats. BMC Endocr. Disord. 2. 8:11.

Vogler, C.M., Menant, J.C., Sherrington, C., Ogle, S.J., Lord, S.R. 2012 Evidence of
Detraining After 12-Week Home-Based Exercise Programs Designed to Reduce Fall-
Risk Factors in Older People Recently Discharged From Hospital. Arch. Phys. Med.
Rehabil. 12.

Weisberg, S.P., McCann, D., Desai, M., Rosenbaum, M., Leibel, R.L., Ferrante, Jr.
A.W. 2003 Obesity is associated with macrophage accumulation in adipose tissue. J.
Clin. Invest. 112,1796-1808.

World Health Organization: 10 facts on obesity, Feb. 2010 [Accessed on: 27 of Feb.
2010]. Available at <http://www.who.int/features/factfiles/obesity/en/>.

Xu, H., Barnes, G.T., Yang, Q., Tan, G., Yang, D., Chou, C.J., Sole, J., Nichols, A.,
Ross, J.S., Tartaglia, L.A., Chen, H. 2003. Chronic inflammation in fat plays a crucial
role in the development of obesity-related insulin resistance. J. Clin. Invest. 112,

1821-1830.



130

Table

Table 1:

Table 1: Means and standard deviations of glucose values and the area under the

glucose curve during the glucose tolerance test.

Groups TO T30 T60 T12 Area  under
the curve
Control 82+6 99+12 11748 95+12 12,314+1,122°
Trained 5346 71£7 7749 75+6 8,428+853"
Detrained 62+10 79+10 82+16 82+10 9,433+1,200°

Different letters indicate statistically significant differences (one-way ANOVA and Newman-

Keuls post-hoc test, p <0.05).

Table 2:

Table 2: Mean and standard deviation of glucose values and glucose removal

constant (KITT) during the insulin tolerance test.

Groups TO T30 T60 T12 KITT

Control 103+6 85+8 90+11 119+16 0.66+0.18
Trained 102+6 89+10 89+10 92+13 0.62+0.24
Detrained 110+7 99+10 91423 104+26 0.56+0.26

Note: no statistically significant differences were observed between groups (one-way

ANOVA p <0.05).



131

Table 3:

Table 3: Means and standard deviations of body weights (g) and total lipids (mg/100g) in
the adipose tissue from the mesenteric, retroperitoneal and subcutaneous tissues, at the

end of the experiment.

Groups Body weight Mesenteric Retroperitoneal ~ Subcutaneous
Control 588+71" 4,399+643" 3,191£703 1,896+758
Trained 515+72° 3,007811° 2,604£1112 1,635+188
Detrained 576+62" 4,085+540" 3,600+£858 1,897+385

Different letters indicate statistically significant differences (one-way ANOVA and Newman-

Keuls post-hoc test, p <0.05).

Table 4: Means and standard deviations of serum glucose (mg/dl), heart, liver and

muscle glycogen (mg/100 mg) and glucose uptake by isolated soleus muscles (umol/g/h).

Groups Serum Heart Liver Muscular Glucose
Glucose Glycogen Glycogen Glycogen Uptake
Control 157£26 0.06+0.01 6.04+0.68 0.48+0.07°  1.96+0.54"
Trained 140+24 0.06+0.01 6.12+0.35 0.66+0.18"  3.28+0.53"
Detrained 154+17 0.07+0.01 6.16+1.00 0.46+0.10°  2.55+0.35%

Different letters indicate statistically significant differences (one-way ANOVA and Newman-

Keuls post-hoc test, p <0.05).
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7.4 ANEXO 4: ARTIGO PUBLICADO NA LIPIDS IN HEALTH AND DISEASE.
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7.5.ANEXO 5: COMITE DE ETICA
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