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TREINAMENTO AEROBIO NA PREVENCAO DE ALTERACOES CARDIACAS
DECORRENTES DA OBESIDADE EM RATOS (Rattus norvegicus albinus, Wistar)

Resumo

A obesidade é um problema de satde puablica mundial e estd fortemente associada a
doenca cardiaca isquémica, aterosclerose, hipertensdo arterial, entre outros problemas
cardiovasculares. Na atualidade, o tratamento sugerido para as doencas cardiovasculares,
comumente decorrentes da obesidade, consiste na diminuicdo da ingestdo de gordura aliada a
atividade fisica. Contudo, pouco se sabe quanto aos protocolos de treinamento mais
adequados para a prevencdo ou tratamento dessas doencas. O presente estudo objetivou
analisar os efeitos do exercicio fisico na intensidade de 80% do limiar anaerébio (LAnN) sobre
0s aspectos bioquimicos cardiacos de ratos obesos. Para a inducdo da obesidade, os animais, a
partir dos 90 dias de idade, foram mantidos com dieta hiperlipidica/hipercalérica (35% de
gordura animal/vegetal) e os animais controles, mantidos com dieta balanceada (AIN-93M).
Todos os animais pertencentes ao grupo treinado foram submetidos a testes de lactato minimo
para a identificacdo do limiar anaerdbio (LAN) durante exercicio de natagdo, treinando desde
os 28 dias de idade até aos 90 dias em intensidade equivalente a 80% do LAn 1 h/dia, 5
dias/semana. Depois dos 90 dias uma parte dos animais treinados interrompeu o treinamento
ficando em observacdo até o final do experimento (150 dias de idade). Os demais animais
permaneceram sedentarios ao longo de todo o experimento. Foram analisados: peso corporal,
tolerancia a glicose e a insulina (TTGo e TTI), perfil lipidico sérico (colesterol total,
triglicerideos, AGL e HDL), concentragdes séricas de glicose e insulina e aliquotas do
ventriculo esquerdo foram retiradas para analise das concentragdes de triglicerideos,
glicogénio, proteina/DNA e atividade lipogénica. Os animais tratados com dieta hiperlipidica
tiveram aumento significativo no peso corporal, intolerancia a glicose e resisténcia a insulina
e o treinamento fisico neutralizou tais alteracdes. Em relacdo ao perfil lipidico sérico, o
colesterol total foi maior para os animais mantidos com dieta hiperlipidica, e 0 grupo que
permaneceu sedentario durante todo o experimento apresentou maior concentracdo de AGL e
menor de HDL colesterol quando comparado ao grupo que também recebeu dieta
hiperlipidica e foi submetido ao treinamento fisico. Quanto aos parametros cardiacos
analisados, nenhuma diferenca foi observada entre os grupos. De acordo com nossos achados,
o0 treinamento fisico realizado por 16 semanas neutralizou alguns transtornos decorrentes da
ingestdo de gordura e a interrupgdo desta pratica fez com que tais efeitos benéficos fossem
perdidos.

Palavras-chave: Obesidade, Coragdo, Exercicio Fisico, Ratos Wistar.
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1 INTRODUCAO

A obesidade é uma doenca com fisiopatologia, comorbidades e capacidades
desabilitantes proprias (CONWAY & RENE, 2004). Esta doenca é diagnosticada quando se
tem valores de gordura corporal acima dos normais, levando em consideragdo a estatura,
género e idade (MARTI & MARTINEZ, 2001).

O aumento do numero de obesos em todo o mundo é alarmante, constituindo um
importante problema de satde publica (EBBELING et al, 2002; ELOBEID et al., 2008). De
acordo com Deitel (2003), a populacéo obesa e/ou com sobrepeso é de cerca de 1,7 bilhdes de
pessoas em todo o mundo e no Brasil esse numero chega a 51,7% da popula¢do (WHO,
2007). Dados preocupantes, uma vez que pessoas cronicamente obesas tendem a ter diminui-
¢ao na expectativa de vida (FONTAINE et al., 2003)

O comprometimento da qualidade de vida de uma pessoa obesa é devido as varias
doencas decorrentes dessa condicdo, como: doenca hepética gordurosa ndo alcodlica
(DHGNA) (ANGULO, 2002; UTZSCHNEIDER et al., 2006), invalidez (EZZATI et al.,
2002), diabetes mellitus (DAMASO, 2003; GUEDES et al., 2006), hipertensdo arterial,
hipercolesterolemia e hiperlipidemia. Estes fatores além de terem incidéncia diretamente
relacionada a prevaléncia da obesidade, também podem contribuir para alteracbes cardiacas
como infarto agudo do miocardio e cardiomegalia (WALKER et al., 1996; ALBERTI et al.,
2009). Estima-se que em 2020 as doencas cardiacas permanecerdo como a principal causa de
mortalidade e incapacitacdo (MURRAY & LOPEZ, 1997).

De acordo com Magarey et al., (2003) a obesidade na infancia e adolescéncia é fator
de risco para a obesidade na vida adulta, e por isso, torna-se importante a pratica habitual de
atividade fisica nessa etapa da vida. A pratica de atividade fisica na adolescéncia esta
inversamente relacionada a hipertensdo arterial e resisténcia a insulina na idade adulta
(FERNANDES & ZANESCO, 2010). Ainda é muito pouco discutido na literatura o impacto
da atividade fisica de intensidade moderada realizada regularmente na infancia, adolescéncia
e na idade adulta sobre as disfuncBes cardiacas decorrentes da obesidade na vida adulta.
Assim, o presente estudo tem como objetivo analisar os efeitos da atividade fisica moderada

desde a infancia até a idade adulta sobre aspectos bioquimicos cardiacos de ratos obesos.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Tendo em vista que a obesidade € um problema de satde publica mundial e precursora
de varias outras doencas, diminuindo a qualidade de vida do individuo, o presente estudo teve
como objetivo analisar os efeitos do exercicio fisico de intensidade moderada na prevencao
e/ou tratamento de transtornos bioquimicos cardiacos desenvolvidos em decorréncia da

obesidade induzida na idade adulta pela ingestdo de dieta hiperlipidica/hipercalorica em ratos.

2.2 Objetivos especificos

1. Determinar o limiar anaerdbio (Lan) de ratos Wistar alimentados com dieta balanceada ou
hiperlipidica/hipercaldrica, através do teste de lactato minimo aos 28, 50, 70, 110 e 150
dias de idade;

2. Analisar a tolerancia a glicose, pelo teste de tolerancia a glicose oral, e a sensibilidade
periférica a insulina, pelo teste de tolerancia a insulina, dos animais aos 28, 90 e 150 dias
de idade;

3. Analisar perfil lipidico sérico: triglicerideos, colesterol total, HDL e acidos graxos livres
ao final do experimento (150 dias de idade);

4. Determinar concentragdes séricas de glicose e insulina ao final do experimento;

5. Auvaliar no ventriculo esquerdo as concentragcdes de glicogénio, proteina/DNA (marcador
de crescimento tecidual), triglicerideos e atividade lipogénica, ao final do experimento;

6. Avaliar os efeitos do treinamento fisico sobre 0 LAn dos animais e 0s aspectos

bioquimicos cardiacos acima relacionados.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Obesidade

A obesidade é um problema de saude publica mundial, considerada uma doenca desde
1985 (GREENWAY & SMITH, 2000) por ser caracterizada como uma condi¢do patologica
acompanhada por acumulo excessivo de gordura levando em consideracdo estatura, género e
idade (MARTI & MARTINEZ, 2001).

O numero de obesos em todo o mundo aumentou em 100 milhGes em um curto
periodo de tempo (1995-2000) perfazendo 15% da populacdo mundial e estimativas mostram
que em 2025, o Brasil sera o quinto pais no mundo na incidéncia de obesidade (DAMASO,
2001). Em nosso pais 0 excesso de peso e a obesidade ja atingem juntos mais de 30% da
populacdo adulta, sendo acompanhada de uma maior morbidade e menor longevidade
(MENDES et al., 2006; PELLANDA et al., 2002).

Nos dias atuais a tecnologia da vida moderna proporciona métodos de economia de
calorias no cotidiano e isso pode trazer prejuizos ao proprio organismo quando se une a uma
alimentagcdo com consumo excessivo de alimentos ricos em gordura saturada, bebidas
hipercaldricas e baixos niveis de atividade fisica. Esses fatores ambientais e socioculturais
como estilo de vida e uma dieta desbalanceada tém contribuido fortemente para uma
obesidade logo na infancia, dado preocupante uma vez que esse nimero vem crescendo
chegando a atingir 25-30% de criancas nos paises ricos (MENDES et al., 2006; PELLANDA
et al., 2002; FISBERG, 2004).

A hipertrofia dos adipdcitos, condicdo essencial da obesidade, é caracterizada por uma
série de alteracBes metabolicas, como a infiltracdo dos macrofagos, ativacdo das células
endoteliais, 0 aumento do estresse oxidativo e o acumulo de &cidos graxos livres. Estas
condi¢Ges promovem uma ativagdo do estado pro-inflamatdrio, especialmente pela ativacao
da via NF-kB (SKURK et al., 2007; MAURY E & BRICHARD SM, 2010).

O tecido adiposo € considerado um tecido metabolicamente ativo, sendo responsavel
pela liberagdo de vérias substancias conhecidas como as adipocinas. A liberacdo dessas
adipocinas esta intimamente relacionada ao desenvolvimento da resisténcia a insulina e de
algumas complicacdes cardiovasculares, como aterosclerose e infarto do miocardio (VAN
GAAL, 2006).



3.2 Obesidade e Doengas Cardiovasculares

Diferentes mecanismos ligando a obesidade as doencas cardiovasculares foram
postulados. O tecido adiposo € considerado um érgdo enddcrino e paracrino responsavel pela
producdo de varios mediadores bioativos, como: leptina, adiponectina, fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) e interleucina 6 (IL-6) que influenciam ndo somente no peso corporal,
mas também no desenvolvimento da resisténcia a insulina, diabetes, dislipidemia, hipertensao
arterial, estresse oxidativo e processos inflamatdrios e pro-coagulantes (VAN GAAL et al.,
2006). Particularmente, a aterosclerose (classificada como uma doenga cardio-inflamatdria),
caracteriza-se por um espessamento e acUmulo de lipidios na camada intima do vaso,
formando estrias gordurosas e placas ateromatosas ou fibrosas. (WITZTUM E STEINBERG,
1991).

A dislipidemia, encontrada em obesos, contribui para o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares. A alta concentracdo plasmatica de LDL colesterol promove o aumento da
oxidacdo dessas moléculas de colesterol devido a saturacdo do seu sistema de remocdo ou
pelo aumento no seu tempo de permanéncia na circulagdo. A molécula de LDL pode ser
oxidada por ions célcio, lipoxigenases (produzidas pelas células endoteliais),
mieloperoxidases (secretadas pelos fagdcitos) e espécies reativas de oxigénio. A presenca de
LDL oxidado promove a migracdo de mondcitos para a regido subendotelial, e sua posterior
diferenciacdo em macréfagos. Dentro da camada intima da artéria, os macréfagos passam a
englobar as moléculas de LDL oxidado formando as células de espuma ou foam cells
(HIRATA E HIRATA, 2006). Estas células de espuma passam a secretar citocinas pro-
inflamatorias que irdo recrutar e ativar outras células de defesa como os neutrofilos e
linfocitos.

Além das citocinas liberadas pelas células de espuma, a propria molécula de LDL
oxidado, por si s@, contribui para o desenvolvimento da disfun¢do cardiaca, pois possui
propriedades pro-agregantes que atuara na ativacdo e agregacdo de plaquetas. O &cido
lisofosfatidico formado durante a oxidacdo do LDL é considerado um componente importante
na agregacdo plaquetaria e formacdo de trombos no processo de aterosclerose na
hipercolesterolemia (WILLOUGHBY et al., 2002).

Outra desordem cardiovascular intimamente relacionada com a obesidade é a
insuficiéncia cardiaca. Prévio trabalho (GALINIER et al., 2005) demonstrou que a obesidade
é responsavel por cerca de 11 a 14% dos casos de insuficiéncia cardiaca em homens e

mulheres respectivamente. Segundo os autores, trés mecanismos fisiopatologicos estariam



associados a essa condicdo: aumento da pré-carga ventricular em consequéncia do aumento
no volume plasmatico induzido pela obesidade, aumento do pds-carga em resposta ao
aumento da atividade do sistema nervoso simpatico, normalmente observado em hipertensos
e/ ou em resposta a hiperinsulinemia e disfuncéo sistolica e diastélica associada a doenga
arterial coronariana e agravada pela obesidade. De acordo com Fernandes & Zanesco (2010) a
pratica regular de exercicio fisico é de grande importancia para a diminui¢do da incidéncia da

obesidade e consequentemente para as desordens cardiacas decorrentes desta doenca.

3.3 Obesidade e Doengas Cardiovasculares: Efeitos do Exercicio Fisico

O exercicio fisico tem sido recomendado como importante terapia ndo farmacologica
na prevencdo e tratamento das doencas cronico degenerativas, incluindo a hipertensdo arterial,
diabetes mellitus, aterosclerose, patologias cardiovasculares e obesidade (ACSM, 2007).

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

Estudos mostram forte associacdo entre obesidade e inatividade fisica, bem como
associacdo inversa entre atividade fisica, indice de massa corporea (IMC), razdo cintura-
quadril (RCQ) e circunferéncia da cintura (GUSTAT et al., 2000; LAKKA et al., 2003). Tais
estudos demonstram que os beneficios da atividade fisica para a perda de peso podem ser
alcancados com intensidades baixa, moderada ou alta, indicando que a manuten¢do de um
estilo de vida ativa, independente da atividade praticada, pode combater o desenvolvimento
dessa doenca.

Os efeitos da atividade fisica sobre o perfil de lipidios e lipoproteinas sdo bem
conhecidos. Individuos fisicamente ativos apresentam maiores niveis de HDL colesterol e
menores niveis de triglicérides, LDL e VLDL colesterol, quando comparados a individuos
sedentarios. Um estudo de intervencdo demonstrou que perfis desfavoraveis de lipidios e
lipoproteinas melhoram com o treinamento fisico independentemente do sexo, peso corporal e
adogdo de dieta e dependendo da intensidade de exercicio essa melhora pode ser mais
acentuada (DURSTINE & HASKELL, 1994).

Mesmo sabendo que independente da intensidade de exercicio ocorre uma melhora no

perfil lipidico, é bastante importante o estudo da curva de metabolismo de gordura em funcéo
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da intensidade de esfor¢o. A maior utilizacdo de gordura como substrato energético ocorre
proximo a 60-65% VO-max (ACHTEN, GLEESON, JEUKENDRUP, 2002; ACHTEN,
JEUKENDRUP, 2003). Em intensidades elevadas, como a 85% VO2max, observa-se uma
diminuicao significativa no uso de gordura como fonte de energia, devido, parcialmente, a
reesterificacdo dos triglicerideos (TG) no tecido adiposo (GREEN et al., 1979) levando & uma
menor concentracdo de AGL (PRUETT, 1970; ROMIJN ET AL., 1993). Isso ocorre porque
ha um aumento do lactato sanguineo e, consequentemente, aumenta a razéo NADH/NAD,
elevando formagdo de a- glicerolfosfato, o qual se liga aos &cidos graxos ndo transportados ao
sangue, formando uma nova molécula de TG (ISSEKUTZ et al., 1965; ISSEKUTZ, SHAW,
ISSEKUTZ, 1975).

A grande reserva de triglicérides presentes no tecido adiposo é mobilizada a uma
velocidade lenta durante o exercicio. Enquanto realizamos o exercicio, varios horménios
como as catecolaminas, glucacon, horménios do crescimento, corticdides, entre outros séo
liberados na corrente sanguinea, e quando chegam aos adipdcitos, provocam lipolise
aumentando as concentracfes sanguineas de AGL. Segundo Arner et al.(1990), o primeiro
fator responsavel pela lipolise durante o exercicio fisico € o aumento da concentracdo
plasmatica de epinefrina, a qual ativa os betarreceptores dos adipécitos. Em repouso, cerca de
70% dos AGL liberados durante a lipolise sdo recombinados com moléculas de glicerol,
ressintetizando os triglicérides nos adipdcitos, porém durante os exercicios de baixa
intensidade, esse processo é atenuado, a0 mesmo tempo gque ocorre um aumento na lipdlise.
Ao chegar ao plasma, as moléculas de AGL se ligam a albumina plasmatica e séo
transportadas pela circulacdo sanguinea. Alguns AGL séo liberados da albumina e ligados a
proteina intramuscular, a qual, por sua vez, transporta 0s AGL para as mitocondrias onde séo
oxidadas (TURCOTTE et al.,1991).

O processo de defesa ou prevencdo do organismo frente a obesidade é bastante
discutido. E sabido que a pratica regular de atividade fisica pode prevenir ou reduzir os efeitos
deletérios de condicbes patoldgicas, como hipertensdao arterial, diabetes mellitus tipo 2 e
sindrome metabolica (ZANESCO, ANTUNES, 2007). Além disso, tem sido relatado que
alteracdes celulares associadas com o desenvolvimento dessas doencas cronicas na idade
adulta sdo iniciadas na infancia (SINAIKO, 2007).

Recente estudo analisando 2049 criangas verificou que os niveis de atividade fisica
estavam inversamente relacionados com o percentual de gordura, resisténcia a insulina,
concentracdo plasmatica de triglicerideos e concentracfes séricas de proteina C reativa.

Similarmente, os incrementos do nivel de atividade fisica estdo relacionados com a reducéo
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da pressdo arterial sistdlica e concentragdes séricas de LDL colesterol, assim como aumento
nas concentracdes séricas de HDL colesterol. Outro prévio trabalho realizado em criancas
obesas (FARPOUR-LAMBERT, 2009) demonstrou que trés meses de exercicio fisico regular
foi capaz de reduzir o peso corporal, gordura abdominal, presséo arterial, minimizando, dessa
forma, o provavel risco cardiovascular para essa populacdo. Por outro lado, outro trabalho
(EPSTEIN et al., 2001) verificou que a pratica de atividade fisica regular realizada apenas na
infancia ndo promove protecdo cardiovascular se ndo associada com um sustentado estilo de
vida ativo na fase adulta. Visto isso, fica claro que é de extrema importancia o conhecimento
da idade do individuo na qual o exercicio fisico seré prescrito, assim como a determinacéo da

intensidade de exercicio para prescri¢do de treinamento.

3.4 Determinacéo do limiar anaerdbio pelo teste do lactato minimo (TLM)

Em 1964, Wasserman & Mc. llroy empregaram o termo Limiar Anaerobio (LAN) no
sentido que, durante o exercicio, 0 aumento abrupto do CO; reflete numa mudanca metabdlica
em direcdo ao sistema anaerdbio. Kinderman et al. (1979), apos realizacdo de testes de
exercicios com cargas progressivas em atletas bem condicionados, postularam a existéncia do
LANn marcado quando a concentra¢do sanguinea de lactato atingisse o valor de 4,0 mmol/L.
Estudos anteriores ja haviam demonstrado que o LAn corresponde ao aumento
desproporcional do lactato sanguineo em resposta a uma carga de exercicio (MADER et al.,
1986).

Em 1985, Heck e colaboradores realizaram testes de exercicios com carga constante,
em humanos, e avaliaram o0 lactato sanguineo. Esses autores observaram que,
independentemente da capacidade aerdbia individual, uma maxima fase estavel (MFEL) era
atingida com 4,0 mmol/L de lactato sanguineo.

Nas Ultimas décadas ficou demonstrado que o LAn é bom preditor do desempenho em
exercicio de longa duracdo e da aptiddo fisica (SJODIN et al., 1981; BENECKE, 1995).
Conquanto as bases fisiologicas para o acumulo de lactato sanguineo durante o exercicio
ainda ndo foram totalmente elucidadas, a determinacéo de “limiares”, isto €, determina¢do da
intensidade de exercicio na qual o lactato sanguineo comeca a se acumular
desproporcionalmente, tem-se mostrado ferramenta Util na prescricdo de exercicio e na
avaliacdo das capacidades fisicas (SJODIN et al., 1981; BENECKE, 1995; SIMOES, 2000).

Na préatica, o LAn tem sido determinado submetendo-se o sujeito a esforcos com

cargas progressivamente mais elevadas com concomitante avaliagdo da concentragdo do
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lactato sanguineo. A determinacdo do LAnN pode ser feita baseando-se no desvio da linha de
base da concentragéo circulante de lactato ou na intensidade de trabalho correspondente a uma
concentracdo fixa de lactato circulante. O primeiro método fundamenta-se no fato de que o
aumento ndo linear da concentracdo de lactato sanguineo em relacdo a intensidade do
exercicio indica a transicdo do metabolismo, conforme definiram Wasserman & Mc. llroy
(1964) e Kinderman et al. (1979). J& o segundo procedimento assume o principio de que até
uma determinada concentracdo circulante de lactato (4,0 mmol/L), ocorre um equilibrio entre
a producdo muscular e a remogéo desse substrato da circulagdo, como postularam Heck et al.
(1985).

Em 1993, Tegtbur et al. desenvolveram um teste para determinacdo do LAnN
denominado teste do lactato minimo. Esse teste envolve a realizacdo de exercicio supra
méaximo, por um breve periodo de tempo, visando a inducdo da hiperlactacidemia antes do
inicio do teste padrdo com cargas progressivas em esteira rolante. Uma curva em forma de
“U” ¢ obtida com os dados de lactato sanguineo durante o teste progressivo, sendo o lactato
sanguineo minimo (LSM), definido como a velocidade na qual esta curva atinge o nadir.
Sendo assim, a carga de trabalho correspondente a menor concentracao de lactato sanguineo
durante o teste identifica o LAn, e tem sido considerada a intensidade de exercicio
correspondente ao ponto de equilibrio entre a producdo e a remocdo do lactato sanguineo
(TEGTBUR et al., 1993; CAMPBELL, 1998; CARTER et al., 2000; BAILIKIAN JUNIOR et
al., 2001; SIMOES, 2002) ou MFEL (BACON & KERN, 1999; MacINTOSH et al., 2002).
Este protocolo tem sido considerado um método valido para se avaliar o desempenho fisico,
sendo também considerado um protocolo que permite identificar a intensidade correspondente
a MFEL em apenas uma sessdo de teste (CAMPBELL, 1998; BACON & KERN, 1999;
TEGTBUR et al., 2001; MacINTOSH et al., 2002; SIMOES, 2002; SIMOES et al., 2004).

A determinacdo do LAn tem-se mostrado, também, valiosa em estudos clinicos
(WASSERMAN & Mc. ILROY, 1964; NEIVA et al., 1999). Uma vez que existem limitacdes
6bvias nas pesquisas com seres humanos, em especial nos estudos clinicos, modelos animais
tém fornecido importantes informagcfes quanto a origem e as consequéncias de muitas
doencas bem como do papel do exercicio na prevencdo e no tratamento dessas doencas.
Contudo, o estudo dos efeitos metabdlicos do exercicio em ratos é frequentemente
questionado pela falta de informacédo sobre a intensidade do esforco realizado pelo animal
durante o exercicio. Por essa razdo, recentemente em nossos laboratérios, foram padronizados
protocolos para determinacdo do LAn, baseado no teste do lactato minimo, adaptado as
condigdes do rato (VOLTARELLI et al, 2002; ARAUJO et al., 2007; MELLO et al., 2010).
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Isso permitiu a estimativa do LAn individual e um controle mais acurado dos protocolos de

exercicio aplicados a esses animais.



14

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados 90 ratos recém-desmamados da linhagem Wistar, com 21 dias de
idade no inicio do experimento, provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual
Paulista (UNESP), Botucatu. Os animais foram alojados em gaiolas de polietileno, medindo
37x31x16 (cinco ratos por gaiola), e mantidos & temperatura ambiente de 21° C e fotoperiodo
de 12 horas claro/escuro, alimentados com ragdo balanceada padrio Purina ¢ agua “ad
libitum” até aos 90 dias de idade, e ap6s os 90 dias de idade foi administrada dieta semi
purificada balanceada para os grupos controles e hiperlipidica/hipercalérica para 0s grupos

experimentais.

4.2 Aspectos Eticos

Este projeto foi parte integrante de um projeto maior, intitulado “Treinamento aerdbio
na prevencdo da doenca hepatica ndo alcodlica decorrente da obesidade em ratos”, que contou
com o apoio da FAPESP, sob a forma de Bolsa no Pais, Nivel Mestrado (processo:
2010/12718-5).

Todos os experimentos com animais foram realizados de acordo com a legislacao
brasileira sobre o uso cientifico de animais (lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008). Os
protocolos foram aprovados pela Comissdo de Etica no uso de Animal (CEUA), do Instituto
de Biociéncias, da UNESP — Campus de Rio Claro (Protocolo: 4573/2010).

4.3 Dietas

Os animais dos grupos controles foram mantidos com dieta balanceada (3.802
Kcal/Kg) semi purificada AIN-93M (REEVES et al., 1993), a partir dos 90 até aos 150 dias
de idade. Essa dieta tinha a seguinte composicao (%): amido de milho = 46,6; caseina = 14;
dextrina = 15,5; sacarose = 10; 6leo de soja = 4; microcelulose = 5, mistura de sais minerais =
3,5; mistura de vitaminas 1,0; L-cistina = 1,8 e bitartarato de colina = 2,5.

Os animais dos grupos experimentais foram mantidos com dieta semi purificada
hiperlipidica/hipercaldrica (5.350 Kcal/Kg), a partir dos 90 até aos 150 dias de idade. Essa
dieta hiperlipidica/hipercaldrica tinha a seguinte composicdo (%): amido de milho = 26,4,
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caseina = 14; dextrina = 8,8; sacarose = 5,6; lipideos= 35 (sendo 4% de origem vegetal (6leo

de soja Sadia®) e 31% de origem animal (gordura suina Sadia®)) microcelulose = 5, mistura

de sais minerais = 3,5; mistura de vitaminas 1,0; L-cistina = 1,8 e bitartarato de colina = 2,5.
A composicdo detalhada das misturas de sais minerais e de vitaminas empregada na

confeccdo de ambas as dietas acham-se descritas em Reeves et al., (1993).

4.4 Grupos experimentais

O delineamento e os grupos experimentais encontram-se descritos na figura 1. Os
ratos foram distribuidos aleatoriamente, a partir dos 21 até aos 90 dias de idade, em dois
grupos:

Sedentario (S): 30 ratos que nédo realizaram exercicio fisico;
Treinado (T): 60 ratos que realizaram um protocolo de exercicio de natacdo na intensidade
de 80% do Limiar anaerébio (LAN).

A partir dos 90 dias de idade os animais do grupo (S) foram divididos em dois grupos:
Controle sedentario (CS): 15 ratos que permaneceram sem realizar exercicio fisico e que
receberam dieta balanceada até aos 150 dias de idade;

Hiperlipidico Sedentario (HS): 15 ratos que permaneceram sem realizar exercicio fisico e
que receberam dieta hiperlipidica/hipercalorica até aos 150 dias de idade.

O grupo treinado foi dividido, a partir dos 90 dias de idade, em quatro grupos:
Controle Treinado 90 (CT90): 15 ratos que realizaram um protocolo de exercicio de natacao
na intensidade de 80% do LAn individual dos 28 aos 90 dias de idade, e a partir desse periodo
foram mantidos sedentérios até aos 150 dias de idade, com dieta balanceada ao longo de todo
0 experimento;

Controle Treinado 150 (CT150): 15 ratos que realizaram um protocolo de exercicio de
natacdo na intensidade de 80% do LAn individual dos 28 aos 150 dias de idade, com dieta
balanceada ao longo de todo 0 experimento;

Hiperlipidico Treinado 90 (HT90): 15 ratos que realizaram um protocolo de exercicio de
natacao na intensidade de 80% do LAnN individual dos 28 aos 90 dias de idade, e a partir desse
periodo foram mantidos sedentarios até aos 150 dias de idade, com dieta
hiperlipidica/hipercaldrica a partir dos 90 dias de idade;

Hiperlipidico Treinado 150 (HT150): 15 ratos que realizaram um protocolo de exercicios de
natacdo na intensidade de 80% do LAn individual dos 28 aos 150 dias de idade, com dieta

hiperlipidica/hipercal6rica a partir dos 90 até aos 150 dias de idade.



16

Figura 1 — Delineamento do estudo e grupos experimentais.

28 o9 Idade dos ratos (dias) 150
Dieta balanceada padrio Dietas balanceada para os grupos controles e
Purina® hiperlipidica/hipercalorica para os grupos

expenmentais
Controle Treinado 90
(CT90)
Interrompem o
. Hiperlipidico Treinado treinamento
Grupo Tremnado (T) — 90 (HT90) }

Controle Treinado
150 (CT150) Continuam o
Hiperlipidico Treinado treinamento
150 (HT150)
Controle sedentan
Grupo Sedentario (S) (CS)
Permanecem
Hiperlipidico sedentarios
Sedentano (HS)

mterrupcio de exercicio para os grupos (CT90 Témino do experimento
e HT 90) e mmdanga de dietas

Inicio do expenimento ||

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.5 Adaptacéo ao meio liquido

Todos os animais foram adaptados ao meio liquido. A adaptacdo consistiu em manter
0 animal na &gua rasa a uma temperatura de 31 £ 1°C e com isso minimizou-se 0 estresse

sofrido pelos animais perante o meio liquido.

4.6 Teste do Lactato Minimo

O Limiar Anaerébio (LAn) foi determinado pelo teste do lactato minimo, conforme
proposto para humanos (JONES; DOUST, 1998; TEGTBUR et al., 1993), modificado para
ratos (VOLTARELLI et al., 2002; ARAUJO et al., 2007, MELLO et al., 2010). Este teste
envolve: a) um periodo breve de exercicio de alta intensidade para provocar um aumento de
lactato sanguineo circulante; b) um periodo de breve recuperacdo para assegurar niveis altos
de lactacidemia e ¢) um protocolo de teste de exercicio com cargas progressivas, com coleta

de sangue para andlise de lactato a cada carga. Uma vez que a porc¢do progressiva do teste de
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lactato minimo comega quando as concentragdes de lactato sanguineo sdo altas, o teste
progressivo produz um perfil de lactato sanguineo caracteristico, em forma de “U”. O lactato
minimo sanguineo foi definido como a intensidade de exercicio na qual a “curva em forma de
U”, derivada dos valores de lactato sanguineo obtidos durante 0 teste, atinge o nadir e,
teoricamente, indica 0 LAn (TEGTBUR et al., 1993). Partindo desse conceito de lactato
minimo, foram realizados em nosso laboratorio estudos para adaptar o teste as condi¢des do
rato (VOLTARELLI et al., 2002; ARAUJO et al., 2007, MELLO et al., 2010). O protocolo

empregado, descrito a seguir, mostrou-se exequivel e sera utilizado no presente estudo.

Para indugdo da hiperlactacidemia, os animais foram colocados individualmente em
tanques (100x80x80cm) contendo agua a 31 + 1°C (Figura 1A e 1B), suportando sobrecargas
elevadas em relacdo ao peso corporal (20% aos 28 dias, 13% aos 50, 70, 90 e 150 dias) e
nadaram durante 30 segundos (Figura 1A e 1B). Apds 30 segundos de repouso, foram
submetidos novamente & natacdo com as mesmas cargas até a exaustdo. Apos um periodo de
repouso (12min aos 28 dias e 9min aos 50, 70, 90 e 150 dias), foram coletadas amostras de
sangue através de corte na extremidade da cauda, para a determinacdo da concentracdo de
lactato e os animais iniciaram exercicio de natacdo com intensidades progressivamente
maiores (ARAUJO et al., 2007, modificado por MELLO et al., 2010). A primeira carga foi
equivalente a 5% p.c. aos 28 dias e 4% p.c. aos 50, 70, 90 e aos 150 dias, sendo acrescida de
1,0% p.c aos 28 dias e 0,5% p.c aos 50, 70, 90 e 150 dias a cada 5 minutos, até a exaustdo do
animal. A cada troca de carga, foi coletada amostra de sangue para dosagem de lactato
(VOLTARELLI et al., 2002, modificado por MELLO et al.,2010). A determinacdo das
concentragfes sanguineas de lactato foi efetuada pelo método enzimatico (ENGEL; JONES,
1978).

Uma vez que é frequentemente assumido que o LAn é caracterizado pela maior
intensidade de exercicio em que lactato sanguineo ndo aumenta mais que 1mmol/L desde o
10° até 30° minutos de exercicio com carga constante (MADER & HECK, 1986), trés dias
depois da realizacdo dos testes de lactato minimo, os ratos foram submetidos a natacdo
suportando cargas constantes correspondentes a LSM. Cada teste consistiu em natacdo
continua por 30min com 100% da carga encontrada no teste de lactato minimo, com coletas
de sangue a cada 10min para determinacdo do lactato, a fim de se confirmar a estabilizacao
(VOLTARELLI et al., 2002).
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4.7 Protocolo de treinamento

Os animais dos grupos treinados foram submetidos ao exercicio de natacdo, em
tanques individuais, contendo agua a 31 + 1 graus, uma hora por dia, cinco dias por semana,
suportando sobrecargas de chumbo atadas ao térax, equivalentes a 80% do LAn individual,
identificado pelo teste de lactato minimo. Os grupos Controle Treinado 90 (CT90) e
Hiperlipidico Treinado 90 (HT90) iniciaram aos 28 dias de idade e interromperam o
treinamento aos 90 dias de idade, ja os grupos Controle Treinado 150 (CT150) e Hiperlipidico

Treinado 150 (HT150) iniciaram aos 28 dias de idade e treinaram até o final do experimento
(150 dias de idade).

Figura 2 — Rato suportando sobrecarga (A) e sistema de natacdo individualizado para ratos

(B).

Fonte: Elaborado pelo autor.
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5 ANALISES DURANTE O EXPERIMENTO

5.1 AvaliacGes gerais

Todos os animais tiveram 0 peso e a ingestdo alimentar registrados semanalmente

durante todo o experimento.

5.2 Determinagéo do limiar anaerobio pelo teste de lactato minimo

Foi realizado aos 28, 50, 70 e aos 110 dias de idade o teste de lactato minimo para a
determinacdo do limiar anaerobio dos animais dos grupos treinados e aos 150 dias de idade

para todos 0s grupos.

5.3 Teste de tolerancia a glicose oral - TTGo

O TTGo foi realizado aos 28, 90 e 150 dias de idade, com os animais ap6s 12 horas de
jejum. Uma primeira coleta de sangue foi feita, através de um pequeno corte na extremidade
da cauda do animal. Em seguida, uma solucéo de glicose (80%) foi administrada para cada
animal em uma quantidade de 2 g/Kg de peso através 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 determinagdo das concentracdes de glicose. Um Unico corte
na extremidade da cauda é suficiente para coleta de todas as amostras sanguineas. As
concentracdes de glicose sanguinea foram determinadas pelo método glicose-oxidase
utilizando kits comerciais e as de insulina, pelo radioimunoensaio (HERBERT et al. 1965).
Os resultados foram analisados através do célculo da area sob a curva de glicose e insulina
durante o teste pelo método trapezoidal (MATHEWS et al., 1990), utilizando-se o software
ORIGIN 6.0 (2000).

5.4 Teste de tolerancia a insulina - TT1I

A sensibilidade a insulina foi avaliada através do teste de tolerancia a insulina (TTI). O
teste foi realizado aos 28, 90 e 150 dias de idade, 48 horas ap6s 0 TTGo . Uma primeira coleta
de sangue foi feita através de um corte na extremidade da cauda do animal (tempo 0). Em
seguida, uma solucdo de insulina, na dose de 150 mU/100g de peso, foi administrada via
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intraperitoneal. Amostras de sangue foram coletadas apos 4, 8, 12 e 16 minutos com capilares
heparinizados e calibrados para 25 pL, visando a determinagdo das concentragdes de glicose,
utilizando Kkits comerciais. Um Unico corte na extremidade da cauda € suficiente para a coleta
de todas as amostras sanguineas. Os resultados foram analisados pelo célculo da taxa de
remocdo da glicose sérica (Kitt). O kitt foi expresso em %/minuto e calculado pela formula
(0,0693/t1/2) x 100. A remocao da glicose sanguinea (ti2) foi calculada pela curva de analise
dos minimos quadrados dos teores de glicose no sangue nos momentos de decaimento apos a
administracao de insulina (LUNDBAEK 1962) utilizando software Origin 6.0.
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6 SACRIFICIO DOS ANIMAIS E OBTENCAO DE MATERIAL BIOLOGICO

6.1 Sangue

Ao final do experimento 10 animais de cada grupo foram exsanguinados, 72 horas
depois da ultima avaliagdo "in vivo", ap0s anestesia com CO2 e em repouso, sendo 0 sangue
coletado para a separacdo do soro e dosagem de triglicerideos, colesterol total, HDL, &cidos

graxos livres e glicose usando kits comerciais (Laborlab®).

6.2 Coracéo

O coracdo foi extirpado no momento do sacrificio para pesagem e uma aliquota do
ventriculo esquerdo foi utilizada para a determinacdo da concentracdo de trigliceridios
(NOGUEIRA et al., 1990).

Visando inferir o crescimento do coragdo, foi determinada a razdo proteina/DNA,
como indice do numero e tamanho celular do ventriculo esquerdo (WINICK et al., 1972). Os
teores de proteina foram determinados pelo método folin-fenol (LOWRY et al., 1951),
enquanto que as concentracbes de DNA foram avaliadas pelo método da difenilamina
(GILES; MEYERS, 1965).

6.3 Taxa de lipogénese no miocardio

Ao final do experimento, em lote separado, os animais (5/grupo) foram sacrificados 60
minutos ap6s receberem administracdo intraperitoneal de 3mCi 3H20O. Aliquotas do
miocéardio (ventriculo esquerdo) foram extraidas e pesadas para determinacdo da taxa de
lipogénese, utilizando-se &gua triciada, como previamente descrito por Robinson &
Williamson (1978). A taxa de sintese de lipidios foi expressa em umol de 3H20 incorporada

em lipidios por hora, por grama de tecido.
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7 ESTATISTICA

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

“post-hoc” de Bonferroni, com nivel de significancia pré-estabelecido de 5%.
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8 RESULTADOS

Os dados referentes ao ganho de massa corporal e ingestdo calorica estdo ilustrados na
Figura 3. Foi possivel observar que os animais submetidos ao protocolo de treinamento fisico
aerobio moderado por 120 dias apresentaram menor ganho de massa corporal em relacdo aos
grupos sedentarios e destreinados (3A). Os resultados da area sob a curva da ingestao calérica
mostraram que 0s animais tratados com dieta hiperlipidica apresentaram menor consumo

energético em relacdo aqueles mantidos com dieta controle (3B).

Figura 3 — Ganho de massa corporal e Ingestdo calorica:
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Figura 3 — Anélise do ganho de massa corporal e ingestdo caldrica dos animais ao longo de todo o experimento.
Resultados expressos com média + desvio padrdo (Anova One-way). Grupos: CS=Controle Sedentario;
HS=Hiperlipidico Sedentario; CT90=Controle Treinado até 90 dias; HT90=Hiperlipidico Treinado até 90 dias;
CT150=Controle Treinado até 150 dias; HT150=Hiperlipidico Treinado até 150 dias, n=15 animais por grupo.
*p<0,05 em relagdo aos grupos CS, HS, CT90 e HT90. #p<0,05 em relag@o aos grupos HS e HT90. +p<0,05 em
relacdo aos grupos CT90 e HT90. &p<0,05 em relagéo aos grupos CS, HS, HT90 e HT150.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Quanto a deposicao de gorduras em diferentes regides (retroperitoneal e mesentérica),
foi observado maior acimulo de gordura em ambas as regides nos animais tratados com dieta
hiperlipidica e o treinamento fisico ndo foi capaz de reverter esse quadro, conforme ilustrado

na Figura 4 abaixo:

Figura 4 — Peso relativo do tecido adiposo branco (retroperitoneal e subcutéaneo) ao final do

experimento:
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Figura 4 — Peso relativo (g de tecido/100g de massa corporal) dos tecidos adiposos brancos retroperitoneal e
subcutaneo ao final do experimento. Resultados expressos com média + desvio padrdo (Anova One-way).
Grupos: CS=Controle Sedentario; HS=Hiperlipidico Sedentario; CT90=Controle Treinado até 90 dias;
HT90=Hiperlipidico Treinado até 90 dias; CT150=Controle Treinado até 150 dias; HT150=Hiperlipidico
Treinado até 150 dias, n=15 animais por grupo. +p<0,05 em rela¢do aos grupos CS, CT90 e CT150. #p<0,05 em
relagdo aos grupos CT90 e CT150. *p<0,05 em relacdo aos grupos CS e HT150. &p<0,05 em relagdo ao grupo
CT150.

Fonte: Elaborado pelo autor.

A fim de determinar o limiar anaerébio dos animais, o teste de lactato minimo foi
realizado aos 28, 50, 70, 110 e aos 150 dias de idade, sendo que até aos 70 dias de idade o
teste foi realizado com todos os animais do grupo treinado (n=60). Aos 90 dias de idade, em
decorréncia da criacdo de novos grupos (grupo treinado dividido em 4 grupos=CT90, HT90,
CT150 e HT150), o teste de lactato minimo foi realizado somente para os animais que

continuaram o protocolo de treinamento (CT150 e HT150, n=15 animais/grupo).

Tabela 1 — Valores de sobrecargas e de concentrag@es sanguineas de lactato equivalentes ao

limiar anaerdbio determinado por teste de lactato minimo.

Idade (dias) 28 50 70 110 150

% sobrecarga 713+0,74% 6,12+056° 4,27+0,57° 4,78 +0,49% 501 +0,74°

[Lactato]
mmol/L 599+122" 462+125° 568+140" 578+126" 556+1,88f

Resultados expressos com média + desvio padrdo. Letras diferentes representam diferenca estatistica (p< 0,05
Anova One-way).
Fonte: Elaborado pelo autor.

As areas sob as curvas glicémicas e insulinémicas, ambas analisadas durante o testes
de tolerancia a glicose oral (TTGo), e a taxa de remoc¢do de glicose analisada pelo teste de
tolerdncia a insulina (TTI), ndo apresentaram diferencas entre 0s grupos ao inicio do
experimento (28 dias de idade), mas ap6s 62 dias de treinamento fisico aerébio moderado (90
dias de idade) o grupo treinado apresentou menor area sob a curva glicémica durante o TTGo

e maior remocéo de glicose durante o TTI em relacdo ao grupo controle (Tabela 2).
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Tabela 2 — Areas sob as curvas glicémica (AUG) e insulinémica (AUI) durante o teste de
tolerancia a glicose oral (TTGo) e a taxa de remocao de glicose sérica (Kitt) durante o teste de

tolerancia a insulina (TTI), aos 28 e 90 dias de idade.

28 dias 90 dias

Controle Treinado Controle Treinado

AUG (mg/dLx120min)  25207,28+4636,81 21365,51+1206,42 12438,63+937,97 11611,03+1063,61*

AUI (uUl/mix120min) ~ 25,48+6,16 25,63+7,56 95,93+50,78 77,94+40,17

Kitt (%6remocdo/min)  2,77+1,42 2,48+0,83 3,09+1,40 5,43+3,20*

Resultados expressos com média * desvio padrdo (Anova One-way). *p<0,05 em relagdo ao grupo Controle 90
dias.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Ao final do periodo experimental, os testes TTGo e TTI foram realizados e foi visto
que o consumo de dieta hiperlipidica fez com que a &rea sob a curva glicémica se elevasse e 0
treinamento fisico minimizou essa intolerancia a glicose. Em relacdo a taxa de remocéao de
glicose durante o TTI, foi visto que a administracao de dieta hiperlipidica, o sedentarismo e o

destreinamento colaboraram para menor sensibilidade a insulina (Figura 5).

Figura 5 — Area sob a curva glicémica durante o Teste de Tolerancia a glicose oral (TTGo)
(A) e taxa de remocao de glicose sérica durante o Teste de Tolerancia a Insulina (TTI) (B) ao

final do experimento (150 dias de idade).
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Figura 5 — Area sob a curva glicémica durante o Teste de Tolerancia a glicose oral (TTGo) (A) e taxa de
remocao de glicose sérica durante o Teste de Tolerancia a Insulina (TTI) (B) ao final do experimento (150 dias
de idade). Resultados expressos com média = desvio padrdo (Anova One-way). Grupos: CS=Controle
Sedentario; HS=Hiperlipidico Sedentério; CT90=Controle Treinado até 90 dias; HT90=Hiperlipidico Treinado
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até 90 dias; CT150=Controle Treinado até 150 dias; HT150=Hiperlipidico Treinado até 150 dias, n=15 animais
por grupo.

5A: *p<0,05 em relagdo aos demais grupos. #p<0,05 em relag@o aos grupos CS, HS e HT90.

5B: *p<0,05 em relagdo aos grupos CS, HS e HT90. #p<0,05 em relagdo aos grupos CS, HS, CT90 e HT90.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Os grupos mantidos com dieta hiperlipidica/hipercalérica apresentaram valores de
colesterol total maiores que os grupos alimentados com dieta balanceada. Os animais que
receberam dieta gordurosa e permaneceram sedentarios ao longo de todo experimento (grupo
HS) apresentaram maior valor de AGL em relagdo aos demais grupos e menor valor de HDL
colesterol em relacéo ao grupo recebeu dieta hiperlipidica e que foi submetido ao protocolo de
treinamento fisico durante todo o periodo experimental (HT150).

Tabela 3 — Variaveis séricas ao final do experimento (150 dias de idade).

CS HS CT90 HT90 CT150  HT150
Colesterol Total 46:05% 91,00+ 54,02+ 10352+  51,58% 100,22+
(mgldL) 15,14 26,89* 13,26 20,29* 26,39 29,64*
Triglicerideos 150,22 18444t 17365+ 18140+ 16000+ 17530+
(mgldL) 35,11 52,69 17,31 31,63 18,47 39,47

AGL (iEqL)  6,80%235  13,31#56* 746+236 6,70+2,87 483+151  535+2,31

HDL (mg/dL) 23,14+41  16,83+2,2  21,20+3,6  22,11+24  23,17+5,2  23,83+5,7#

Glicemia

(mg/dL) 68,0+17,5 69,8+11,2 70,2+12,3 81,1+12,9 66,4+4.8 78,5+7,2
Insulinemia
(HUI/m) 1,89+0,94 2,24+0,63 1,81+0,69 1,99+0,60 1,70+0,78 1,41+0,69

Resultados expressos com média + desvio padrdo (Anova One-way). Grupos: CS=Controle Sedentario;
HS=Hiperlipidico Sedentario; CT90=Controle Treinado até 90 dias; HT90=Hiperlipidico Treinado até 90 dias;
CT150=Controle Treinado até 150 dias; HT150=Hiperlipidico Treinado até 150 dias, n=15 animais por grupo.
*p<0,05 em relagdo aos grupos controles. #p<0,05 em relacdo ao grupo HS. .

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tratando-se das andlises cardiacas, ao final do experimento, ndo foram encontradas

diferencas entre os grupos (Figura 6).



Figura 6 — Varidveis cardiacas ao final do experimento (150 dias):
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Figura 6 — Variaveis cardiacas ao final do experimento (150 dias de idade). Resultados expressos com média +

desvio padrdo (Anova One-way).

Grupos:

CS=Controle Sedentario;

HS=Hiperlipidico Sedentério;

CT90=Controle Treinado até 90 dias; HT90=Hiperlipidico Treinado até 90 dias; CT150=Controle Treinado até
150 dias; HT150=Hiperlipidico Treinado até 150 dias, n=10 animais por grupo, exceto para analise de sintese

lipogénica, onde 5 animais/grupo foram utilizados.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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9 DISCUSSAO

Visto que a obesidade ¢ um problema de saude publica mundial (EBBELING et al,
2002; ELOBEID et al., 2008) a qual desencadeia varias complicagdes a saude (FONTAINE et
al., 2003) e tendo o exercicio fisico como ferramenta importante para o tratamento dessa
doenca (ACSM, 2007), o presente estudo visou analisar os efeitos do exercicio fisico
moderado como método preventivo e terapéutico de possiveis alteracGes cardiacas em ratos
obesos. De acordo com nossos resultados foi visto que a administragdo de uma dieta
hiperlipidica promoveu maior deposicdo de gordura central, intolerncia a glicose, aumento
do colesterol total e AGL e reducdo do HDL-C e o exercicio fisico conseguiu neutralizar
alguns destes parametros. Em relacdo aos dados do coracdo nenhuma diferenca foi vista apos
administracdo de dieta hiperlipidica, bem como exercicio fisico.

Nos ultimos 30 anos, estudos abordando os fatores que contribuem para o
desenvolvimento da obesidade e suas consequéncias endocrinas e metabodlicas tém
aumentado. Grande parte deste conhecimento foi derivada de estudos em modelo de
obesidade animal. Tais estudos sobre as causas e tratamentos da obesidade foram
desenvolvidos em animais através de lesdo neural (KIZER et al., 1978), alterages endocrinas
(MARTINEZ & FRUHBECK, 1996), anormalidades genéticas (PEREIRA et al., 2003) e
alteracdes alimentares (REN et al., 2008). De acordo com diversos autores, as causas do
aumento significativo da obesidade nos ultimos anos sdo predominantemente ambientais, com
componente genético contribuindo de maneira reduzida (ALBERTI et al., 2009; DONNELLY
et. al.,, 2009; ROSS & BRADSHAW, 2009; THOMPSON et al., 2012). Deste modo, 0
sedentarismo e 0 aumento da ingestdo de gordura na alimentacdo tém grande importancia no
crescente nimero de casos de obesidade no mundo (WHO, 2007). Assim, 0s estudos apontam
que modelos experimentais de obesidade desenvolvidos a partir da administracdo de dieta
hiperlipidica sdo considerados mais apropriados para o estudo da obesidade e suas
complicacdes em humanos (LLADO et al., 2002).

Resultados referentes a massa corporal de ratos mantidos sob dieta hiperlipidica séo
conflitantes na literatura (MENDONCA et al., 1998; SCHRAUWEN et al., 2000; DUARTE,
2001; ESTADELLA et al., 2004). No presente estudo, observou-se que animais submetidos a
dieta hiperlipidica, por um periodo de 8 semanas, apresentaram mesmo ganho de peso quando
comparados com ratos mantidos com dieta balanceada. Dietas ricas em gordura reduzem a
eficiéncia alimentar e aumentam a metabdlica (BURNEIKO et al., 2006), o que pode explicar

a dieta hiperlipidica ndo ter apresentado resultados estatisticamente significantes sobre o
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ganho de peso. Provavelmente, a discrepancia entre os resultados de diferentes trabalhos
encontrados na literatura se deve ao tempo de manutengao dos ratos na referida dieta, bem
como ao momento do inicio do tratamento (KUSUNAKI et al., 1993; KIM et al., 2000;
DUARTE et al.,, 2006). Estudos com ratos demonstram que, quando 0S animais Sao
alimentados desde o nascimento com grande quantidade de gordura, existe uma maior
predisposi¢do a se tornarem obesos posteriormente (SCAFLANI et al., 1992), assim como
demonstrado em humanos que possuem alimentacdo semelhante desde a infancia (MILLER,
1979).

Embora as dietas que apresentam alto teor de gordura estejam associadas a hiperfagia
(KIM et al., 1998), ndo foi encontrado, no presente estudo, alteragfes significativas no
consumo caldrico entre os animais dos grupos alimentados com dieta hiperlipidica e dieta
balanceada, a exemplo do relatado por Oscai et al., 1987 e Duarte et al., 2006. No entanto,
estes achados sdo conflitantes, uma vez que a reducdo do consumo cal6rico em animais
submetidos & dieta rica em gordura foi relatada por Kretschmer et al., 2005. Em ratos, a
quantidade caldrica ingerida voluntariamente é bem regulada, contudo é possivel desencadear
0 desenvolvimento da obesidade mesmo sem aumento da quantidade de alimento ingerido,
pois mudangas na composi¢gdo de nutrientes podem alterar a eficiéncia na utilizagcdo do
alimento e, consequentemente, aumentar 0os estoques de gordura por caloria consumida
resultando no desenvolvimento da obesidade. Neste estudo, encontrou-se que, mesmo sem
alterar a quantidade de caloria consumida, a dieta hipercalipidica aumentou significativamente
0s estoques de gordura central, representados pelo aumento no peso relativo do tecido adiposo
branco retroperitoneal. Tais achados sdo similares aos encontrados por Rozen et al., 1994,
Bernardes et al., 2004; Duarte et al., 2006. Alguns estudos tém discutido os efeitos do
consumo de dietas hiperlipidicas sobre a adiposidade intra-abdominal e sua relagdo com o
desenvolvimento da obesidade e de doencas cronicas ndo transmissiveis (MAZONI et al.,
2005; HIDA et al., 2005). Existem algumas possibilidades para justificar o aumento da
adiposidade central decorrente da ingestdo de dieta hiperlipidica. No estudo desenvolvido por
Llad6 e colaboradores em 2002, os autores observaram reducdo na atividade lipolitica do
tecido adiposo retroperitoneal apds ingestdo de dieta de cafeteria. Segundo os autores, esta
reducdo foi consequéncia da alteracdo dos receptores adrenérgicos (diminuicdo dos f3-
adrenorreceptores e aumento dos a-adrenorreceptores) resultando, assim, em aumento do
tecido adiposo retroperitoneal. No entanto, Romieu e colaboradores acreditam que o tipo de
lipidio ingerido na dieta pode influenciar o acumulo de adiposidade, visto que alguns

trabalhos mostram significativa correlagdo entre percentual de gordura corporal e percentual
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de gordura saturada e monoinsaturada ingerida na alimentacdo (ROMIEU et al., 1988). Awad
e Zepp, ja haviam demonstrado, em 1979, que ratos alimentados com dieta rica em acidos
graxos saturados (AGS) apresentavam menor taxa de lipdlise em relacdo a animais
alimentados com dieta rica em &cidos graxos poli-insaturados, devido a menor atividade da
lipase horménio sensivel. Posteriormente (1986), os mesmos autores demonstraram que a
dieta rica em AGS altera a composi¢do do triacilglicerol nos adipécitos, modificando a
posicdo dos acidos graxos. Deste modo, os autores acreditam que uma possibilidade para
reducdo da atividade lipolitica resultante da dieta rica em AGS seja uma consequéncia de uma
menor afinidade entre a lipase hormonio sensivel e o triacilglicerol modificado. A distribuicdo
da gordura corporal exerce grande influéncia nas anormalidades associadas a obesidade, tais
como: alteracfes no metabolismo glicémico e lipidico, sendo estas as mais encontradas em
individuos que possuem obesidade central (abdominal) em relacdo aqueles com obesidade
inferior (femoral) (LAFONTAN & LANGIN, 2009).

O exercicio fisico tem sido recomendado como importante terapia ndo farmacolégica
na prevencdo e tratamento das doencas cronico degenerativas, incluindo a hipertenséo arterial,
diabetes mellitus, aterosclerose, patologias cardiovasculares e obesidade, (ACSM, 2007). O
processo de defesa ou prevencdo do organismo frente a obesidade é bastante discutido. E
sabido que a prética regular de atividade fisica pode prevenir ou reduzir os efeitos deletérios
destas condicdes patoldgicas (ZANESCO & ANTUNES, 2007). Diversos estudos reportam
que o exercicio fisico moderado realizado sistematicamente de trés a cinco vezes/semana
promove reducdo no peso corporal e na adiposidade, além de melhorar o perfil lipidico e
glicidico (SCHRAUWEN et al., 2000; GAUTHIER et al., 2002; BERNARDES et al., 2004;
DIZDAR et al.,, 2004; BURNEIKO et al., 2006). Neste estudo, o treinamento fisico de
moderada intensidade, durante 16 semanas, promoveu menor ganho de massa corporal, tanto
para os animais alimentados com dieta balanceada como para aqueles tratados com dieta
hiperlipidica. O peso relativo dos tecidos adiposos brancos retroperitoneal e subcutaneo néo
diminuiu ap6s o treinamento fisico para os animais que receberam dieta hiperlipidica quando
comparados aos grupos sedentdrio e destreinado, no entanto, esses animais ndo se
diferenciaram dos grupos que receberam dieta balanceada, mostrando dessa forma, efeitos
benéficos do exercicio fisico em diminuir o acimulo de gordura em animais tratados com
dieta hiperlipidica. Alguns estudos, encontraram resultados similares quanto ao ganho de
peso, que foi menor para os animais tratados com dieta hiperlipidica e submetidos ao
treinamento fisico (ZAMBON et al., 2009; CHEIK et al., 2006; BERNARDES et al., 2004).

J& com relacdo ao acumulo de gordura abdominal, diferente deste estudo, estes autores
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encontraram menor deposicdo de gordura no tecido adiposo branco retroperitoneal nos
animais treinados.

Quanto ao perfil lipidico, observou-se que o colesterol total apresentou maiores
concentracfes para 0s animais dos grupos alimentados com dieta hiperlipidica e que o
treinamento fisico ndo foi capaz de atenuar este aumento, corroborando com resultados
encontrados na literatura (ZAMBON et al., 2009; CHEIK et al., 2006; BERNARDES et al.,
2004). Mas o treinamento fisico foi capaz de reduzir niveis de AGL e de aumentar niveis de
HDL-colesterol nos animais mantidos com dieta hiperlipidica e ao treinamento. Tais
resultados sugerem que, diferengas nas concentragdes de colesterol total ndo foram
encontradas entre os grupos tratados com dieta hiperlipidica ap6s o treinamento fisico,
podendo ser devido ao aumento nas concentracfes de HDL-C verificado apos intervencao
para este grupo. As concentracdes de triglicerideos, glicose e insulina séricas ndo foram
alteradas pela influéncia da dieta bem como do treinamento fisico, diferentemente dos
resultados encontrados nos estudos anteriormente citados, onde foi observado aumento dos
triglicerideos e glicemia nos animais tratados com dieta hiperlipidica e posterior reducéo
desses valores nos animais submetidos ao treinamento.

O teste de toleréncia a glicose oral (GTTo) mostrou neste estudo, que ratos tratados
com dieta rica em gordura tiveram menor tolerancia a glicose, conforme indicaram os maiores
valores de area sob a curva glicémica durante o teste, quando comparados aos animais
alimentados com a dieta balanceada. Ao contrario disto, a tolerancia a glicose dos animais
tratados com dieta hiperlipidica e submetidos ao treinamento fisico moderado por 16 semanas
(HT150), foi maior em relagdo os animais sedentarios e destreinados que consumiram dieta
rica em gordura e, ndo se diferenciou dos grupos alimentados com dieta balanceada,
demonstrando assim que, o treinamento fisico por 16 semanas reverteu essa condicdo. A
tolerancia a glicose reduzida é um estagio intermediario entre a homeostase glicémica e a
resisténcia & insulina (ADA, 1997). Diversos fatores estdo descritos como causas dessa
condicdo, tais como infeccdes, citotoxicidade ou lesGes nas células beta, sedentarismo,
obesidade, desnutricdo, estresse, doencas pancreaticas entre outros (SMITH et al., 2000),
fatores estes que levam a um desequilibrio na captacdo periférica de glicose (musculatura
esquelética e tecido adiposo) podendo assim levar a intolerancia a glicose (BELKACEMI et
al., 2010).

Em relacdo a taxa de remocdo de glicose durante o teste de tolerancia a insulina (TTI),
observou-se neste estudo que, tanto a administracdo de dieta hiperlipidica quanto a

inatividade fisica colaboraram para a instalacdo do estado de resisténcia a insulina. No
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entanto, os animais submetidos ao treinamento fisico por 16 semanas tiveram essa condi¢ao
revertida. Resisténcia a insulina (RI) é causada por deficiéncia no seu receptor ou por defeito
em algum mecanismo poés-receptor durante sua utilizacdo e assim leva a diminuicdo e/ou
incapacidade da insulina em estimular a utilizacdo de glicose (KIM et al., 1996; ADA, 1997).
Vérios fatores regulatorios produzidos e secretados pelos adipocitos interferem negativamente
na acdo da insulina, agindo tanto em seu receptor quanto em moléculas pds-receptor,
resultando em RI induzida pela obesidade (PAULI et. al., 2009). Pagliassotti et al., em 2000,
demonstraram resultados semelhantes em ratos alimentados com dieta hiperlipidica, onde a
reducdo da agdo da insulina ocorreu independente de alteragfes na gordura corporal dos
animais. Hansen et al., em 1998, observaram em ratos que, ap6s 8 semanas de administracdo
de dieta rica em lipidios, houve reducdo na translocacdo de GLUT-4 tanto mediada pela
insulina como pela contracdo muscular. Segundo Pauli et al., em 2009, ratos obesos,
induzidos por dieta rica em gordura, apresentam menor sensibilidade a insulina, verificada
pela menor taxa de remocdo da glicose durante o teste de tolerancia a insulina, sendo que 0s
autores verificaram significativa reducdo na fosforilacdo do IR, IRS-1 e Akt no musculo
gastrocnémio desses animais. No entanto, quando os animais foram submetidos a um
protocolo de exercicio fisico, resultados positivos foram encontrados, tais como aumento na
taxa de remocdo da glicose ao final do teste de tolerancia a glicose e significativo aumento na
fosforilacdo das proteinas IR, IRS-1 e Akt estimulada por insulina. Além disso, o exercicio
fisico reduziu a expresséo e/ou atividade de proteinas intracelulares de efeito negativo sobre a
via de sinalizacdo da insulina, por exemplo, PTP1B, JNK, IKK e iNOS, e com isso aumentou
a sensibilidade a insulina e melhorou a captacao de glicose, mesmo na obesidade (ROPELLE,
2006; HANDSCHIN, 2008). A melhora do metabolismo da glicose em individuos exercitados
deve-se ainda ao efeito do exercicio de aumentar a translocacdo de GLUT-4 por vias
moleculares distintas, mediadas por insulina (via IR, IRSs, PI3K, Akt) e /ou via AMPK para a
membrana do musculo esquelético, independente de promover reducdo de massa corporal
(JAMES, 1983; LUCIANO, 2002).

Este € um dado importante, visto que muitos trabalhos demonstram que alteracfes na
acdo da insulina seriam responsaveis por desencadear o desenvolvimento de diversas
patologias, tais como: diabetes mellitus, hipertenséo arterial, dislipidemia, aterosclerose entre
outras doencas crénico degenerativas (VAN GAAL, 2006).

Um recente estudo abordando a deposicdo de gordura ectopica em diversos tecidos,
tais como figado, masculo esquelético, pancreas e coracdo, relaciona obesidade, disfuncéo do

tecido adiposo e resisténcia a insulina com uma condicéo fisiopatoldgica (SNEL et al., 2012).
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Gordura ectdpica e definida como armazenamento de triglicerideos em outros tecidos que néo
o0 tecido adiposo. A causa da disfuncdo do tecido adiposo e consequente armazenamento de
gordura ectopica é pouco conhecida. Segundo Bluher, 2009, fatores genéticos, ambientais e
comportamentais estdo envolvidos podendo favorecer uma resposta fisiopatoldgica para esse
acumulo de gordura excessivo. Adipécitos humanos podem crescer até 20 vezes de didmetro
e milhares de vezes em volume (JERNAS et al., 2006). No entanto, quando adipdcitos se
tornam muito grandes (disfuncionais), estes liberam mais adipocinas, desencadeando maiores
respostas inflamatdrias, podendo assim desencadear hipdxia pela vascularizagdo inadequada
para o tecido adiposo expandido. Além disso, essa hipoxia ou 0 excesso de energia
armazenada nos adipdcitos induzem ao estresse de reticulo endoplasmatico (RE) levando a
uma resposta de formacdo de proteinas desdobradas (OZCAN et al., 2004). No RE, as
proteinas sédo traduzidas, enoveladas e avaliadas quanto a qualidade antes de serem liberadas.
Com o estresse de RE, o nimero de proteinas deformadas aumenta e dispara respostas de
proteinas desdobradas (UPR). A resposta de proteinas desdobradas ativa genes relacionados
ao controle de qualidade de proteinas para aliviar o estresse de RE, mas por outro lado,
desencadeia a ativacdo de vias inflamatdrias e a producdo de citocinas e quimiocinas que
interferem na via de sinalizacdo da insulina. A partir disso, os adipdcitos disfuncionais atraem
células do sistema imunoldgico (principalmente os macréfagos) para dentro da fracdo
vascular estromal (espaco no tecido adiposo). Os macréfagos infiltrantes, neste caso, atuam
fisiologicamente, pois o estresse de RE gera respostas que irdo ativar vias apoptéticas e assim
degradar precocemente alguns adipdcitos. Visto isso, adipdcitos disfuncionais desencadeiam
maiores respostas inflamatorias, por excederem a capacidade de armazenamento de
triglicerideos que resulta em hipoxia, levando assim ao estresse de RE. O RE leva a apoptose
celular e essa condicdo leva a um ciclo de feedback positivo para a infiltragdo de macréfagos,
que recrutam mais células do sistema imunoldgico, e um estado de inflamacdo cronica é
induzido (GREGOR & HOTAMISLIGIL, 2007). Algumas das citocinas e adipocinas,
produzidas a partir desse processo, interferem na diferenciacdo dos adipécitos, e outras na
sinalizacdo da insulina. O TNF-a ¢ a IL-6, por exemplo, prejudicam a diferenciacdo de
adipdcitos, reduzem a capacidade de armazenamento de lipidios e aumentam a lipélise nos
mesmos (aumentando as concentracdes de AGL). O aumento da lipdlise € um dos principais
fatores para alteragdes funcionais, resultando em incapacidade de recaptacdo de AGL em
excesso na circulacdo e isto induz a um redirecionamento de lipidios para tecidos periféricos,
incluindo o mdsculo esquelético, figado, coracdo e pancreas, ou seja, maior deposicdo de

gordura ectdpica (BLUHER et al., 2009). Se nestes tecidos, o fornecimento de lipidios excede
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sua capacidade oxidativa, ocorre acumulo de lipidios intracelular e a funcdo destes 6rgaos
pode ser prejudicada. Ndo é o AGL por si, mas sim o acumulo de intermediarios do
metabolismo lipidico que parece perturbar os processos metabolicos e prejudicar as fungoes
dos orgéos atingidos. Os AGLs sdo captados pelas células através de transporte especifico nas
membranas e ja no meio intracelular, proteinas citosolicas especificas guiam 0s acidos graxos
de cadeia longa (AGCL) para os locais de oxidacdo ou esterificacdo. No tecido cardiaco, por
exemplo, o aumento de AGCL promove reducdo da oxidacdo de acidos graxos e maior
formacdo de diacilglicerol (DAG) e ceramida resultando em alteracdes prejudiciais para a
funcdo do miocéardio. O DAG fosforila e ativa a proteina quinase C (PKC) que inibe a
sinalizagéo de insulina, resultando em menor captagéo de glicose e comprometendo a fungéo
celular. A ceramida promove uma disfuncdo mitocondrial, contribuindo para menor oxidagéo
de acidos graxos, que também possui efeitos negativos na funcdo do miocardio (SNEL et al.,
2012).

Em modelos animais, o acimulo de TG no miocérdio resultou em disfuncdo cardiaca,
conforme descrito por Zhou et al., 2000 e Christoffersen et al., 2003. Em humanos, € possivel
medir o acimulo de TG do miocardio com grande sensibilidade por hidrogénio marcado
através de ressonancia magnética (1H-MRS) (VAN DER MEER et al., 2007). Dessa forma,
Rijzewijk et al., em 2008 e lozzo et al., em 2009, verificaram que pacientes com intolerancia a
glicose e DM2 tém um aumento no teor de TG cardiaco e esse acumulo de gordura estava
associado com infarto e comprometimento da funcgéo diastolica do ventriculo esquerdo. Além
disso, 0 aumento da absor¢do de acidos graxos cardiacos foi encontrado em individuos obesos
saudaveis e doentes (DM2) comparados a individuos magros saudaveis (PETERSON et al.,
2004; RIJZEWIK et al., 2009). Posteriormente, Rijzewijk e colaboradores em 2009,
investigaram o destino dos &cidos graxos intracelulares em individuos com DM2 em
comparacdo ao controle e verificaram aumento e ndo reducdo da oxidacéo de acidos graxos
(RUZEWNK et al., 2009). Em estudos envolvendo exercicio fisico, verificou-se que em
sujeitos de meia-idade com sobrepeso ou obeso, apds treinamento combinado (aerébio e
resistido) por 12 semanas, o acumulo de lipidios cardiacos reduziu e melhorou a funcéo
ventricular esquerda (SCHRAUWEN-HINDERLING et al., 2010). Em obesos com DM2, no
entanto, uma intervencdo comparavel a anterior por 12 semanas néo teve efeito sobre o teor
de lipidios cardiacos, embora a sensibilidade a insulina bem como a fracdo de ejecdo do
ventriculo esquerdo foram melhoradas. Assim, os dados acima sugerem que a diminuicdo de
lipidios cardiacos ndo é um fator determinante para melhora da funcdo do ventriculo

esquerdo. No entanto, verifica-se na literatura que a gordura ectépica no miocardio pode estar
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associada a funcdo diastolica prejudicada (RIJZEWIIK et al., 2009) e resisténcia a insulina
(GREIF et al., 2009). O treinamento fisico por 12 semanas melhora a fracdo de ejecdo do
ventriculo esquerdo, tanto em obesos como em diabéticos tipo 2, conforme mostraram o0s
estudos acima citados.

Neste estudo, nenhuma diferenca foi encontrada nas analises cardiacas, o que nos leva
a acreditar que ndo houve acumulo de gordura ectopica no miocardio em resposta a
administracao de dieta hiperlipidica. Apesar de verificar maior acimulo de gordura no tecido
adiposo branco e alteracbes no perfil lipidico, como maiores concentracdes de AGL e
colesterol total e menores niveis de HDL-C, além de outras alteragdes metabdlicas como
intolerdncia a glicose e menor sensibilidade a insulina nos animais tratados com dieta
hiperlipidica, o alto consumo de gordura ndo promoveu alteracfes cardiacas, dessa forma néo
foi possivel analisar os efeitos preventivos do treinamento aerébio moderado sobre tais
parémetros.

Sobre todos os beneficios do exercicio fisico, a questdo de, por quanto tempo esses
beneficios sdo mantidos depois de cessado o treinamento ainda permanece. Ha uma escassez
de dados sobre o impacto do destreinamento sobre os parametros avaliados neste estudo.
Através dos resultados encontrados, verificamos que o efeito benéfico do exercicio fisico
sobre 0 ganho de peso, que foi menor para os animais treinados, ndo foi mantido ap6s 8
semanas de destreinamento, ndo havendo diferenga entre os animais sedentéarios e os dos
grupos destreinados. O mesmo foi encontrado para o acumulo de gordura no tecido adiposo
branco retroperitoneal e subcutaneo e para os dados séricos. A melhora na sensibilidade a
insulina e tolerancia a glicose para os animais treinados foi completamente revertida apos
interrupcdo do exercicio fisico. Na literatura encontram-se resultados parecidos quanto ao
efeito reverso do destreinamento. Bocalini et. al. (2010), avaliando a funcdo cardiaca em
ratos, encontraram remodelamento do miocardio e melhor desempenho contratil induzidos
pelo exercicio fisico, no entanto, essas mudancas foram perdidas depois de um curto periodo
de destreinamento. Yasari et. al. (2007), verificaram em ratos obesos induzidos com dieta
hiperlipidica, um maior acimulo de gordura corporal apos 4 semanas de destreinamento em
relacdo aos animais treinados, e assim como neste estudo, ndo encontraram diferencas em
comparacdo aos animais sedentérios. Evangelista et. al. (2005), estudaram 0s mecanismos
autondmicos e ndo autondémicos na bradicardia de repouso em ratos e verificaram que a
melhora da bradicardia de repouso proporcionada pelo exercicio fisico foi perdida apés 2
semanas de destreinamento. Mostarda et. al. (2009), ao contrario, demonstrou em ratos

diabéticos tipo 1, que disfuncdes cardiovasculares e autondmicas que foram revertidas pelo



36

exercicio fisico, foram parcialmente mantidas apds 3 semanas de destreinamento, visto que as
variaveis analisadas ndo retornaram aos valores basais ap6s este periodo.

Assim, os estudos supracitados demonstram, em sua maioria, que os beneficios
observados apos treinamento fisico em ratos ndo sdo mantidos apds periodos variados de

destreinamento.
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10 CONCLUSAO

A partir de nossos resultados, podemos concluir que o treinamento aerébio moderado
por 16 semanas atenuou o ganho de massa corporal, reverteu a condi¢do de intoleréncia a
glicose e aumentou a sensibilidade a insulina, diminuiu as concentragdes de AGL e aumentou
os niveis de HDL-C em animais tratados com dieta hiperlipidica. Os beneficios decorrentes
do treinamento fisico ndo foram mantidos apds o destreinamento. O periodo experimental ndo
foi capaz de promover alteracBes cardiacas, assim, outros estudos fazem-se necessarios,
visando promover alteracdes cardiacas, e entdo avaliar os efeitos do exercicio fisico sobre tais

alteracdes.
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