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RESUMO

SILVA, Angela Antunes, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de 2011. Influéncia
do treinamento em natacdo sobre fatores de risco cardiovascular em modelo
experimental da sindrome metabolica. Orientador: Antonio José Natali. Coorientadores:
Maria do Carmo Gouveia Peluzio e Thales Nicolau Primula Gomes.

Este estudo teve como objetivo verificar os efeitos do treinamento em natacdo sobre
fatores de risco cardiovascular em modelo experimental da sindrome metabdlica (SM). Foram
utilizados 46 ratos espontaneamente hipertensos (SHR) com 2 dias de vida, peso inicial de
6,496 £ 0,177 g (média = desvio padrao). Do segundo ao oitavo dia de vida, 23 ratos
receberam injegdes subcutineas de solugdo de glutamato monossddico (MSG) uma vez ao
dia, na dose de 4 mg/g de peso corporal (grupo MSG). Os animais restantes receberam
injecdes subcutaneas com a mesma dosagem de solugdo salina (grupo SAL, n=23). Apos 20
semanas de vida, os grupos foram distribuidos em MSG.b, SAL.b (grupos baseline), MSG.c,
SAL.c (grupos controle), MSG.t, SAL.t (grupos treinados). Os animais dos grupos treinados
foram submetidos ao treinamento em natacdo (5x/semana, 1 hora/dia, 80% da capacidade
aerdbica) por 8 semanas. Ganho de peso corporal, consumo alimentar, pressdo arterial,
tolerancia a glicose, sensibilidade a insulina, insulinemia de jejum, adiposidade visceral, area
dos adipdcitos viscerais e composicao da carcaca eviscerada foram avaliados antes e apds o
treinamento. O tratamento com MSG aumentou (p<0,05) a adiposidade visceral, a area dos
adipocitos viscerais e o percentual de gordura da carcaga, e reduziu (p<0,05) o percentual de
proteina e de 4gua da carcacga e a tolerancia a glicose. O treinamento em natagdo reduziu
(p<0,05), a pressao arterial (MSG.t e SAL.t), a adiposidade visceral (MSG.t), e aumentou
(p<0,05) a tolerancia a glicose (MSG.t e SAL.t), a sensibilidade a insulina (MSG.t), o
percentual de dgua da carcaca (SAL.t) e o percentual de proteina da carcaga (MSG.t).
Concluiu-se que o treinamento em natagdo foi eficiente em melhorar a pressao arterial, a

adiposidade visceral e o metabolismo da glicose no modelo experimental de SM.

xii



ABSTRACT

SILVA, Angela Antunes, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August, 2011. Influence
of swim training on cardiovascular risk factors in an experimental model of metabolic
syndrome. Adviser: Anténio José Natali. Co-Advisers: Maria do Carmo Gouveia Pelazio and
Thales Nicolau Primula Gomes.

The aims of this study were to investigate the effects of swimming on adiposity,
blood pressure, glucose tolerance and insulin sensitivity in an animal model of metabolic
syndrome (MS). Forty six two-day old spontaneously hypertensive rats (SHR) [body weight =
6.496 £ 0.177 (mean £ SD)] were used. From the second to the eighth day of life 23 rats
received subcutaneous injections of monosodium glutamate (MSG) daily [4 mg / g body
weight (MSG group)]. The other 23 animals received subcutaneously the same dosage of a
saline solution (SAL group). After 20 weeks of life, these groups were divided into MSG.b,
SAL.b (baseline group), MSG.c, SAL.c (control groups), MSG.t, SAL.t (training groups).
Animals from trained groups were submitted to a swimming training program (5 days/week, 1
hour/day, 80% of aerobic capacity) for 8 weeks. Body weight gain, food consumption, blood
pressure, glucose tolerance, insulin sensitivity, fasting insulin, visceral adiposity, visceral
adipocyte area and composition of the eviscerated carcass were evaluated before and after the
training period. Treatment with MSG increased (p <0.05) visceral adiposity, visceral
adipocyte area, the percentage of carcass fat, and reduced (p <0.05) the percentage of protein
and water in the carcass, and glucose tolerance. The swimming training program reduced (p
<0.05), blood pressure (MSG.t SAL.t) visceral adiposity (MSG.t), and increased (p <0.05)
glucose tolerance ( MSG.t SAL.t), insulin sensitivity (MSG.t), the percentage of water
consumption (SAL.t) and the percentage of protein in the carcass (Msg. t). It was concluded
that swimming training is effective in improving blood pressure, visceral adiposity, and

glucose metabolism in the experimental model of MS.
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1. INTRODUCAO

A sindrome metabdlica (SM) ¢ caracterizada pela unido de fatores de risco com
origem metabodlica inter-relacionados, que promovem diretamente o desenvolvimento de
doenca cardiovascular aterosclerdtica (Grundy et al., 2005). Dentre estes fatores estdo a
obesidade, a resisténcia a insulina, a hipertensao arterial e as dislipidemias (Duvnjak and Duvnjak,

2009).

Os dados da literatura apontam para uma maior atencdo na obesidade abdominal e
na resisténcia a insulina no desenvolvimento de enfermidades secundarias a SM. Contudo,
outras condigdes podem estar associadas neste quadro, como a inatividade fisica, o
envelhecimento, a desordem hormonal e a dieta aterogénica (Grundy et al., 2005; Moreira et

al., 2011).

Por outro lado, estudo aponta a resisténcia a insulina (RI) como o principal fator de
risco da SM, uma vez que nao € necessaria a presenca da obesidade para o desenvolvimento
de RI. Sdo encontrados individuos magros resistentes a insulina, que podem ser considerados
com diagndstico de SM (Grundy et al., 2005).

No estado resistente, ocorre a secre¢do da insulina pelas células B do pancreas,
secundaria aos estimulos dos substratos energéticos. Contudo, acdo abrangente da insulina em
varios tecidos periféricos esta prejudicada, principalmente no musculo esquelético (Kim et al.,
2006; Martins and Carpinelli, 2002; Zecchin et al., 2005). Neste ambito, os niveis circulantes de
insulina ndo promovem reducdo da glicemia, fazendo com que as células pancreaticas, em um
mecanismo de compensacdo, liberem mais insulina para corrente sanguinea (Tambascia and
Geloneze-Neto, 2005).

A hiperinsulinemia esta relacionada com o desenvolvimento de outros fatores de risco. A
elevacdo da insulinemia esta relacionada com maior retengdo de sédio pelos tubulos renais,
estimulacdo do sistema nervos simpatico e aumento da responsividade da adrenal pela
angiotensina II, provendo maior secrecao de aldosterona e elevando, conseqiientemente, a pressao
arterial (DeFronzo and Ferrannini, 1991).

Por outro lado, na obesidade, o tecido adiposo visceral fornece um consideravel aporte

de 4cidos graxos livres ao figado, que contribui para a insulinorresisténcia (Watanabe and



Tochikubo, 2003). Em modelo animal de obesidade neuroenddcrina, foi observado que a gordura
visceral estd mais relacionada com a resisténcia hepatica a insulina, enquanto que a resisténcia
periférica a este hormonio esta similarmente relacionada com a adiposidade visceral e

subcutanea (Kim et al., 1999).

A obesidade também esta relacionada com a elevacdo dos niveis pressoricos
arteriais. Com o aumento excessivo da adiposidade ¢ observado aumento da atividade
simpatica, e acréscimo na expansdo do volume extracelular e do fluxo sangiiineo regional,
resultando aumento do débito cardiaco, sendo que o resultado da unido destes fatores ¢ o

aumento da pressao arterial (Hall et al., 1993).

Neste sentido, a unido destes fatores de risco desencadeia o aparecimento de doengas
cardiovasculares, aumentando a mortalidade (Godoy-Matos, 2005). Somado a este fato, ¢
observado que a prevaléncia da SM vem aumentando em todo mundo, nas variadas camadas
sociais, atingindo desde paises desenvolvidos a subdesenvolvidos. S3ao observadas
prevaléncias de 43,7% em populacdo urbana do estado do Texas (EUA), 18,5% em
adolescentes portugueses (Moreira et al., 2011), 22,1% em adultos de 45 a 65 anos em regides
rurais da Africa do Sul (Motala et al., 2011), 12,5% em adultos da capital da Etiopia (Tran et
al., 2011), de 40,5% em adultos de 30 a 70 anos em cidade paulista no Brasil (Gronner et al.,
2011), de 65,3% em populagdo indigena brasileira com mais de 40 anos (da Rocha et al.,

2011).

Ainda, ¢ observado que a alarmante prevaléncia de SM estd relacionada com
sedentarismo e grau de aptidao fisica (da Rocha et al., 2011; Gavrila et al., 2011; Yamamoto
et al., 2011). Por outro lado, estudos evidenciam que programas de treinamento sao eficazes
em reduzir e/ou reverter a presenca dos fatores risco componentes da SM (Dutheil et al.,

2011; Martin-Cordero et al., 2011Db).

Por meio de mudangas no estilo de vida, com o desenvolvimento de praticas ndo
onerosas, como o aumentando o nivel de atividade fisica, pode-se reduzir a elevada
mortalidade secundaria a MS (Dutheil et al., 2011). Diante destes fatos, fica evidente a
importancia de estudos que busquem contribuir para o conhecimento dos mecanismos de

desenvolvimento e de medidas terapéuticas ndo farmacoldgicas da SM.



3. REVISAO DA LITERATURA

Esta dissertagdo trata dos efeitos do exercicio fisico regular sobre os principais fatores
de risco cardiovascular componentes da sindrome metabolica, e sera desenvolvida utilizando-
se um modelo experimental que apresenta concomitantemente hipertensao arterial, obesidade
e resisténcia a insulina. Portanto, esta revisao de literatura abordara a SM, as interrelagdes
entre a hipertensao arterial, a obesidade e a resisténcia a insulina, os efeitos da atividade fisica

na SM, e os mecanismos envolvidos no estabelecimento da SM em um modelo animal.

3.1. Sindrome metabdlica

A sindrome metabdlica (SM) refere-se a unido de varios fatores de risco cardiovasculares,
incluindo a obesidade, resisténcia a insulina, hipertensdo arterial e dislipidemias. Apesar do
diagnostico da sindrome ser motivo de controversas no ambito médico, devido as diversas
defini¢cdes encontradas na literatura, seu delineamento clinico e epidemiologico ¢ importante
(Duvnjak and Duvnjak, 2009). Sabe-se que ¢ estimado um risco trés vezes maior no
desenvolvimento de doengas cardiovasculares em individuos com SM (Grundy, 2008).

Na literatura, varias defini¢des para a SM t€m sido propostas, sendo que a obesidade e
a resisténcia a insulina tem sido consideradas os fatores patogé€nicos mais importantes da
sindrome. Contudo, existem trés classificagdes principais, a definicdo da Organizagao Mundial
de Satde (OMS), da National Cholesterol Education Progam’s Adult Treatment Panel III (NCEP
—ATPIII) e da Federacdo Internacional de Diabetes (IDF) (Duvnjak and Duvnjak, 2009).

A primeira defini¢do para SM foi proposta em 1998 pela OMS, que preconiza como
énfase e ponto de partida a presenga de anormalidades na tolerancia a glicose ou a resisténcia a
insulina. Somando ao disturbio do metabolismo da glicose, dois ou mais dos seguintes critérios
devem estar presentes para confirmagdo do diagnostico: hipertensdo arterial sistémica (pressao
arterial > 140/90 mmHg ou uso de medicagdo anti-hipertensiva); triglicerideos séricos elevados (>
150 mg/dl) e/ou diminuicao do HDL colesterol (HDL < 35 mg/dl para homens, < 39 mg/dl para
mulheres); relacdo cintura/quadril elevada (> 0,90 para homens e 0,85 para mulheres) e/ou indice
de massa corporal (IMC) > 30kg/m’; e microalbuminiria (taxa de excregdo de albumina > 20

mg/min.) (Alberti and Zimmet, 1998).



A segunda definicao desenvolvida foi a do NCEP —ATPIII, que utiliza critérios clinicos
mais acessiveis aos profissionais de saide, uma vez que nao exige a comprovacao de resisténcia a
insulina, facilitando a sua utilizagdo. Segundo o NCEP-ATPIII, a SM ¢ diagnosticada em
individuos que apresentam pelo menos trés dos seguintes componentes: obesidade abdominal
(homens > 102 cm mulheres >88 cm); hipertrigliceridemia (> 150 mg/dl); niveis baixos de HDL
colesterol (homens < 40 mg/dl, mulheres < 50 mg/dl); pressao arterial elevada (> 130 mmHg ou >
85 mmHg); e glicemia de jejum elevada (= 110 mg/dl) (NCPE, 2001).

Em 2005, IDF prop6s uma nova definicdo projetada para uma ampla aplicagdo na
pratica clinica. Nesta nova defini¢do, a presenga da obesidade visceral, avaliada de acordo
com a etinia pela circunferéncia da cintura, passa a ser a caracteristica fundamental no
diagnostico da SM. Somando a confirmagdo da obesidade visceral, dois ou mais dos seguintes
critérios devem estar presentes para estabelecer o diagnoéstico: hipertrigliceridemia (= 150
mg/dl); niveis reduzidos de HDL-colesterol (homens < 40 mg/dl, mulheres < 50 mg/dl); pressao
arterial elevada (> 130/85 mmHg); glicemia de jejum elevada (> 100 mg/dl) ou diabetes melitus; e
terapia medicamentosa para dislipidemia ou/e hipertensdo arterial (Alberti et al., 2005).

Uma vez que a definicdo da OMS apresenta limitagdes na sua utilizagdo na pratica clinica,
devido a comprovagdo primordial da resisténcia a insulina, no Brasil a I Diretriz Brasileira de
Diagnostico e Tratamento da Sindrome Metabolica recomenda a utilizagdo dos critérios
diagnosticos do NCEP —ATPIII (SBH, 2004). Contudo, os estudos ndo chegaram a um consenso
sobre a especificidade e sensibilidades da prevaléncia da sindrome entre as defini¢cdes, o que
dificulta a analise da prevaléncia da SM entre diferentes estudos epidemiologicos (Picon et al.,
2006). Entretanto, alguns pesquisadores tém dado a obesidade e a resisténcia a insulina o titulo de
pilares basicos da fisiopatologia da SM (Singh and Saxena, 2010).

Os componentes da SM estdo isoladamente associados ao maior risco de doenca aguda
coronariana, acidente vascular cerebral e mortalidade cardiovascular. Entretanto, estes riscos
aumentam ainda mais quando os componentes da SM se associam. A presenca da SM em
individuos com doencas cardiovasculares aumenta a mortalidade geral em torno de 1,5 vezes e a
cardiovascular em 2,5 vezes (SBH, 2004). Contudo, a literatura mostra que os fatores de risco
cardiovascular tendem a ocorrem juntos, e que a modificagdo do estilo de vida, como
mudanga dietética e aumento da atividade fisica, podem afetar concomitantemente estes
fatores, reduzindo o risco de doenga cardiovascular (Huang, 2009).

Portanto, com a tendéncia de agrupamento dos fatores de risco, juntamente com a

capacidade conjunta destes responderem as modificagdes do estilo de vida, sugere-se que os



fatores de risco cardiovasculares nao sejam independentes, € que compartilhem caracteristicas
causas e mecanismos (Grundy et al., 2005).

3.2. Resisténcia a Insulina

A resisténcia a insulina é considerada o principal fator de risco componente da SM por
alguns autores (Grundy et al., 2005). A defini¢do da OMS (1998) também coloca como requisito
a presenca de anormalidades na tolerancia a glicose ou a resisténcia a insulina no diagndstico de
individuos com SM (Alberti and Zimmet, 1998). Estes fatos refletem o grau de relevancia e papel
protagonista da Rl na fisiopatologia da SM.

A insulina ¢ secretada pelas células [ pancreaticas, e sua agdo fisiologica ocorre
depois da sua ligagdo a um receptor especifico de membrana, composto por duas subunidades
a e duas subunidades B. A ligacdo da insulina na subunidade a, ativa subunidade 3 gerando
alteragdo conformacional e autofosforilagdo (Zecchin et al., 2005). Esta fosforilagdo resulta
na ativacdo de duas vias paralelas: a via fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) e a via proteina
quinase ativada por mitogénese (MAPK). A via PI3K ¢ responsével, nas células do endotélio
vascular, pela ativacdo da enzima 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS). Na superficie das
células do musculo esquelético e do tecido adiposo esta via estimula a translocacdo do
transportador GLUT4, levando ao aumento da captagdo de glicose. A via MAPK leva a
vasoconstricdo, expressao de moléculas de adesdo, maior interagdo leucécito-endotélio, e
efeitos de crescimento e mitogénese na célula vascular muscular lisa (Huang, 2009).

Dentre os efeitos metabdlicos da insulina destacam-se captagdo de glicose e sintese de
glicogénio e inibicdo da glicogendlise no musculo esquelético e no figado, sendo que no
figado ocorre também a diminuicdo da gliconeogénese. No tecido adiposo ¢ observada a
inibi¢do da lipdlise. A soma de todos estes efeitos resulta em aumento da captagdo de glicose
e a reducdo dos seus niveis sanguineos, ¢ aumento da conversdo deste carboidrato simples em
moléculas de armazenamento (glicogénio ou lipidio) (Kim et al., 2006).

No estado de resisténcia a insulina ocorre uma resposta periférica diminuida a estas agoes
bioloégicas, uma vez que os tecidos adiposo, muscular e hepatico ndo respondem
adequadamente a insulina, e os niveis circulantes de glicose permanecem elevados
(Tambascia and Geloneze-Neto, 2005; Huang, 2009). Nesta situacao, as células 3 promovem
aumento na secre¢do de insulina, desencadeando uma hiperinsulinemia com resposta
quantitativamente normal ou reduzida na captacdo de glicose pelos tecidos periféricos

(Andreazzi et al., 2009; Singh and Saxena, 2010).



Na resisténcia a insulina, a via PI3K ¢ afetada, enquanto que a via MAPK nao ¢
alterada, gerando um desequilibrio entre estas duas vias paralelas. A inibicdo da via PI3K
resulta na diminuicao da producao de 6xido nitrico (NO), promovendo disfun¢do endotelial, e
na reducdo da translocacdo do GLUT4, levando a diminuicdo da captacdao de glicose pelos
tecidos periféricos. Por outro lado, como a via MAPK ndo ¢ afetada, o estimulo para a
expressao de moléculas de adesao e mitogénese das células de musculo liso vascular
permanece, predispondo a aterosclerose (Huang, 2009).

A obesidade esté estreitamente relacionada com a RI. Com o aumento da adiposidade,
¢ observado aumento dos niveis de acidos graxos livres (AGL) circulantes, oriundos da agao
da lipase hormonio sensivel no tecido adiposo e da lipase lipoprotéica nas lipoproteinas ricas
em triglicerideos. Este excesso de AGL promove RI através do aumento da oferta de
substrato nos tecidos periféricos (Kim et al., 1999).

O aumento da adiposidade também esté relacionado com alteragdes no controle neural
da secre¢ao de insulina. Modifica¢des no sistema nervoso autonimo tém sido relatadas em
humanos e em modelos experimentais de obesidade, uma vez que a hiperinsulinemia
observada em obesos ¢ parcialmente atribuida a um aumento da atividade parassimpatica e
decréscimo da estimulagdo simpatica. (Scomparin et al., 2009; Straznicky et al., 2009).

Neste ambito vale ressaltar a importancia de diagnosticar precocemente os individuos
com resisténcia a insulina. Uma vez que a presenga de hiperinsulinemia por um longo periodo
de tempo, faz com que as células  percam a capacidade regulatéria da secre¢do de insulina,
resultando no desenvolvimento subsequente do diabetes tipo II e de doencgas cardivasculares
(Andreazzi et al., 2009; Singh and Saxena, 2010).

De acordo com o consenso da American Diabetes Association — ADA e as diretrizes da
Sociedade Brasileira de Diabetes — SBD, o método clamp euglicémico hiperinsulinémico ¢ o
padrao-ouro para a avaliacao da acdo da insulina (ADA, 2010; SBD, 2009). Esta técnica permite
avaliar a a¢do tecidual da insulina de forma individual no figado e nos tecidos periféricos
(Geloneze and Tambascia, 2006). Contudo, o uso deste método apresenta limitacdes, devido seu
elevado custo e o requerimento de técnicas sofisticadas. Consequentemente, outros métodos tem
sido utilizados para avaliar a sensibilidade a insulina (Geloneze and Tambascia, 2006; Singh
and Saxena, 2010).

Dentre estes métodos, destaca-se o teste de tolerancia oral a glicose (TTOG) que
consite na ingestdo de uma sobrecarga de glicose com subsequentes coletas de amostra de

sangue a cada 30 minutos durante 2 ou 3 horas, para avaliacdo da glicemia ou para



quantificagdes de glicose e insulina plasmaticas (Geloneze and Tambascia, 2006; Singh and
Saxena, 2010). O incremento nas avaliagdes bioquimicas sobre o valor basal ¢ calculado para
cada ponto da curva ou para toda a curva (area sob a curva). Quanto menor o incremento na
glicemia, mais sensivel serd o individuo testado (Geloneze and Tambascia, 2006).

E importante ressaltar que o TTOG fornece informagdes sobre a tolerdncia a glicose, e néo
refle dados sobre a RI (Singh and Saxena, 2010). Apesar de ser amplamente utilizado, o uso deste
método apresenta limitacdes, uma vez que € pouco reprodutivel, apresentando varia¢des entre 25
e 30%. Outro fato ¢ que a absorcdo de glicose pelo trato digestorio varia consideravelmente entre
individuos normais, tornando dificil a estimativa com precisdo do consumo de glicose induzido
pela insulina. Um terceiro ponto, ¢ que o TTOG nao exclui a influéncia dos hormoénios do eixo
entero-insular na secre¢do pancredtica de insulina (Geloneze and Tambascia, 2006). Contudo,
dentre os métodos avaliativos, o TTOG ¢ a técnica que mais se aproxima do fluxo fisiologico da
glicose e da insulina (Singh and Saxena, 2010).

Outra técnica a ser empregada na avaliagdo do metabolismo da glicose ¢ o teste de
tolerancia a insulina (TTI). O método consiste na administragdo de insulina exogena, para a
posterior avaliacdo da taxa e decaimento da glicose ao longo de tempo. O conceito do teste
fundamenta-se em quanto mais rapida e intensa for a queda da glicemia, maior a sensibilidade
a insulina. Esta queda ¢ secundaria a dois fatores: a supressao da producao hepatica de glicose
e a captagdo de glicose pelos tecidos insulino-sensiveis. Contudo, neste teste ndo ¢ possivel
determinar qual tecido (hepatico ou periférico) € o responsavel pela RI ( Wajchenberg et al.,

1999; Geloneze and Tambascia, 2006).

3.3. Obesidade

A obesidade, caracterizada pelo acumulo excessivo de tecido adiposo, ¢ uma doenca
multifatorial que atinge proporg¢des epidémicas no mundo. Sua ocorréncia pode ser secundaria
a fatores enddgenos, que representam 5% ou menos dos casos, incluindo fatores hereditarios,
congénitos, psicogénicos, neurologicos e enddcrinos. E causada por fatores exogenos, que
representam cerca de 95% dos casos, 0s quais estdo relacionados a varios fatores ambientais,
principalmente inatividade fisica e habitos alimentares inadequados ( Damaso, 2001;

Anderson and Butcher, 2006).

A adiposidade ¢é regulada pela complexa interacdo entre hormdnios e neuropeptideos,

controlados principalmente pelos nucleos do hipotadlamo através da regulagao da ingestdao
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alimentar e do gasto energético (Dieguez et al., 2011). Contudo, mutagdes nos genes
responsaveis pela produgdo destes hormdnios e neuropeptideos resultam no estabelecimento
da obesidade tipo neuroendodcrina, observada em menor freqiiéncia entre humanos (

Rodrigues et al., 2003; Paz-Filho et al., 2011).

Neste ambito, na literatura ja foram identificadas diversas substincias pertencentes a
rede hipotalamica com fung¢des no controle do consumo alimentar e no dispéndio energético,
com o hormdnio leptina, pro-hormonio pré-opio-melanocortina (POMC), neuropeptideo Y
(NPY), proteina relacionada a agouti (AGRP), grelina e o peptideo YY (PYY) (Rodrigues and
Boguszewski, 1999; Dieguez et al., 2011).

As células do nucleo arqueado do hipotadlamo expressam o POMC, que é um pro-
hormoénio responsavel pela origem dos peptideos bioativos corticotrofina (ACTH),
melanocortinas - MSH (a, B e y) e a B-endorfina. As melanocortinas sdo responsaveis por
ativar os receptores neuroenddcrinos especificos MC3R e MC4R, que estdo relacionados com
a regulagdo do peso corporal (Pritchard et al., 2002; Dieguez et al., 2011). O MCR3 atua na
modulagdo do gasto energético e € expresso na placenta, intestino, timo, adipocitos, e
principalmente no sistema nervoso central (SNC). Nas células adiposas, este receptor atua no

aumento do gasto energético ¢ da lipolise, quando ativado pelo a-MSH (Forbes et al., 2001).

A auséncia do receptor MCR3 em camundongos compromete a acdo da leptina em
reduzir o consumo de alimentos, mas ndo altera a capacidade desta adipocina de reduzir a
deposicdo de gordura e aumentar a expressdo da proteina de desacoplamento-1 (UCP1), que
atua na termogénese enviando maior parte da energia proveniente da oxidacdo dos substratos

energéticos para produgdo de calor (Zhang et al., 2005).

O receptor MCR4 ¢ amplamente encontrado no hipotalamo, alguns pesquisadores
sugerem que apés a ativagdo pelo o-MSH, este receptor atua na redugdo da ingestdo
alimentar (Cone, 1999). Por outro lado, em pesquisa mais recente, nao foi encontrada
associa¢do entre a expressdo génica do receptor MCR4 e consumo energético em adultos
(Hasselbalch et al., 2010). Concordando com esses achados, outro estudo mostra que a
auséncia deste receptor em camundongos nao prejudica a capacidade da leptina de reduzir a
ingestdo alimentar, entretanto, o0 MCR4 bloqueia a capacidade da leptina de aumentar a

expressdo de RNAm da UCP1, que atua na termogénese (Zhang et al., 2005).



A literatura ainda apresenta algumas divergéncias em relacdo as fungdes dos
receptores MCR3 e MCR4, contudo os estudos concordam que a auséncia de ambos
receptores esta relacionada com aumento da deposi¢do de lipideos e estabelecimento da

obesidade hipotalamica (Zhang et al., 2005)

Em relacdo as classificagdes do tecido adiposo segundo sua localiza¢do, quando
comparado a gordura subcutanea, o tecido adiposo visceral contém maior densidade celular,
apresenta mais células inflamatorias e imunes, possui menor capacidade de diferenciagdo de
pré-adipocitos € uma porcentagem maior de adipocitos alargados, ¢ mais inervado e
vascularizado, € com maior nlimero receptores de glicocorticoides e androgenos. Este tecido
¢ descrito como metabolicamente mais ativo e mais resistente a a¢do da insulina, e apresenta
uma maior capacidade de liberacdo de acidos graxos livres, que podem ser diretamente
drenados para o figado através da circulagdao portal (Kim et al., 1999; Ibrahim, 2010). Estes
acidos graxos livres no figado promovem o aumento da producao de glicose, triglicerideos e

lipoproteinas de densidade muito baixa (Levy, 2010).

Os dados encontrados na literatura evidenciam que a adiposidade visceral apresenta
maior relagdo com desordens cardiovasculares, comparada com o tecido adiposo subcutineo.
Este fato ¢ confirmado por pesquisadores que compararam dois grupos de mulheres obesas
com a média de IMC de 39.6 kg/m’. Eles observaram que as mulheres obesas
metabolicamente saudaveis com valores normais de glicemia, triglicerideos ¢ HDL -
colesterol apresentavam menor volume de gordura intra-abdominal, comparadas com as
obesas com anormalidades metabodlicas. Por outro lado, o volume de gordura abdominal
subcutanea nao diferiu entre os grupos, mostrando a forte relagdo entre a gordura visceral e

alteracdes cardiovasculares (Hayes et al., 2010) .

Contudo, o tecido adiposo visceral parece ser mais responsivo a estimulos lipoliticos,
comparado com a gordura subcutanea. Estudo mostra que seis semanas de restri¢ao caldrica
em ratos jovens (5 meses) e ratos velhos (23 meses) provocam maior perda de gordura
visceral em detrimento da gordura subcutinea. Apesar de uma similar redu¢do da adiposidade
visceral em ratos jovens e velhos, a melhora da resisténcia a insulina foi maior nos animais
jovens (Catalano et al., 2010). Estes resultados sugerem que com decorrer do tempo os
adipdcitos viscerais tornam-se mais especializados na secre¢do citocinas promotoras de

inflamacao e RI.



Por outro lado, pesquisadores mostraram que o tecido adiposo subcutdneo abdominal,
apos o ajuste pela gordura visceral, estd inversamente correlacionado com a ocorréncia de SM
em humanos, portanto, podendo ser considerado um depdsito de gordura protetora. A
prevaléncia de hiperglicemia de jejum, elevacdo de triglicerideos e reducdo do HDL —
colesterol diminui com o aumento da razdo tecido adiposo subcutaneo abdominal/ tecido
adiposo visceral (Kim et al., 2011).

Neste contexto, a obesidade pode ser considerada uma doenca cronica multifatorial,
sendo o tecido adiposo um importante 6rgdo endocrino com fungdes reguladoras no balango

energético entre outras fungdes neuroenddcrinas.

3.4. Hipertensao arterial

A hipertensao arterial é definida como niveis pressoricos sistolico e diastolico maiores que
140 mmHg e 90 mmHg respectivamente, de forma persistente, ou valores de pressao arterial
dentro dos limites recomendados através do uso de medicamentos anti-hipertensivos (Zanella,
2005; Schmieder, 2010)

Individuos hipertensos podem ser diagnosticados, segundo a etiologia da doenga, em dois
tipos de hipertensdo, a essencial e a secundaria. Na hipertensdo essencial que abrange cerca de
90% dos casos de hipertensdo, nenhum fator causal especifico ¢ detectavel. No tipo secundario,
ocorre envolvimento de outras enfermidades, como doengas renais e distirbios endocrinos nas
glandulas adrenais (Zanella, 2005). O estabelecimento da hipertensdo ¢ um grande fator de risco
cardiovascular, uma vez que niveis elevados de pressao arterial estdo relacionados a hipertrofia
ventricular esquerda, insuficiéncia cardiaca, infarto do miocardico e acidente vascular cerebral
(Garciarena et al., 2009; Schmieder, 2010).

Os mecanismos envolvidos no desenvolvimento da hipertensdo incluem uma maior
atividade simpatica e a disfung¢ao endotelial (Carvalho et al., 2001). A hiperativacao do sistema
nervoso simpdtico contribui para o aumento da pressdo arterial, principalmente através da
inervacao simpatica nos rins, resultando na maior retengdo de sdédio (Bottino et al., 2005; Zanella,
2005).

Por outro lado, endotélio controla o tonus da musculatura lisa vascular através da
producdo de mediadores que podem causar vasodilatacio ou vasoconstricdo. No estado
fisioldgico, existe um minucioso controle na liberacdo desses fatores. Entretanto, na hipertensao

arterial ocorre a disfungdo endotelial caracterizada pelo desequilibrio na produgdo destes
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mediadores culminando no abrandamento dos efeitos vasodilatadores. Na disfun¢do endotelial em
hipertensos observa-se diminui¢ao na liberagao e/ou diminui¢ao da sensibilidade da musculatura
vascular pelo NO, prostaciclina e fator hiperpolarizante derivado do endotélio, que sdo
promotores de vasodilatacdo. Nestes individuos também ¢ observado elevacao da produgio de
mediadores de vasoconstri¢gdo, como a prostaglandina H, a tromboxana A,, a endotelina-1 e as
espécies reativas de oxigénio (Carvalho et al., 2001).

A literatura evidencia uma correlagdo entre a obesidade e a hipertensdo. A obesidade
abdominal caracteristica da SM, marcada pelo aumento do tecido adiposo visceral, ¢ um
consideravel fator de risco para o desenvolvimento da hipertensdo. Em individuos obesos sao
observados aumentos do fluxo sanguineo regional e do debito cardiaco devido a necessidade de
maior fluxo sangiiineo para o tecido adiposo em expansdo. Contudo, este aumento do fluxo
sangiiineo ¢ também direcionado para outros tecidos, como musculo esquelético, trato
gastrintestinal e coragdo, no entanto, sem a ocorréncia de redugdo da resisténcia vascular sistémica
(Zanella, 2005).

A obesidade também esta relacionada com o aumento da atividade simpatica, o que exerce
influéncia nos niveis pressoricos de individuos obesos. Especula-se ainda que a hiperleptinemia
observada na obesidade também induza aumentos na pressdo arterial, uma vez que receptores de
leptina estdo expressos no endotélio, e a ativagao destes receptores promove aumento na atividade
simpatica (Bottino et al., 2005; Zanella, 2005).

Outra correlagdo entre a obesidade e hipertensdo ¢ a influéncia da elevada concentracdo de
acidos graxos livres na circulagdo, elevacao esta oriunda do tecido adiposo em excesso, nos niveis
pressoricos.  Niveis aumentados de AGL tém sido relacionados com a diminui¢do na
vasodilatacao por meio da reducdo da biodisponibilidade do NO por inibicdo da eNOS, e da
estimulagdo da produgdo de espécies reativas de oxigénio (Bottino et al., 2005).

Somando a estes fatores, a obesidade esta também relacionada com a ativagao do sistema
renina-angiotensia-aldosterona. O tecido adiposo, principalmente o tecido visceral apresenta uma
importante expressao de producdo de angiotensionogénio, promovendo aumento da angiotensina
II ¢ da reabsor¢ao de sodio (Ritchie and Connell, 2007; Zanella, 2005).

A influéncia da resisténcia a insulina e a conseqiiente hiperinsulinemia na hipertensao tem
sido discutida na literatura, entretanto ainda nao existe consenso (Horita et al., 2011). Por um lado,
apenas 50% dos hipertensos apresentam resisténcia periferia a acao da insulina, e alguns estudos

epidemioldgicos ndo demonstram uma correlagdo entre os niveis de insulina no plasma e a
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pressao arterial, e que o tratamento com insulina em diabéticos causa melhora da vasodilatagdo
endotelial (Bottino et al., 2005; Reaven, 2011; Zanella, 2005).

Por outro lado, existem evidéncias que a permanente hiperinsulinemia compensatoria age
em todos os tecidos sensiveis a insulina predispondo ao desenvolvimento da hipertensdo essencial
(Reaven, 2011). A hiperinsulinemia tem sido relacionada ao aumento da atividade simpética e
ativacdo do sistema renina-angiotensina, € conseqiiente retencao de sodio, enquanto que o
estado hiperglicémico parece estimular a expressao de angiotensina Il nas
células dos tiibulos renais (Horita et al., 2011). Também existem indicios de que a elevada
insulinemia promove uma disfun¢do endotelial resultando na menor produgdo de oxido nitrico e
maior produg¢do de endotelina, também elevando a pressao arterial (Cesaretti and Kohlmann
Junior, 2006).

Neste ambito, a literatura mostra que a hipertensdo inter-relaciona com os outros fatores
de risco componentes da sindrome metabolica de forma a aumentar ainda mais o risco de doencas

cardiovasculares.

3.5. Sindrome metabdlica e exercicio

A prevaléncia da sindrome metabodlica tem aumentado entre diversas populagdes, uma
vez que muitos fatores de risco que a compdem estdo relacionadas ao estilo de vida moderno,
caracterizado por habitos alimentares inadequados e sedentarismo (Gavrila et al., 2011;
Yamamoto et al., 2011). Neste contexto, na terap€utica da SM programas de exercicios sao
comumente recomendados para normalizacdo dos disturbios fisiologicos, pois a atividade
fisica programada ¢ uma intervencdo ndo farmacologica de baixo custo e de alta
acessibilidade (Bray and Champagne, 2004).

Dentre os fatores de risco componentes da SM, a obesidade tem sido largamente
tratada através da pratica de exercicios, com ou sem concomitdncia com outras terapias
(Anton et al., 2011). O papel do exercicio no tratamento da obesidade ¢ bem estabelecido na
literatura, uma vez que o aumento do nivel de atividade fisica ndo garante apenas reducao da
gordura corporal, mas também atua na melhora de outros parametros metabolicos, como
aumento do HDL-colesterol e diminuicdo das limitagdes funcionais (Anton et al., 2011;
Varady et al., 2011).

O aumento do nivel de atividade fisica ainda tem sido relacionado com diminuig¢do do

estado de inflamacao subclinico, caracteristico da obesidade, observado através da avaliagdo
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dos niveis plasmaticos de proteina C-reativa (PCR) e fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a)
(Harmse and Kruger, 2010; Kawanishi et al., 2010). Alteragdes benéficas na expressao de
adipocinas também foram relatadas, uma vez que foi observado aumento na propor¢do de
adiponectina/ leptina, refletindo uma melhora do quadro de resisténcia a leptina e aumento na
supressdao de eventos metabolicos cardiovasculares através da adiponectina (Friedenreich et
al., 2011).

Em relacao a resisténcia as agoes insulina, os beneficios do exercicio fisico também
sdo notaveis. A literatura mostra que a elevacdo do nivel de atividade fisica habitual esta
relacionada com melhora da captacdo de glicose sangiiinea pelos tecidos periféricos
(Tambascia and Geloneze-Neto, 2005; Huang, 2009). Observa-se que a captacdo da glicose
mediada pela insulina no musculo esquelético apresenta uma grande variacdo entre o0s
individuos, sendo que 50% desta variabilidade sdo de origem genética, 25% correspondem as
diferencas na adiposidade, e 25% sao influenciados pela aptidao fisica (Reaven, 2011).

Esta influéncia do nivel de atividade fisica na taxa de eliminagdo da glicose sanguinea
pode ser explicada pela modificagdo do contetdo de GLUT4 nas membranas celulares dos
tecidos periféricos. Pesquisadores observaram em modelo animal de obesidade e resisténcia a
insulina, que um programa de exercicios resistido durante 6 semanas ¢ eficiente em aumentar
36% no conteudo de proteina GLUT4 nas células do musculo sdleo, em relacdo aos animais
ndo exercitados (Panveloski-Costa et al., 2011). A pratica de exercicios também estd
relacionada com menor insulinemia de jejum e indice HOMA, refletindo o quadro de melhora
da sensibilidade a insulina (Friedenreich et al., 2011).

Na hipertensdo, o exercicio tem sido recomendado como parte da modificagao de
estilo de vida para os pacientes hipertensos. No entanto, os mecanismos responsaveis pelos
efeitos do treinamento fisico sobre o desenvolvimento da hipertensdo ndo sido totalmente
compreendidos (Filho et al., 2008; Agarwal et al., 2009). Contudo, alguns mecanismos tém
sido apontados como responsdveis pela reducdo da pressdo arterial apds programas de
exercicio, como a diminui¢do de citocinas pro-inflamatoérias, aumento da prote¢do
antioxidante e a normalizagdo dos niveis de NO. Pesquisadores observaram em ratos
hipertensos treinados durante 16 semanas, redu¢do de TNF-a e interleucina 1 beta (IL-1) no
tecido cardiaco e no plasma, aumento do antioxidante glutationa no ventriculo esquerdo e
restauracdo da producdo de NO no miocardio (Agarwal et al., 2009).

Por outro lado, em alguns estudos ndo sdo observadas reducdes na pressao arterial de

animais hipertensos treinados. Contudo, estes trabalhos mostram outros beneficios do
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exercicio na hipertensdo, como a reducao da concentragdo plasmatica de angiotensina II,
aumento de angiotensina (1-7) no ventriculo esquerdo e atenuagao da hipertrofia patoldgica
(Filho et al., 2008; Garciarena et al., 2009).

Estudos relataram os efeitos do exercicio fisico regular em modelos experimentais de
SM. Um programa de corrida em esteira de 14 semanas (5x/semana, 35 minutos/dia, 35 cm/s)
promoveu reducdo de citocinas pro-inflamatorias produzidas pelos macréfagos em ratos
Zucker (animais obesos, diabéticos e com hipertrigliceridemia) (Martin-Cordero et al.,
2011a). Neste mesmo modelo animal, o treinamento em esteira (5x/semana, 1 hora/dia, 22
m/min) durante dez semanas reduziu a massa corporal, ainsulinemia de jejume a
trigliceridemia, e aumentou a biodisponibilidade de NO derivado do endotélio (Frisbee et al.,
2006).

Outros estudiosos também observaram que o treinamento de corrida em esteira de por
semanas (5 x/semana, 1 hora/dia, 70% do VO, max.) foi eficiente em reduzir fatores risco
cardiovascular em ratos com sindrome metabolica, um modelo geneticamente modificado que
desenvolve fendtipo de obesidade, resisténcia a insulina, hipertensdo, dislipidemia e controle
glicémico prejudicado (Haram et al., 2009).

Em outro modelo experimental de SM, ratos OLETF (Otsuka Long-Evans Tokushima
Fatty Rats) que apresentam hiperfagia e tornam-se obesos, desenvolvendo hiperlipidemia,
diabetes e hipertensdo, foi observado que a corrida voluntéria durante 10 semanas promoveu
reducdo da gordura visceral e subcutinea e dos niveis de séricos de LDL-colesterol e
triglicerideos, além de melhora da tolerancia a glicose (Suzuki et al., 2011).

Diante destes fatos, fica evidente a importancia do exercicio fisico nas manobras
terapéuticas em individuos diagnosticados com SM. Uma vez que, assim como a hipertensdo
arterial, resisténcia a insulina, dislipidemia e obesidade, a inatividade fisica e baixo nivel de
condicionamento fisico sdo considerados fatores de risco para mortalidade cardiovascular
(Gavrila et al., 2011; Yamamoto et al., 2011). E como a pratica regular de atividade fisica ¢
amplamente recomendada para prevenir e tratar tais doengas, juntamente com seus fatores de
risco, € necessario compreender os mecanismos envolvidos. Nesse sentido, a utilizacdo de
modelos experimentais de SM pode ser util, tornando possiveis avaliagdes mais minuciosas

desta importante relagdo entre exercicio e fator de risco cardiovascular.
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3.6. Modelo experimental de sindrome metabdlica

O rato espontaneamente hipertenso (SHR) ¢ um modelo experimental que simula a
hipertensdo essencial, sendo considerado o modelo que mais se assemelha ao desenvolvimento
da hipertensdao em humanos (Gouveia et al., 2000; Fazan Jr et al., 2001; Pravenec et al., 2004). O
desenvolvimento da pressdo arterial em ratos SHR ocorre de forma progressiva, assim como
na hipertensdo essencial humana, existindo relatos de elevados niveis pressoricos
caracteristicos da hipertensdo espontinea ja na terceira semana de vida, contudo a maioria dos
estudos apontam para ocorréncia deste episodio entre a 7* e a 15* semana de vida (Trippodo and
Frohlich, 1981; Fazan Jr et al., 2001).

A hipertensdo nestes animais estd relacionada a hiperatividade simpdtica, aumento de
angiotensina II, diminui¢do da angiotensina (1-7) e decréscimo na vasodilatagdo, o que aumenta a
resisténcia periférica total. A redugdo da biodisponibilidade de NO e alteragdes na producao
e/ou eficacia das prostaglandinas também tem sido relatadas (Trippodo and Frohlich, 1981;
Feletou et al., 2009; Gunduz et al., 2011).

Na eficacia das agdes das prostaglandinas, destaca-se o papel da prostaciclina. Este
mediador ¢ a principal prostaglandina oriunda do dacido araquidonico das membranas
celulares, ela produz relaxamento do musculo liso, apresentando um efeito vasodilatador no
endotélio, e também inibindo a agregacdo plaquetdria. No entanto, em ratos SHR, a
prostaciclina ndo produz relaxamento, mas ativa os receptores de tromboxana A, (receptor
TP) em células musculares lisas vasculares, produzindo contragdo. Desta forma, a
prostaciclina que em condicdes fisioldgicas protege a parede vascular, contribui para a
disfun¢ao endotelial nos animais SHR (Feletou et al., 2009).

A hipertensdo em ratos SHR também ¢ atribuida a elevada expressdo citocinas pro-
inflamatorias, espécies reativas de oxigénio (ROS) e superoxido (O;") no ventriculo esquerdo
e aumento de citocinas pro-inflamatdrias no plasma. Esta elevagdo do estresse oxidativo no
tecido cardiaco ¢ secundaria a reducdo da prote¢do antioxidante, uma vez que nestes animais
observa-se redu¢ao da molécula antioxidante glutationa (Iemitsu et al., 2003; Agarwal et al.,
2009)

A pressdo arterial em ratos SHR, como em humanos, associa-se a outros fatores de
risco, como a hipertrofia ventricular esquerda, resisténcia a insulina, intolerancia a glicose e

hipertrigliceridemia e, tardiamente, insuficiéncia cardiaca congestiva (Gouveia et al., 2000;

15



Pravenec et al., 2004). Nestes animais, a resisténcia a insulina pode ser atribuida a elevada
atividade adrenérgica que promove inibi¢do da cadeia de transdug¢do do receptor de insulina e,
conseqiientemente, gera menor transloca¢do do GLUT4 (Bray and Champagne, 2004).

Cabe ressaltar que os animais SHR ndo desenvolvem obesidade espontaneamente,
tornando necessario um manejo experimental adicional para que estes animais aumentem a
adiposidade. Isto o torna um modelo animal portador dos trés principais componentes da SM;
a obesidade, a resisténcia a insulina e a hipertensao.

A obesidade tem sido induzida pelo tratamento com glutamato monossddico (MSG).
O acido glutamico ou glutamato ¢ um aminodcido ndo essencial que atua como um
neurotransmissor, sendo, portanto, responsavel em desempenhar uma variedade de
fungodes fisiologicas no sistema nervoso central (Girault et al., 1986; Greenamyre, 1986).
Contudo, pesquisadores tém mostrado que esse neurotransmissor quando presente em grande
quantidade apresenta ag¢des neurotoxicas (McCall et al., 1979; Xiong et al., 2009).

O Glutamato Monossédico (MSG), um sal sédico do acido glutdmico, ¢ amplamente
utilizado como um real¢ador de sabor na industria alimenticia, e sua ingestdo também tem
sido relacionada com agdes neurotdxicas como cefaléia e tontura. Analisando possiveis
mecanismos desencadeadores destas enfermidades, pesquisadores avaliaram culturas de
células neurais corticais de camundongos sujeitas a diferentes doses (3, 30, ¢ 300 um) e
tempo de exposi¢ao (30 min., 2 h e 12 h) ao MSG e observaram o aparecimento de inchago e
morte celular nestas culturas, sendo as respostas ao MSG dependentes da dose e do tempo
(Xiong et al., 2009).

Esta agdo neurotoxica do MSG tem sido utilizada no desenvolvimento de modelos
experimentais de obesidade em mamiferos (Olney and Sharpe, 1969). O MSG ¢ administrado
em roedores recém-nascidos, aproveitando o momento de imaturidade da barreira
hematoencefalica no periodo neonatal, quando o sistema nervoso fica mais exposto as
substancias presentes no sangue (Cesaretti and Kohlmann Junior, 2006). A barreira
hematoencefalica incompleta facilita a exposicdo do SNC ao MSG, o que desencadeia
alteracdes neuroldgicas.

A inducdo da obesidade hipotalamica ou neuroendocrina através MSG ¢é feita por
administragdo intraperitoneal (Macho et al., 2000; Nakagawa et al., 2000) ou subcutinea
(Campos et al., 2008; Voltera et al., 2008) de MGS em dias alternados ou consecutivos no

periodo neonatal, em doses que variam de 4 a 10 aplicagdes de 2 mg (Kaufhold et al., 2002;
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Voltera et al., 2008) ou 4 mg por grama de peso corporal ( Kauthold et al., 2002; Campos et
al., 2008).

O glutamato quando presente em altas doses no SNC aumenta, de forma persistente, a
condutancia i6nica da membrana, alterando o potencial de repouso normal. A tentativa de
restaurar os gradientes idnicos € osmotico resulta em exaustdo dos estoques energéticos e
morte de neurdénios (Coyle et al., 1981). A literatura mostra que o nucleo arqueado do
hipotdlamo ¢ a regido alvo da a¢do neurotoxica do MSG, uma vez que redugdo de neurdnios
nesta area foi detectada apos tratamento com MSG (Mistlberger and Antle, 1999; Kiss et al.,
2005; Matyskova et al., 2008; Macia et al., 2010). Esta lesdo desencadeia uma série de
disfungdes neuroendocrinas, uma vez que esta area no hipotalamo ¢ responsavel por produzir
0 hormonio liberador do hormonio de crescimento (Davies et al., 2007), e recebe sinalizagdes
da leptina e da insulina (Broberger and Hokfelt, 2001).

Portanto, o resultado desta lesdo ¢ um quadro de hiperinsulinemia, hiperleptinemia e
diminui¢do hormonio liberador do horménio de crescimento (GHRH) e, conseqiientemente,
do hormoénio de crescimento (GH), que ¢ responsavel por fungdes tanto anabodlicas quanto
catabdlicas (Millard et al., 1982; Grassiolli et al., 2006; Gibney et al., 2007; Matyskova et al.,
2008).

Nas ac¢des catabolicas, o GH estimula diretamente a lipolise através da ativacdo da
adenilil ciclase seguido pela ativacdo da adenosina monofosfato ciclico (AMPc) e fosforilagao
e ativacdo da lipase hormdnio-sensivel. Além deste efeito direto sobre o tecido adiposo, o GH
também aumenta a lipolise indiretamente ao aumentar a resposta dos adipocitos a efeitos
lipoliticos, como os das catecolaminas. No musculo, este hormdnio aumenta a captagdo e
oxidagdo dos AGL (Gibney et al., 2007). Portanto, animais tratados com MSG apresentam
reduzida lip6lise e aumento acentuado de tecido adiposo (Dolnikoff et al., 2001)

Por outro lado, nas fun¢des anabolicas, o GH exerce uma acdo indireta sobre o
crescimento ao ligar-se ao seu receptor nas células do figado e de varios tecidos do organismo
induzindo a sintese do fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1). Na
circulagdo, O IGF-1 encontra-se ligado a proteinas carreadoras denominadas IGFBPs e seus
efeitos sdo mediados principalmente pelo receptor de IGF-1 (IGFR1), que tem atividade
tirosina quinase e ativa sinais através da via quinase fosfatidilinositol 3 (PI3K/AKT). A via
PI3K/AKT ¢ a principal envolvida na regulagao da massa muscular, ela ativa a sintese e inibe
a degradacdo protéica (Velloso, 2008). Desta forma, os animais tratados com MSG também

apresentam reduzido crescimento linear e massa muscular.
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Outra dano causado pelo tratamento com MSG ¢ a morte de neurdnios do hipotalamo
responsavel pela expressao dos peptideos anorexigenos POMC e CART, e orexigenos NPY e
AgRP. Sendo que o CART também ¢ expresso no nicleo paraventricular e na area lateral do
hipotdlamo e nos corpos celulares do ganglio nodoso do nervo vago. O NPY ¢ expresso no
nucleo paraventricular ¢ na area lateral do hipotalamo. No nucleo paraventricular ocorre a
mediagdo da redugdo da ingestdo, e a area lateral do hipotalamo ¢ o centro da fome do cérebro
(Broberger and Hokfelt, 2001; Williams et al., 2001; Coll et al., 2007). Neste ambito, animais
tratados com MSG apresentam elevado risco de alteragdo no comportamento alimentar.

Contudo, o aumento da adiposidade observado nestes animais ndo pode ser atribuido
ao aumento da ingestdo alimentar, uma vez que a hiperfagia nao ¢ observada neste modelo
(Mogzes et al., 2000; Dolnikoff et al., 2001; Yamazaki et al., 2011).

Alguns autores acreditam que o desenvolvimento da obesidade secundaria ao
tratamento com MSG ¢ causado principalmente pelo aumento sensibilidade a insulina nas
células adiposas. Para estes pesquisadores, animais tratados com MSG passam por uma fase
de acelerado desenvolvimento da adiposidade e por um periodo constincia, quando a
obesidade torna-se estabelecida. No periodo do desenvolvimento sdo observados aumento da
densidade de GLUT4 na membrana de adipdcitos e auséncia alteragdo em células musculares
de camundongos obesos de 2 ¢ 4 meses de idade. Estes dados evidenciam a ocorréncia de
aumento do transporte de glicose para dentro das células adiposas, fornecendo substrato para
lipogénese. Por outro lado, na fase de estabilidade da obesidade (7 meses de vida) sdo
observadas redugdes de GLUT4 nas membranas das células do tecido adiposo, muscular e
cardiaco de animais obesos, retratando o quadro de resisténcia periférica a acao da insulina
(de Carvalho Papa et al., 2002).

Outros possiveis mecanismos que atuam no desenvolvimento da obesidade em ratos
tratados com MSG s3o o elevado nivel de corticosterona, que atuara na duplicagdo da
eficiéncia metabodlica (Tokuyama and Himms-Hagen, 1989) e as alteracdes na absor¢do
intestinal (Mozes et al., 2004). Nestes animais obesos observam-se hipertrofia e hiperplasia
das células do intestino delgado, sugerindo uma possivel aceleracdo da fun¢do de absor¢ao
(Hamaoka and Kusunoki, 1986). No duodeno ocorre aumento da atividade da fosfatase
alcalina nos enterocitos, demonstrando um aumento na eficiéncia da fun¢ao intestinal (Mozes
et al., 2000).

Ainda no ambito do desenvolvimento da obesidade em modelo experimental com

MSG, destacam-se os papéis das atividades do sistema nervoso simpatico (SNS) e das
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catecolaminas (epinefrina e norepinefrina) produzidas pelas células cromafins da glandula
adrenal (Scomparin et al., 2009). A mobilizagcdo do tecido adiposo como fonte de energia ¢
dependente da atividade do SNS e da secrecdo de epinefrina pela medula da adrenal (Zouhal
et al., 2010).

Em animais obesos MSG, o nervo vago, responsavel por inervagido parassimpatica,
apresenta a atividade neural aumentada em 78%. Mas, por outro lado, estes animais possuem
uma reducdo de 60% da atividade elétrica simpatica no tecido adiposo retroperitoneal
(Scomparin et al., 2009). Adicionalmente, camundongos obesos pelo tratamento com MSG
apresentaram uma redugdo de 28 a 56% no contetido de catecolaminas na glandula adrenal
(Martins et al., 2004; Mozes et al., 2004; Scomparin et al., 2006; Andreazzi et al., 2009,
Scomparin et al., 2009).

Outro ponto destacavel ¢ que animais tratados com MSG no periodo neonatal ndo se
tornam obesos até a puberdade. Foi observado em animais com 30 dias de vida na avalia¢ao
em nivel celular, adipdcitos alargados indicando a iniciacdo da obesidade hipertrofica.
Contudo, com um més de vida esses animais ndo diferem de seus controles na composi¢ao
corporal (Dolnikoff et al., 2001). Em outros estudos foi observado que ratos obesos MSG
com 4 meses de vida ndo apresentam diferenca no numero de adipodcitos do tecido adiposo
epididimal, comparados com animais controle, ¢ sim um maior volume destas células (
Voltarelli et al., 2003; Ribeiro Braga et al., 2004) indicando que, possivelmente, em ratos
adultos a obesidade também ¢ do tipo hipertrofica.

Cabe também ressaltar que o tratamento neonatal com MSG em ratos dw/dw duplicou
o conteudo lipidico da medula 6ssea da tibia na oitava semana de vida. Nestes animais foi
observado hipertrofia dos adipdcitos da medula ossea, uma vez que foi notado aumento do
volume e auséncia de alteracdo no niimero de células de gordura (Davies et al., 2007).

Acompanhando a elevada adiposidade, os animais tratados com MSG apresentam
elevados niveis de glicemia e insulinemia, caracterizando um quadro de resisténcia a insulina
(Andreazzi et al., 2009). Um dos mecanismos responsaveis pela hiperinsulinemia pode ser a
disfuncdo nas células B, pois foi demonstrado que ilhotas pancredticas isoladas de
camundongo obesos MSG apresentam uma elevada secre¢do de insulina estimulada pela
presenca de glicose, quando comparados com animais nao tratados (Grassiolli et al., 2006;

Andreazzi et al., 2009).
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Contudo, as ilhotas pancreaticas de animais obesos MSG, quando estimuladas por
elevadas concentragdes de glicose, apresentam deficiéncia na secre¢do de insulina, refletindo
inicio de desenvolvimento do diabetes tipo 2 (Andreazzi et al., 2009).

Diante do exposto, este modelo animal agrega muitos fatores de risco cardiovascular,
como hipertensdo arterial, obesidade e resisténcia a insulina, além da hipercolesterolemia e
hipertrigliceridemia (Scomparin et al., 2011). Isto caracteriza um completo modelo
experimental de SM. Desta forma, o uso deste modelo pode adicionar novas informagdes e

pespectivas sobre mecanismos e possiveis tratamentos para SM (Yamazaki et al., 2011).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral:

Verificar os efeitos do treinamento em natagdo sobre fatores de risco cardiovascular

em modelo experimental da sindrome metabdlica.

3.2. Objetivos Especificos:

Avaliar em modelo experimental da sindrome metabolica os efeitos do treinamento

em natagao sobre:

J O comportamento alimentar

J A tolerancia a glicose, sensibilidade a insulina e insulinemia de jejum;
° A pressdo arterial sistdlica, diastdlica e média;

o A adiposidade e composi¢do corporal de carcaca

. A histomofometria do tecido adiposo visceral
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais de experimentacao

Foram utilizados 46 ratos machos (Rattus norvegicus) espontancamente hipertensos
(SHR - Spontaneously hypertensive rats), com 2 dias de vida (peso inicial 6,496g + 0,177 ;
média + DP), procedentes do Biotério Central do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Satde,
da Universidade Federal de Vicosa (UFV). Todos os procedimentos foram realizados de
acordo com os Principios Eticos na Experimentagio Animal elaborados pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), sendo aprovado pela Comissdo de Etica

para Uso de Animais (CEUA) /UFV (processo n°34/2011).

4.2. Desenho Experimental

O experimento foi desenvolvido em duas etapas: na primeira foi feita a indugdo da
obesidade e desenvolvimento da hipertensdo; e na segunda a aplicacdo do programa de
treinamento em natacao.

Para a realizacdo da primeira etapa os animais foram divididos aleatoriamente em dois
grupos: grupo MSG (n= 23), que receberam injecdes de glutamato monosséddico; e grupo SAL
(n=23), que receberam inje¢des de solugdo salina.

A primeira etapa da pesquisa foi realizada do segundo dia ao inicio da 20" semana de
vida dos animais. Apds 20 semanas, foram realizados testes de tolerancia a glicose e
sensibilidade a insulina, avaliagdo da pressdo arterial, quantificacio da gordura visceral,
analise da composi¢ao da carcaca eviscerada, avaliagdo da area dos adipdcitos viscerais,
analise do ganho de peso corporal e consumo alimentar.

Para a realizacdo da segunda etapa, apos 20 semanas de vida, os animais de cada um
dos grupos anteriores foram aleatoriamente separados em 3 grupos: grupo baseline (b), grupo
controle (c),e grupo treinado (t), a saber:

MSG.b: Ratos SHR submetidos ao tratamento com MSG, eutanasiados apo6s 20

semanas de vida (n=6);
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MSG.c: Ratos SHR submetidos ao tratamento com MSG e ndo submetidos ao
treinamento em natacao, eutanasiados apds 28 semanas de vida (n=8);

MSG.t: Ratos SHR submetidos ao tratamento com MSG e ao treinamento em natagao,
eutanasiados ap6s 28 semanas de vida (n=9);

SAL.b: Ratos SHR submetidos a aplicagdo de solugdo salina, eutanasiados apos 20
semanas de vida (n=6);

SAL.c: Ratos SHR submetidos a aplicacdo de solucdo salina e ndo submetidos ao
treinamento em natacao, eutanasiados ap6s 28 semanas de vida (n=8);

SAL.t: Ratos SHR submetidos a aplicagdo de solugdo salina ao treinamento em
natacdo, eutanasiados ap6s 28 semanas de vida (n=9).

Nesta segunda etapa foi aplicado o programa de treinamento em natagdo da 20* a 28*
semana de vida dos animais. Apds este periodo, todas as analises realizadas na primeira etapa

foram repetidas.

4.3. Inducéo e desenvolvimento da obesidade

Do segundo ao oitavo dia de vida, os animais do grupo MSG receberam injecdes
subcutaneas de solugdo de glutamato monossodico (MSG, Sigma) na concentracao de 24%,
na regido cervical posterior, uma vez ao dia, na dose de 4 mg/g de peso corporal. Os animais
do grupo SAL receberam inje¢des subcutaneas de solucdo salina (0,9% NaCl) com volume
relativo ao peso corporal do animal, conforme utilizado no tratamento com MSG.

Os animais foram mantidos em ninhadas de 4 a 5 filhotes por rata genitora durante 21
dias, e em seguida foram colocados em gaiolas coletivas, 4 animais por gaiola, em ambiente
com temperatura de 22°C + 2°C, umidade relativa de cerca de 60% e fotoperiodo de 12 horas.

Ap6s o periodo de lactagdo, receberam agua e ragdo comercial ad libitum.
4.4. Protocolos: treinamento em natacéao e teste de exaustao

Na 20" semana de vida, os animais dos grupos SAL.t e MSG.t foram submetidos a um
programa progressivo de exercicio aerdbico de natagdo com sobrecarga durante 8 semanas. O

exercicio foi realizado em tanque de alvenaria azulejado (largura: 65cm, comprimento: 75cm

e altura: 85cm) com agua aquecida (~30°C + 1°C) na profundidade de 45cm.
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Para a determinacdo da intensidade de treinamento foi realizado um teste de natagao
até a exaustdo. Neste teste, o animal com uma carga de 2% do peso corporal, atada ao corpo,
era colocado no tanque e a cada 3 minutos incrementos de 2% do peso corporal eram
realizados até que o animal apresentasse sinal da fadiga, que foi definida quando o animal
permanecia por 30 segundos submersos na agua. O tempo de exercicio foi cronometrado e
usado como indice de desempenho fisico. O percentual méximo de peso corporal suportado
pelo animal até a fadiga (100%) foi usado para calcular a intensidade do exercicio nas sessoes
de treino. Este teste era realizado a cada 2 semanas para ajuste de intensidade do treinamento,
e também foi usado para avaliar o desempenho fisico dos animais dos grupos experimentais,
48 horas apods a ultima sessdo de treinamento. O cronograma e a carga do treinamento em
natacao e testes estdo apresentados na Tabela 1.

A carga méaxima suportada durante o treinamento pelos animais obesos € ndo obesos
foi de 5% e 3,7% do peso corporal, respectivamente. Segundo Araujo e colaboradores (2009)

estas cargas representam, respectivamente, 83% e 82% da capacidade aerobica.

Tabela 1. Cronograma e carga de treinamento em natagao e testes

Semana Intensidade” Duragao Teste

Teste de exaustdo

1? 0% 25 min.
2?2 40% 30 min.
32 50% 45 min.

Teste de exaustio
42 50% 60 min.
52 50% 60 min.

Teste de exaustao
6° 50% 60 min.
72 50% 60 min.

Teste de exaustao
8 50% 60 min.

Teste de exaustdo

%
A intensidade da carga do treinamento equivale ao percentual da carga méaxima obtida no
teste maximo na natagdo (valores em gramas).

4.5. AvaliacOes realizadas antes da eutanasia

4.5.1. Avaliacéo do ganho de peso e consumo alimentar
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O ganho de peso corporal dos filhotes foi avaliado diariamente durante o periodo de
lactagao (21 dias) e, apds este periodo a avaliacdo foi realizada semanalmente. A ingestao
alimentar foi analisada semanalmente apds o desmame (30 dias de vida), por meio da
diferenca entre a racdo ofertada e as sobras. Consumo de racdo foi avaliado por animal e
também corrigido pelo peso corporal do mesmo.

O coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA) que evidencia o quanto um grama de
racdo ingerido promove o aumento de peso corporal, foi avaliado através da formula: CEA=
variagdo de peso (g) / total de ragdo consumida (g).

No célculo do CEA, na primeira etapa experimental, foi considerada a variagdo de
peso dos animais, € o consumo total de ragdo ocorrido entre a 5* ¢ a 17* semana de vida. Na
segunda fase, o CEA ndo foi calculado, uma vez que este indice ¢ utilizado na avaliacdo da
eficiéncia alimentar durante o periodo de crescimento exponencial.

Na oitava semana de vida, durante cinco dias, foi avaliado a ingestdo alimentar

durante cada periodo de 12 horas do ciclo/claro (modificado de Martinkova et al., 2000).

4.5.2. Registro da pressao arterial

Para registrar os niveis pressoricos, por pletismografia de cauda, os ratos foram
contidos em um tubo de acrilico contendo frestas para ventilacdo e orificio para exteriorizagao
da cauda, no qual eram aquecidos durante 3 minutos (40°C). Na regido proximal da cauda foi
colocado um manguito de borracha conectado a um esfingomomandmetro programado para
inflar e desinflar automaticamente em intervalos peridodicos de aproximadamente 50
segundos, e um sensor de pulso que captava os sinais para um amplificador (RTBP 2000, Rat
Tail Blood Pressure System - Kent Scientific Corporation, - USA) que era conectado a um
conversor analogico digital (PowerLab/400, ADInstruments, Australia). Apds um periodo de
adaptacao dos animais com o equipamento, foram realizadas cinco medidas, e o valor médio

destas foi considerado o valor da pressao arterial.

4.5.3. Registro da frequéncia cardiaca de repouso

Para verificar a eficiéncia do programa de natagdo foi mensurada a freqiiéncia cardiaca
de repouso (FCR) antes e apds as 8 semanas de treinamento. Foi utilizado o aparelho

LabChart, versao 7.0 (AD Instruments). Em resumo, o animal foi contido em um aparato,
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tubo de PVC com 17cm de comprimento € 6cm de didmetro, onde o rabo ficava exposto fora
do aparato. Este aparato com o rato em seu interior era colocado dentro de uma caixa de
polipropileno 40x30x12 ¢cm® em ambiente sem luz ¢ sem ruidos. Um transdutor de sinal foi
atado a cauda do animal e os sinais da freqii€ncia cardiaca eram registrados por um software
acoplado ao sistema de registro em microcomputador. O tempo para estabilizagdo da FC de
cada animal foi de 30 minutos. Foram utilizados em média seis momentos de estabiliza¢ao da
freqiiéncia cardiaca em 30 minutos de medi¢do. Utilizou-se a média desses 6 momentos de

estabilizacdo para determinar a FCR do animal.

4.5.4. Teste oral de tolerancia a glicose e teste de tolerancia a insulina

O teste oral de tolerancia a glicose (TOTG), modificado de (Pushparaj et al., 2000) e o
teste de tolerancia a Insulina (TTI), modificado de (Durham and Truett, 2006) foram
realizados em dois dias distintos com intervalo de 48 horas entre eles (Moura et al., 2008).
Em cada dia de teste, apds 12 horas de jejum, foi feito um corte na ponta da cauda dos
animais por onde foram coletadas amostras de sangue (5uL) para avaliagdo da glicemia,
utilizando-se um glicosimetro e fitas reativas (OneTouch Ultrada, Johnson & Johnson,
Argentina).

No TOTG foi coletada uma amostra de sangue para avaliacdo da glicemia de jejum
(tempo 0). Em seguida, os animais receberam, via gavagem, uma solucdo glicosada na
concentragdo de trés gramas de glicose por quilograma de peso. As avaliacdes das glicemias
subseqiientes, foram realizadas nos tempos 30, 60, 90, 120 e 150 minutos. Para o calculo da
area sob a curva durante o teste utilizou-se o software Sigma Polt 10.0.

No TTI, foi aferida a glicemia de jejum (tempo 0). Em seguida foi administrada uma
dose de insulina biossintética humana (Novonordisk, Brasil) via subcutanea (0,05 UI/100g de
peso corporal). As dosagens glicémicas posteriores foram aferidas nos tempos 30, 60, 90, 120

e 150 minutos.

4.6. AvaliacOes realizadas ap0s eutanasia

4.6.1. Avaliacéo da Adiposidade e crescimento nasocaudal
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Os animais foram submetidos a eutandsia em uma camera de CO,, e em seguida foi
mensurado o comprimento do corpo (nasoanal) e da cauda (comprimento da base a ponta da
cauda). Para avaliagdo e confirmacdo do desenvolvimento da obesidade visceral pelo
tratamento com MSG, foi mensurado o peso relativo das gorduras epididimal e retroperitoneal

11/3

(g/100g de peso corporal), e calculado o indice Lee [peso corporal = (g)/ comprimento naso-

anal (mm)]x 10 (Bernardis and Patterson, 1968).

4.6.2. Histomorfometria do tecido adiposo visceral

Fragmentos do tecido adiposo epididimal foram imediatamente fixados em solu¢do
de Carson (Carson et al., 1973) durante 24 horas a temperatura ambiente. Em seguida, o
tecido coletado foi desidratado em concentragdes crescentes de alcool (70°, 80°, 95°, e 100°
GL) com trocas a cada trinta minutos. Posteriormente, o material foi incluido em glicol-
metacrilato (Historesin®, Leica, Alemanha) e para polimerizacdo, e levado a estufa (45°)
durante 24 horas. Utilizando micrétomo automatico (Leica mod. RM-2155, Alemanha) com
navalhas de vidro, o material foi seccionado na espessura de 0,4 um. As sec¢des obtidas
foram coradas com hematoxilina-eosina, e em seguida foram montadas com Entellan® (Merk,
Alemanha). A analise do material foi realizada em microscépio (Olympus Bx-60, EUA) com
camera digital Q-Color 3 (Olympus, EUA), e as imagens digitalizadas de microscopia de luz
tiveram seus aumentos calculados com o uso do aplicativo Image-Pro Plus 4.5 (Media
Cybernetcs, EUA) e as pranchas foram montadas com auxilio do Power Point (Microsoft,
EUA).
4.6.3. Avaliacéo da insulinemia de jejum

A insulina plasmatica foi determinada pelo método de radioimunoensaio utilizando
“kit” comercial Rat Insulin RIA especifico para insulina de rato (Millipore Corporation,

EUA).
4.6.4. Avaliacéo da composicéo corporal da carcaca
Para avaliagdo da composi¢ao da carcaga foram removidas todas as visceras e tecido

adiposo das cavidades abdominal e tordcica, permanecendo apenas a carcaga eviscerada e a

cabeca intacta para quantificagdo de agua, gordura, proteina e cinzas.
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Para a quantificagdo do contetdo de adgua corporal foi usado o método gravimétrico.
Recipientes de aluminio foram previamente submetidos a tratamento térmico (105°C por 12
h) para perda total da umidade. As carcacas foram pesadas e colocadas nestes recipientes e,
em seguida, mantidas em estufa a 105°C por 24 horas para evaporagao de todo o conteudo de
agua corporal. Apds este periodo as carcacas foram resfriadas durante 30 minutos e, em
seguida, pesadas novamente. A diferenga no peso da carcaga encontrada antes e apoOs a
secagem foi considerada o peso imido do animal (A.O.A.C, 1997).

As carcacas desidratadas foram maceradas e, em seguida, colocadas em cartuchos de
papel filtro para extragdo de gordura utilizando-se um extrator de Soxhlet (condensador,
corneta tamanho grande e baldo de 500 ml). Os cartuchos com as carcagas trituradas foram
colocados na corneta do extrator e esta foi acoplada em um condensador e um baldo com éter
etilico que foi aquecido. Durante oito horas, o solvente foi aquecido até a evaporacdo e, em
seguida, condensado. Na seqiiéncia foram realizadas repetidas lavagens do cartucho e
extracdo do seu contetido lipidico. O teor de gordura da carcaga foi determinado pela
diferenca do peso do cartucho contendo a carcaga antes e apods extracgdo lipidica (A.O.A.C,
1997).

A carcaca desidratada e desengordurada foi pulverizada utilizando um
multiprocessador. Amostras de 20mg em triplicatas foram utilizadas para avaliar o teor
protéico pelo método de Kjeldahl (Kjeldahl, 1965). Primeiramente, foi adicionado a amostra
pulverizada 1g de mistura digestora (sulfato de cobre, selenito de sodio, sulfato de sodio) e
3ml de acido sulfurico para realizagdo da digestdo em uma placa digestora utilizando-se um
programa progressivo de temperatura alcangando 420° C por 2 horas. Em um segundo
momento, amostra digerida foi destilada durante 5 minutos utilizando-se solug@o de hidroxido
de sddio (50%) em um destilador de nitrogénio, e o nitrogénio foi coletado em uma solugao
de acido borico (4%). No terceiro momento, o produto da destilagdo foi titulado com acido
cloridrico (0,05 N), e o volume do 4cido gasto para viragem de cor foi utilizado para
determinar o nitrogénio da amostra.

O teor de cinzas foi avaliado por incineragdo de amostras de 2,5 g em triplicatas. As
amostras foram pesadas e colocadas em cadinhos submetidos a tratamento térmico prévio a
600°C por 6 horas para perda total de umidade. Em seguida, os cadinhos com as amostras
foram aquecidos a 300°C em uma mufla durante 1 hora e 30 minutos. Apds este periodo a
temperatura foi elevada a 600°C e amostra foi incinerada durante 6 horas. Terminada a

incineragdo, a temperatura da mufla foi reduzida a 150°C durante 8 horas, para que os
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cadinhos atingissem esta temperatura e fossem colocados no dissecador para a realizagao
pesagem. A diferenca do peso do cadinho antes e apos incineragdo foi usada para determinar

o valor de cinzas da carcaga (A.O.A.C, 1997).

4.7. Andlise Estatistica

A pressuposicdo de homogeneidade de variancias entre os grupos foi checada e
quando ndo atendida optou-se pelo procedimento ndo paramétrico de Mann-Whitney. Para a
compara¢ao dos dados entre os grupos baseline utilizou-se teste t para amostras
independentes. Os dados referentes aos grupos MSG (treinado e controle) e SAL (treinado e
controle) foram verificados quanto a normalidade e homogeneidade, e quando nio atendidas
utilizou-se a estatistica ndo paramétrica através do teste de Dunn’s. Os tratamentos dos dados
destes grupos (fatorial 2x2) foram feitos usando-se a analise de variancia (ANOVA) de duas
entradas. Posteriormente procedeu-se a comparagdo das médias pelo teste de Tukey, sendo
que independente da significancia da interacdo entre os fatores optou-se pelo desdobramento
dos fatores para estudo de seus efeitos. As andlises foram feitas utilizando-se os pacotes
estatisticos Winstat e Sigma Stat 3.5. Adotou-se o nivel de significancia de até 5%.

A andlise do peso corporal entre os grupos no periodo de lactagdo e durante 1* fase do
experimento ao longo do tempo foi realizada por meio de ANOVA para parcelas subdividas
em medidas repetidas ao longo do tempo e Teste de T post hoc. Para a analise do mesmo
parametro durante a segunda fase do experimento foi adotada ANOVA fator 2x2 (MSG x
SAL; controle x treinamento) para medidas repetidas e teste de T post hoc. Para a andlise
destes resultados foi utilizado o programa estatistico SAS (1995) e adotou-se o nivel de

significancia de até 5%.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Efeitos do tratamento com MSG

5.1.1 Peso Corporal

Durante o periodo de lactagao foi possivel observar o efeito redutor no peso corporal
provocado pelo tratamento com MSG a partir do 10° dia (Figura 1). Ao final da lactag¢do os
ratos tratados apresentavam uma reducdo de 5,6% no peso corporal (Figura 1). A analise
estatistica evidenciou ganho de peso dos animais dentro de seus respectivos grupos (p< 0,01).
Tal evidéncia fora significativa apos 48 horas da mensuragdo de cada dia avaliado.

Durante a primeira fase experimental a partir da 6* semana de vida, o peso corporal
dos animais foi menor no grupo MSG (p< 0,01). Esta reducdo atingiu 23,5% ao final da
primeira fase experimental, antes do inicio do protocolo de treinamento (Figura 2). Além
disso, assim como no periodo de lactagdo, os animais de ambos os grupos, apresentaram
ganho de peso ao longo desta 1* fase. No entanto, tal ganho de peso foi detectado até a 12°
semana ¢ 8" semana nos grupos MSG e SAL respectivamente. Estes dados sdo consistentes

com os resultados encontrados na literatura (Nakagawa et al., 2000).
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Figura 1. Evolugdo do peso corporal durante a primeira fase experimental no periodo de
lactacdo. SAL: ratos controles que receberam solugdo salina, n= 23. MSG: ratos submetidos
ao tratamento com glutamato monossédico, n= 23. Dados expressos em média. * Diferente de

SAL (p<0,05.)
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Figura 2. Evolugdo do peso corporal durante a primeira fase experimental. SAL: ratos
controles que receberam solugdo salina, n= 23. MSG: ratos submetidos ao tratamento com
glutamato monossddico, n=23. Dados expressos em média. * Diferente de SAL (p<0,05)

5.1.2. Comportamento Alimentar

31



Na avaliagdo da ingestao alimentar da 5* a 17* semana de vida foi observada uma reducao
na ingestao alimentar por animal no grupo MSG, comparado aos animais do grupo SAL (p

<0,001) (tabela 2).

Tabela 2. Consumo de racdo dos animais durante a primeira fase do experimento

Varidvel SAL MSG
Consumo total/ animal (g) 1941,05 +£ 20,41 1638,25 +47,85*
Consumo/ animal (12h escuro) 20,59 £ 0,61 12,50 £ 0,47*
Consumo/ animal (12h claro) 6,81 +0,72 8,24 + 0,53
CEA 0,122 + 0,003 0,103 £ 0,002*

Dados expressos em média + desvio padrao. SAL; ratos controles que receberam solugdo
salina, n= 23. MSG; ratos submetidos ao tratamento com glutamato monossodico, n= 23.
CEA; coeficiente de eficiéncia alimentar. * Diferente de SAL (p<0,05).

O consumo alimentar neste modelo experimental de SM nao apresentou alteragdes no
padrdo alimentar de ratos SHR obesos de 6 meses de vida em outro estudo (Iwase et al., 1998).
Por outro lado, hé evidencia de hipofagia nestes roedores obesos no 14° més de vida (Iwase et al.,
2000).

Provavelmente, a hipofagia observada nos animais obesos do presente estudo, ndo ¢ um
reflexo exclusivo da disfungdo na regulacdo da ingestdo pelo hipotdlamo, através de
neuropeptidios. Nestes animais, a hipofagia foi causada pela reducdo da ingestdo alimentar no
periodo noturno (12 horas do ciclo claro/escuro) (p <0,001), que implicou na diminuicao da
média total de ingestdo no periodo de 24 horas (Tabela 2). Resultados semelhantes foram
observados em outro estudo (Martinkova et al., 2000). Caso esta hipofagia fosse exclusivamente
secundaria a disfun¢do na expressao e secrecao de peptideos anorexigeno e/ou orexigeno, era de
se esperar uma reducdo da ingestdo alimentar igualmente distribuida entre os dois periodos do
ciclo claro/escuro.

Supde-se que as fungdes hipotalamicas de regulagdo da ingestdo alimentar, nos ratos
obesos do presente estudo, foram parcialmente preservadas, uma vez que estudo evidencia que
fontes extras de NPY, além das oriundas do nticleo arqueado, estdo resguardadas em animais
tratados com MSG (Zelezna et al., 2009). Estes dados fortalecem a nossa teoria de manutengao
parcial das fungdes reguladoras da ingestao pelo hipotdlamo em ratos obesos MSG.

Outros achados em pesquisas fomentam a nossa hipotese. Foi observado em

camundongos C57BL6/J que na vida adulta a perda de células cerebrais responsaveis pela
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expressao de NPY e AgRP gerava a um quadro grave de hipofagia. Contudo, quando a morte
destas celulas ocorriam no periodo neonatal, foram obeservadas modestas mudangas no massa
corporal, na ingestdo de alimentos ¢ no dispendio energético (Wortley et al., 2005). Estes
dados sugerem que, em recém-nascidos, diante de uma lesdo em células que expressam NPY e
AgRP, ocorrem mecanismos compensatorios na regulacdo da ingestdo, que ndo sao
observados em individuos adultos (Coll et al., 2007); (Wortley et al., 2005).

Outra possivel explicacdo para a mudanga no comportamento alimentar no periodo
noturno em animais obesos, observada no presente estudo, € uma possivel deterioragdo da retina e
do nervo optico, uma vez que a literatura demonstra que o tratamento com MSG promove
degradacao destas estruturas (Edelstein et al., 1995; Mistlberger and Antle, 1999; Szabadfi et al.,
2009), A retina exerce efeitos importantes nos ritmos circadianos dos mamiferos, que sdo
controldados endogenamente pelo nucleo supraquiasmatico do hipotalamo e sdo influenciados
exogenamente pelo ciclo claro-escuro. Neste contexto, a retina atua transmitindo informagdes
foticas para o SNC orquestrando os ritmos circandianos de acordo com a iluminosidade
(Pickard et al., 1987; Ralph and Hurd, 1996).

Na avaliagdo comportamental de ratos ¢ observado que estes sdo mais ativos durante a
noite € no inicio da manha, sendo caracterizados como animais de habitos noturnos, portanto,
apresentam maior ingestdo alimentar neste periodo (Sharp and La Regina, 1998). Entretanto,
nossos resultados indicam que o tratamento com MSG pode ter causado falha na transmissdo de
informagdes foticas de alteracdo da iluminosidade para o SNC e ter alterado os ritmos
circandianos dos ratos obesos, fazendo com que estes diminuissem o grau de atividade no
periodo noturno reduzindo, assim, a busca e ingestao de alimento.

Neste ambito, Mistlberger ¢ Antle (1999) mostra Em ratos Wistar obesos MSG,
observou-se com 6 semanas de vida, auséncia dos efeitos de luz e sombra sobre o nivel de
atividade e consumo alimentar. Concordado com os nossos dados, Mistlberger ¢ Antle (1999)
econtraram reducdo da ingestdo alimentar no periodo noturno em ratos MSG, quando
comparado com animais controle. Além disso, estes pesquisadores relataram que a diminui¢ao
do consumo de alimentos durante a exposicdo a luz, observada nos animais controle, nao foi
encontrada em ratos MSG, dados ndo encontrados em nossa pesquisa. Portanto, no estudo
citado, tanto a presenca quanto a auséncia de luz ndao gerou nenhuma influéncia no
comportamento alimentar dos ratos MSG.

Apesar do tratamento com MSG ter sido menos intenso (5 aplicagcdes de 2mg/g) na

pesquisa de Mistlberger e Antle (1999), seu efeito foi mais pronunciado no ritmo cirdandiano
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dos animais tratados, quando comparado com ratos obesos do presente estudo. Estas
divergéncias de resultados podem ser devido a diferencas de espécies, e de idade, uma vez
que nossos animais apresentavam 8 semanas de vida no periodo de avaliagdo do consumo
alimentar no ciclo claro/escuro e, portanto, poderiam ter desenvolvido mecanimos
compensatorios para a disfung@o no trato retinohipotalamico.

Diante do exposto, o comportamento hipofagico noturno em ratos MSG do presente
estudo pode ser resultado de vérios fatores, provocados pela elevada concentracdo de MSG no
SNC no periodo neonatal, como a falha de envio de informagdes foticas para o SNC
(Edelstein et al., 1995; Mistlberger and Antle, 1999), danos diretos nas células relogio do
marcapasso biologico no SNC (Mistlberger and Antle, 1999) e alteragao dos neuropeptideos
anorexigeno e orexigeno hipotalamicos (Zelezna et al., 2009).

Contudo, a presenca da hipofagia noturna observada em ratos tratados com MSG
(Martinkova et al., 2000; Mistlberger and Antle, 1999) parece ndo afetar o potecial
obsogénico destes animais, uma vez que a atividade da fosfatase alcalina nas vilosidades do
duodeno destes animais permanece elevada durante todo o ciclo de 24 horas, quando
comparada com animais controle. Isto evidencia que em ratos obesos MSG, apesar da
ocorréncia de menor ingestdo alimentar, uma melhor efeciéncia na absor¢ao de nutrientes ¢
observada, o que favorece o quadro de obesidade (Mozes et al., 2000).

Entretanto, apesar da melhora da eficiéncia absortiva de nutrientes (Martinkova et al.,
2000; Mozes et al., 2000; Mozes et al., 2004; Racek et al., 2001), no presente estudo foi
observado menor CEA do grupo MSG.b (p<0,001) (Tabela 2). Este quadro pode ser explicado
pela diminuigdo do GH em animais obesos MSG (Kauthold et al., 2002). Por um lado, a oferta de
substratos oriunda da absor¢do intestinal para os processos anabolicos ¢ preservada e, por outro
lado, o anabolismo protéico ¢ limitado devido a redu¢do do estimulo hormonal do GH. Como
resultado, ¢ observada menor formagao tecidual e massa corporal refletindo no reduzido CEA nos

ratos do grupo MSG.b.
5.1.3. Adiposidade e composicédo da carcaca
Em relacdo ao acumulo da gordura visceral, comparando os animais na 20* semana de

vida, foi observado no grupo MSG.b aumento de 239% e 398% da gordura relativa epididimal e

retroperitoneal, respectivamente (P<0,001) (Figura 3).
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Figura 3. Tecido adiposo epididimal e retroperitoneal relativo avaliado na 20* semana de
vida. Dados expressos em média = desvio padrdo. SAL.b: ratos controles que receberam
solugdo salina, grupo baseline n= 6. MSG.b; ratos submetidos ao tratamento com glutamato
monossodico, grupo baseline n= 6. * Diferente de SAL.b (p<0,05).

Na avaliagdo da composi¢do da carcaga, foi observada uma reducdo do teor de agua
(25%) e de proteina (20%), e aumento do percentual de gordura (368%) nos animais do grupo
MSG.b, comparados com os do SAL.c (P<0,001) (Tabela 3).

Tabela 3. Composigdo da carcaga na 20* semana de vida dos animais.

Yariével SAL.b MSG.b
Agua (%) 64,65+ 1,27 48,76 + 2,03*
Gordura (%) 5,67 £0,48 26,55 +2,43*
Proteina (%) 23,60 + 0,84 18,884 + 0,57*
Cinzas (%) 4.86+0,17 4,48 +0,14
Carboidrato (%) 1,20 + 0,44 1,31+0,13

Dados expressos em média + desvio padrao. SAL.b: ratos controles que receberam solugdo
salina, grupo baseline n= 6. MSG.b; ratos submetidos ao tratamento com glutamato
monossodico, grupo baseline n= 6. * Diferente de Sal.b (p<0,05).

Antes do inicio do programa de treinamento, a obesidade foi confirmada, ndo apenas pela
presenca de maiores depoésitos de gordura visceral, representados pelos compartimentos adiposos

epididimal e retroperitoneal, mas também pela presenca de maior percentual de gordura
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subcutanea nos animais tratados com MSG. O aumento da adiposidade visceral em ratos tratados
com MSG ja ¢ bem estabelecido na literatura, levando a caracterizacdo destes animais como
modelo de obesidade visceral (Voltera et al., 2008). Contudo, trabalhos juntamente com os
achados do presente estudo, evidenciam que este modelo ¢ caracterizado por uma obesidade
generalizada (Ribeiro Braga et al., 2004; Voltarelli et al., 2003).

Na avaliacao da composi¢ao da carcaga, a reducao do percentual de agua observada nos
animais do grupo MSG.c pode estar agregada ao aumento do percentual de gordura (Tabela 3). A
diminuicdo da quantidade de 4gua pode ser explicada pelo aumento dos compartimentos
adiposos, uma vez que os triacilglicerois sdo hidrofébicos, portanto, nao-hidratados. Desta forma,
0 organismo nao carrega peso extra de agua de hidratacdo que estd associada a polissacarideos
armazenados (Nelson and Cox, 2002). Os resultados encontrados por Ribeiro Braga e
colaboradores (2004) também apontam para esta dire¢do, uma vez que esses autores observaram
aumento de gordura e diminui¢do de agua na carcaca de ratos Wistar tratados com MSG,
independente da modificagao no teor de proteina.

A reducdo do percentual de proteina na carcaga de ratos obesos pode ser explicada pela
reducdo do hormoénio de crescimento (Kaufhold et al., 2002; Tamura et al., 2002) e dos niveis
circulantes do fator de crescimento semelhante a insulina (Davies et al., 2007) observada em
animais submetidos ao tratamento com MSG. Em ratos Sprague-Dawley obesos MSG, foi
avaliado niveis plasmaticos de GH no sexto més de vida, utilizando método de radioimunoensaio
com sensibilidade de 2 a 3 ng/ml. Quando amostras continuas foram retiradas durante 8 horas (7
as 14 horas) em intervalos de 15 minutos, foram observados niveis tdo reduzidos de GH que nio
puderam ser mensurados (Kaufhold et al., 2002). Estes dados evidenciam que ratos com
obesidade hipotalamica apresentam forte alteragdo no ciclo circadiano do GH, o que resulta

em diminui¢do na massa tecidual protéica.

5.1.4. Histomorfometria do tecido adiposo visceral

Na avaliagdo da area dos adipocitos do tecido adiposo epididimal foi observado que
o tratamento com MSG promoveu aumento deste pardmetro nos animais do grupo MSG.b,
quando comparados com ratos SAL.b. (P<0,001, Figuras 4 ¢ 5). A maior area em adipdcitos
de ratos MSG, pode ser reflexo do aumento do indice de translocagdo de GLUT4 e da
captagdo de glicose e sua conversdo em lipidios, como também da reducdo da lipdlise e da

atividade da lipase hormonio sensivel (Dolnikoff et al., 2001). Um maior sensibilidade a
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insulina atuando na lipogénese também pode ser considerado um possivel mecanismo (Macho

et al., 2000).
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Figura 4. Area do adipocito do tecido adiposo epididimal na 20° semana de vida. Dados
expressos em média + desvio padrdo. SAL.b: ratos controles que receberam solugdo salina,
grupo baseline n= 5. MSG.b; ratos submetidos ao tratamento com glutamato monossddico,
grupo baseline n= 5. * Diferente de SAL.b (p<0,05).

Figura 5. Fotomicrografias dos adipocitos do tecido adiposo epididimal dos animais dos
grupos experimentais. Tecido corado com hematoxilina e eosina, observados com
microscopio de luz. Tamanho= 40 pm, bara= 40 um, aumento 10x. SAL.b: ratos controles
que receberam solugdo salina, grupo baseline n= 5. MSG.b: ratos submetidos ao tratamento
com glutamato monossodico, grupo baseline n=5.

Resultados semelhantes aos observados no presente estudo sdo encontrados na
literatura. Dolnikoff e colaboradores (2001) isolaram adipécitos da gordura retroperitoneal de
ratos Wistar com 30 dias de vida submetidos ao tratamento neonatal com MSG e confirmaram

que além da maior area os adipdcitos de animais tratados com MSG apresentaram maior
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diametro, volume e conteudo de lipidio. No presente estudo foi observado menor niimero de
células adiposas em ratos MSG, o que caracteriza a obesidade nestes animais como
hipertrofica.

Outros pesquisadores também confirmaram a obesidade visceral de ratos MSG como
hipertrofica. Ao avaliar a celularidade da gordura epididimal em ratos Wistar MSG com 13
semanas de vida, através do teor de DNA, foi observada auséncia de alteracdo do numero
células (teor de DNA) e aumento do tamanho celular (razdo peso do tecido/DNA) (Ribeiro
Braga et al., 2004). Na avaliacdo de adipdcitos isolados da gordura epididimal de ratos
Sprague-Dawley MSG com trés meses de vida, também foi observado maior didmetro nestas
células (Macho et al., 2000).

Os dados do presente estudo mostraram que o perfil de obesidade do tipo hipertrofica
ocorre em ratos MSG com idade mais avanca (20 semanas de vida). Estes dados indicam que
a caracteristica hipertrofica de adipdcitos de animais MSG se mantém ao longo da vida.
Contudo, ainda nao se pode avaliar se além da hipertrofia a hiperplasia também ocorre no
tecido adiposo visceral de ratos MSG adultos.

Dados na literatura evidenciaram que em mamiferos a expansdo natural do tecido
adiposo branco ocorre rapidamente ap6és o nascimento como resultado do aumento do
tamanho e do niimero de células adiposas (Garcia et al., 2002). Por outro lado, em organismos
adultos durante o desenvolvimento da obesidade um aumento no tamanho do adipdcito parece
anteceder o aumento no numero de células (MacKellar et al., 2010). Uma explicagdo para o
fenomeno ¢ o fato do aumento em tamanho dos adipdcitos ndo ser um processo ilimitado.
Parece que nestas células, quando crescimento atinge um grau maximo, além do qual a sua
capacidade de armazenamento de gordura se esgota, pré-adipdcitos sdo diferenciados em
adipocitos (Queiroz et al., 2009).

Estes relatos observados na literatura sugerem que ratos obesos tratados com MSG,
quando atingida uma idade avancada, além da obesidade hipertroéfica podem desenvolver a

hiperplasia das células adiposas. Contudo, esta abordagem necessita ser investigada.

5.1.5. Indice Lee e crescimento linear

Apesar da confirmagdo da obesidade através da quantificacdo da gordura visceral e
subcutanea no grupo MSG, na avaliagdo do indice Lee ndo foi observada diferenca entre os

grupos MSG.b e Sal.b (p>0,05) (Tabela 4). Nas dimensdes corporais, observou-se reducao de
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12,6% no comprimento nasoanal e de 25,6% no tamanho da cauda (p<0,001). Apesar das
menores dimensdes no comprimento nasoanal nos animais obesos, a auséncia de confirmagao da
obesidade através da avaliacdo do indice Lee em ratos obesos pela inducdo por MSG pode ser
devido a menor massa corporal nestes animais, quando comparados aos animais controle (Figura
2). Redugdes do peso corporal, do comprimento nasoanal e da cauda em roedores tratados com
MSG no periodo neonatal t€ém sido largamente relatadas na literatura (Mozes et al., 2000; Nakai et
al., 1986; Scomparin et al., 2011)

Tabela 4. indice Lee e dimensdes corporais dos animais na 20° semana de vida.

Variavel SAL.b MSG.b
Indice Lee 0,305 + 0,003 0,319 + 0,006
Corpo (cm) 23,35+0,18 20,41 £ 0,59*
Cauda (cm) 18,47+ 0,15 13,742 £ 0,32%*

Dados expressos em média + desvio padrdo. SAL.b; ratos controles que receberam solugdo
salina, grupo baseline n= 6. MSG.b; ratos submetidos ao tratamento com glutamato
monossddico, grupo baseline n= 6. Indice Lee; raiz cubica do peso corporal (g)x 10/
comprimento nasoanal (cm). Corpo; comprimento nasoanal. Cauda; comprimento da base a ponta
da cauda. * Diferente de SAL.b (p<0,05).

O indice Lee ¢ amplamente utilizado na avaliagdo da obesidade provocada pelo MSG em
roedores (Martins et al., 2004; Scomparin et al., 2006). Em outro estudo utilizando ratos SHR, o
indice Lee foi eficaz em evidenciar a obesidade em ratos SHR tratados com MSG na 24 semana
de vida (Iwase et al., 1998). Estes dados evidenciam que na obesidade hipotalamica provocada
pelo MSG em ratos SHR o indice Lee ¢ capaz de comprovar a presenca de obesidade apds 5
meses de vida, quando o grau de adiposidade ¢ mais elevado.

Estudo mostra a boa correlacdo entre a gordura corporal e o indice de Lee tanto em ratos
adultos como em animais recém desmamados induzidos a obesidade hipotalamica, o que ¢ devido
as lesdes elétricas no hipotdlamo (Bernardis and Patterson, 1968). Contudo, ¢ importante ressaltar
que danos elétricos no hipotdlamo causam obesidade principalmente pela hiperfagia nao
ocorrendo redu¢do das dimensdes corporais, como observado na obesidade neuroenddcrina
provoca pelo MSG (Wang et al., 2007). Desta forma, os resultados do presente estudo
evidenciaram que a utilizagdo do indice Lee na avaliagdo da adiposidade ¢ mais apropriada em
modelos experimentais de obesidade que ndo apresentam reducdes no peso € nas dimensdes

corporais, como observado em ratos com obesidade secundaria a hiperfagia ou dieta hiperlipidica.

5.1.6. Insulinemia de jejum, tolerancia a glicose e sensibilidade a insulina
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Na avaliacdo da insulinemia de jejum no quinto més de vida os valores foram 36%
maiores no grupo MSG.b, quando comparados com SAL.b, contudo, esse aumento nao foi

estatisticamente significativo (P>0.05) (Tabela 5).

Tabela 5. Insulina plasmatica de jejum na 20* semana de vida

Variavel SAL.b MSG.b
Insulinemia de jejum (ng/mL) 1,177 £ 0,220 1,839 £ 0,376
Freqiiéncia cardiaca de repouso (bpm) 344 +7 412 + 9*

Dados expressos em média + desvio padrdo. SAL.b: ratos controles que receberam solugdo
salina, grupo baseline n= 6. MSG.b; ratos submetidos ao tratamento com glutamato
monossodico, grupo baseline n= 6. * Diferente de SAL.b (p<0,05).

Maiores aumentos na insulinemia sdo observados quando outras espécies sdo
submetidas ao tratamento neonatal com MSG, como camundongos Swiss com 3 meses de
idade (300%) (Scomparin et al., 2009), camundongos NMRI com 4 meses de vida
(400%)(Matyskova et al., 2008).

Por outro lado, resultados semelhantes aos do presente estudo foram observados por
Iwase e colaboradores (1998) quando submeteram ratos SHR ao tratamento neonatal com
MSG. Quando estes animais atingiram 6 meses de vida ndo foram encontradas diferengas na
insulinemia e na glicemia de jejum entre ratos SHR obesos ¢ SHR controles. Contudo, no 14°
més de vida os ratos obesos MSG apresentaram maior insulinemia e glicemia de jejum em
relacdo aos controles (Iwase et al., 2000; Iwase et al., 1998). Estes dados evidenciaram que
somente em uma idade mais avancada a obesidade secundaria ao tratamento com MSG surtira
efeito na insulina e na glicose plasmatica de ratos SHR, uma vez que ratos SHR independente
da presenca de obesidade ja apresentam alteragdo no metabolismo de glicose (Cesaretti and
Kohlmann Junior, 2006).

A presenca de maior teor de hemoglobina glicada em ratos SHR com obesidade
secundaria ao MSG, em comparagao aos seus pares magros no 6° més de vida, sugere que o
comprometimento do metabolismo de carboidratos ¢ maior nos animais obesos (Iwase et al.,
1998).

Em relacdo ao teste oral de tolerancia a glicose, no presente estudo foram observados
niveis significativamente maiores na glicemia de ratos obesos MSG nos tempos 60 (p=0,003)
e 90 (p=0,012), em comparagao aos animais do grupo SAL (Figura 6 A). Por outro lado, na

avaliacdo da area sob a curva da glicemia calculada durante o teste o aumento de 13%
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observado no grupo MSG nao foi estatisticamente diferente do grupo SAL (P>0,05) (Figura 6
B).

Por outro lado, ao analisar o perfil da curva glicémica observa-se que o grupo MSG
apresentou valores de glicemia crescentes até o tempo 90, quando estes valores comegaram a
decair. Nos animais controle a gliemia aumentou do tempo 0 ao tempo 30, quando os valores
comegaram a diminuir. Todos estes dados indicam que o tratamento com MSG promoveu
prejuizo na tolerancia a uma sobrecarga de glicose. Outros autores também concluiram que

ratos tratados com MSG sdo intolerantes a glicose (Grassiolli et al., 2006; Scomparin et al., 2011).
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Figura 6. Tolerancia a glicose dos animais avaliada na 20* semana de vida. A; evolugdo da
glicemia durante o teste, dados expressos em média. B; area sob curva de glicemia durante o
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teste, dados expressos em média + desvio padrao. SAL: ratos controles que receberam solugao
salina, n=6. MSG; ratos submetidos ao tratamento com glutamato monossodico, n=6. *
Diferente de SAL (p<0,05).

O agravamento da anormalidade no metabolismo da glicose presente nos ratos SHR
apos o tratamento com MSG pode ser justificado pela diminui¢do da captagdo de glicose
devido falhas no receptor de insulina (Gouveia et al., 2000). Ratos Sprague-Dawley submetidos
ao tratamento neonatal com MSG apresentaram elevadas concentragdes de glicose sanguinea na
12* semana de vida. Nestes animais, a capacidade de ligagao dos receptores de insulina R1 e R2
nas membranas de células dos tecidos adiposo, hepatico e muscular estava reduzida. Desta forma,
a captacao de glicose estimulada pela insulina nestes tecidos ¢ prejudicada (Macho et al., 2000).

Durante o teste de tolerancia a insulina ndo foi observada diferenga entre os valores de
glicemia entre ratos obesos MSG e controle (p>0,05). Apesar da auséncia de diferenca
estatistica, na andlise do perfil da curva glicemia obseserva-se que os animais controle
apresentaram queda constate da glicemia, enquanto que entre os animais obesos estd queda
ocorre apenas até o tempo 60. Isto indica uma possiel resisténcia da agdo da insulina nos ratos
obesos (Figura 7).

Em estudo da sensibilidade a insulina em camundongos Swiss foram observados
valores de glicemia elevados nos animais tratados com MSG durante os 60 minutos de teste
quando estes foram comparados com os camundongos controle (Andreazzi et al., 2009). No
presente estudo os animais controles do grupo SAL ndo eram animais saudaveis, uma vez que
a literatura mostra que animais SHR apresentam disfun¢do no metabolismo da glicose
(Gouveia et al., 2000). Portanto, a auséncia de diferenca nos valores de glicemia durante o
teste de tolerancia a insulina entre os grupos MSG e SAL pode ser reflexo da presenca de

resisténcia a insulina em ambos os grupos.
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Figura 7. Sensibilidade a insulina dos animais avaliada na 20* semana de vida. Evolugdo da
glicemia durante o teste, dados expressos em média. SAL: ratos controles que receberam
solugdo salina, n=6. MSG; ratos submetidos ao tratamento com glutamato monossodico, n=6.

5.1.7. Pressao arterial e frequiéncia cardiaca de repouso

Nao foi observada diferenca estatistica (P>0,05) entre os niveis de pressdo arterial
sistolica, diastolica e média dos grupos SAL e MSG antes do periodo de treinamento (Figura

8).
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Figura 8. Pressdo arterial sistolica, diastolica e média dos animais avaliada na 20* semana de
vida. Dados expressos em média + desvio padrdo SAL: ratos controles que receberam solugado
salina, n=23. MSG; ratos submetidos ao tratamento com glutamato monossodico, n=23.

Todavia, era esperado que com o aumento do tecido adiposo visceral ocorresse aumento
nos niveis pressoricos, uma vez que esse deposito energético € responsavel pela secrecao de varias
adipocinas com fungdes pro-inflamatdrias. Tem sido observado que a obesidade esta relacionada
com aumentos do indice HOMA, da proteina C reativa e da proteina carreadora de retinol 4
(RBP4), os quais estdo associados com aumento da pressdo arterial sistolica (Chiba et al.,
2010).

Entretanto, no presente estudo a obesidade gerada pela administragdo de MSG nio afetou
0s niveis pressoricos dos animais. Este resultado também foi encontrado por outros. Ferreira e
colaboradores, ao avaliar ratos SHR com 12 semanas de vida, ndao observaram influéncia da
obesidade induzida pelo MSG na pressdo arterial avaliada por método oscilométrico (Ferreira et
al., 2009).

Resultados semelhantes aos do presente estudo também foram observados em estudo com
ratos Wistar obesos pelo tratamento com MSG, uma vez que a obesidade neuroendocrina ndo
afetou a pressdo arterial destes animais nas 12* ¢ 24* semanas de vida (Voltera et al., 2008).
Contudo, neste mesmo estudo foi observado nos ratos obesos um aumento de 42% na pressao
arterial média, avaliada diretamente através da introducdo de um cateter na aorta abdominal. Esta
maior pressao arterial média pode ser explicada pelo estado elevado de vasoconstri¢dao, uma vez
que foi observado aumento da resisténcia periférica total nos ratos MSG (Voltera et al., 2008).

Estes resultados inesperados na influéncia da obesidade promovida pelo MSG na pressao
arterial observados no presente € em outros estudos podem ser reflexos de um efeito dicotdmico
na atividade nervosa simpatica. Por um lado, o aumento da gordura visceral cursa no quadro de
resisténcia periférica a insulina que gera uma hiperinsulinemia que, juntamente com
hiperleptinemia, resulta em elevacdo destes hormonios e aumento da atividade simpética, o que
produz alteracdes hemodinamicas sistémicas como o aumento da resisténcia periférica (Macho et
al., 2000; Voltera et al., 2008). Por outro lado, a literatura mostra que o tratamento com MSG
promove uma reducdo da atividade simpatica em ratos obesos (Scomparin et al., 2009). Desta
forma, a ndo alteracdo da pressdo arterial nos animais obesos do presente estudo pode estar
apoiada na auséncia de acréscimo da atividade simpatica, geralmente observada com o aumento
da adiposidade visceral.

Estudos mostram que a obesidade promovida pela alteracdo do padrdo alimentar também
ndo altera a pressdo arterial de ratos obesos. Por exemplo, tanto ratos SHR quanto Wistar de 8
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semanas de vida ndo apresentaram alteracdo na pressdo arterial sistolica avaliada pela
pletismografia de cauda apods o estabelecimento da obesidade causada por ingestdo de dieta
hiperlipidica (Knight et al., 2008; Knight et al., 2010). A obesidade secundaria a hiperfagia em
ratos obesos SHROB, animais espontaneamente hipertensos com presenca de mutagdo no
receptor de leptina, também ndo exerce influéncia na pressdo arterial sistdlica na 22* semana de
vida (Velliquette et al., 2005).

Entretanto, estudos anteriores mostraram que o tratamento com MSG reduz a pressdo
arterial sistolica, avaliada através da cauda, em ratos SHR com 6 e 14 meses de vida (Iwase et al.,
2000; Iwase et al., 1998). Esta redugdo na pressdo arterial pode ser reflexo de um erro
metodologico, uma vez que animais obesos MSG apresentam redugao do comprimento da cauda
(Ciric et al., 2009; Mozes et al., 2000). Uma reducao de 25% no tamanho da cauda também foi
observada no presente estudo (Tabela 4), o que motivou a utilizagdo da pletismografia de cauda
com pulso arterial captado por um transdutor digital, em detrimento ao equipamento manual.

Na avaliacdo da freqiiéncia cardiaca de repouso, observou-se um aumento de 16.6%
neste parametro nos animais MSG (P<0,001), em comparacgao aos ratos SAL (Tabela 5). Estes
resultados também foram observados em outro estudo em ratos Wistar obesos MSG com 12
semanas de vida (Voltera et al., 2008). Nossos achados podem ser indicagdo de prejuizo na
fun¢do do miocardio secundario a obesidade neuroendocrina, uma vez que a literatura relata

reducdo da massa ventricular esquerda em animais obesos MSG (Voltera et al., 2008).

5.2. Efeitos do treinamento em natacgao

5.2.1. Frequéncia cardiaca de repouso e desempenho fisico

Os animais treinados dos grupos SAL.t e MSG.t apresentaram menor FCR (p<0,001),
quando comparados com os ratos dos grupos SAL.c e MSG.c, respectivamente. Contudo, o
mesmo perfil de FCR elevada observado em ratos MSG na 20* semana de vida (antes do
treinamento, Tabela 5), foi também notado ap6s o programa de natagdo, uma vez que apods o

protocolo de exercicio os ratos obesos permaneceram com a FCR elevada em comparagio

com os animais SAL (p=0,004) (Tabela 6).

Tabela 6. Freqiiéncia cardiaca de repouso e desempenho fisico

SAL.c SAL.t MSG.c MSG.t

FCR (bpm) 371+ 13 300+ 6" 393+ 10 342 + 10*"
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Tempo de 209,33 + 59,26 575,88 + 48,39" 596,00 + 59,26* 872,77 + 48,39*"
exaustao
(min)

% peso - 3,70+ 0,16 - 5,00 +0,37*

corporal

Dados expressos em média + desvio padrdo. SAL.c: ratos controles ndo exercitados, n=8.
SAL.t: ratos controles, exercitados, n=9. MSG.c; ratos obesos, nao exercitado, n=8. MSG.t;
ratos obesos, exercitado, n=9. FCR: freqiiéncia cardiaca de repouso. Tempo de exaustio:
tempo de permanéncia nadando durante teste esforco méaximo. % peso corporal: valor
maximo do peso de sobrecarga atingida durante o treinamento. *Diferente do respectivo
controle SAL (p<0,05). * Diferente do respectivo controle ndo exercitado (p<0,05).

Em relagdo ao protocolo de treinamento, vale ressaltar a importancia da determinagao
da sobrecarga utilizada no exercicio de natagdo com ratos obesos ter sido realizada de forma
individualizada através de teste de esfor¢o maximo. Voltarelli e colaboradores (2003),
mostraram que durante um teste de natacdo suportando carga fixa equivalente a
aproximadamente 5% do peso corporal durante 20 minutos, ratas Wistar obesas MSG com 16
semanas de vida apresentaram menores valores de lactato sanguineo durante todo o teste
(avaliagdo a cada 5 minutos) e maiores taxas de glicogénio do musculo séleo avaliada
imediatamente apds o exercicio. Segundo estes autores, estes dados sugerem que na mesma
carga de trabalho, ratas obesas MSG apresentam menor intensidade de esfor¢o comparadas as
ratas controles. A explicagdo para o fendmeno, pode ser apoiada na diferenca da densidade
corporal entre os animais. Ratas MSG apresentam menor densidade, quando comparadas com
animais controle, o que pode facilitar a flutuacdo durante a nata¢do implicando em reducao na
intensidade de esforco (Voltarelli et al., 2003).

No presente estudo, os ratos MSG.t atingiram cargas 26% mais elevadas (P = 0,003)
que os animais SAL.t (Tabela 6). Possivelmente, a maior gordura visceral e subcutdnea nos
animais MSG.t tenha favorecido a flutuagdo destes na dgua durante o teste de esfor¢o maximo
favorecendo, assim, um maior tempo de permanecia destes animais na agua e,
conseqiientemente, possibilitando um maior peso de sobrecarga final. Estudos que analisaram
o efeito do exercicio de natagdo em animais obesos pelo tratamento neonatal com MSG tém
utilizado o peso corporal para estabelecer o valor da sobrecarga (Andreazzi et al., 2009; Braga
et al., 2006; Ribeiro Braga et al., 2004; Scomparin et al., 2011; Scomparin et al., 2006). Desta
forma, trabalhos que utilizam apenas peso corporal para estabelecimento da sobrecarga de
treinamento de natacdo em ratos obesos podem estar subestimando o efeito do exercicio sobre

os parametros fisioldgicos destes animais.
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Neste ambito, outros autores ainda determinaram a maxima fase estavel de lactato em
ratos Wistar magros e obesos pelo tratamento com MSG com sete semanas de vida (Araujo et
al., 2009; Manchado et al., 2005). Foi observado que em ratos magros, a maxima fase estavel
de lactato ocorre na intensidade equivalente a 4,5% do peso corporal com concentragdo média
de lactato de 6,37mM. Entretanto, em ratos obesos esta fase acontece na intensidade
equivalente a 6% do peso corporal, com concentragdo média de lactato de 5,67mM (Araujo et
al., 2009). Estes achados dao suporte a metodologia de treinamento empregada no presente
estudo.

Esta menor habilidade de tolerar elevadas concentragdoes de lactato em ratos obesos
MSG, observada na literatura, possivelmente ¢ secundaria a reduzida capacidade aerdbica
nestes animais. Ratos obesos MSG apresentam deficiéncia de GH (Kauthold et al., 2002) que
estd relacionada com reducdo na capacidade maxima para captar e utilizar oxigénio. Em
individuos deficientes em GH ¢ observada reducao da massa de hemacias, do volume de
sangue total, da massa ventricular esquerda e da fragdo de ejecdo (Gibney et al., 2007,
Mossberg et al., 2008)

Contudo, ¢ importante destacar que a méaxima fase estavel de lactato ¢ um importante
indicador da capacidade aerdbia, sendo que a intensidade de exercicio relativa a este indicador
requer predominancia do sistema energético aerdbio. Em exercicios realizados acima dessa
intensidade, o metabolismo energético desloca-se para as vias anaerobias (Manchado et al.,
2005). Neste sentido, no presente estudo os ratos obesos € magros nadaram com cargas de 5%
e 3,7% do peso corporal (P = 0,003) representando, respectivamente, 83% e 82% da
capacidade aerobica (Tabela 6).

A eficiéncia do protocolo de treinamento de natagdo utilizado no presente estudo foi
comprovada pelos valores de freqliéncia cardiaca de repouso e tempo de exaustdo. Os
resultados indicaram que os animais dos grupos SAL.t ¢ MSG.t estavam treinados. A FCR
tem sido utilizada como indicativo de condicionamento aerdbico, uma vez que individuos
com boa condi¢do aerobica tendem a apresentar valores de FCR mais baixos (Almeida and
Aratjo, 2003; Rahnama et al., 2010).

A reducdo da freqiiéncia cardiaca de repouso apds treinamento fisico parece ser devido
a melhoria do sistema cardiovascular (Rahnama et al., 2010). A FCR mais baixa pode ocorrer
em funcao do aumento do retorno venoso e do volume sistolico. Com a melhora do retorno

venoso ¢ observado aumento do volume sistélico e, para manutengdo do débito cardiaco em
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repouso constante, ocorre reducdo da FC em resposta a volume sistolico aumentado (Almeida

and Araujo, 2003; McArdle et al., 2003).

5.2.2. Peso corporal

No decorrer das oito semanas do treinamento, foi observado aumento linear do peso
corporal em todos os grupos (R>>0,85). Contudo, o treinamento ndo foi eficaz em alterar este
pardmetro nos animais, uma vez que nao foi observada diferenca no peso corporal entre
grupos MSG.t e MSG.c e entre os grupos SAL.t e SAL.c (P>0,05). Por outro lado, a diferenca
no peso corporal entre os grupos tratados com MSG e grupos SAL manteve-se até o final do

programa de natagdo (P<0,001, figura 9).
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Figura 9. Evolugdo do peso durante o programa de treinamento. Dados expressos em média.
SAL.c: ratos controles ndo exercitados, n=8. SAL.t: ratos controles, exercitados, n=9; MSG.c;
ratos obesos, nao exercitado, n=8. MSG.t; ratos obesos exercitado, n=9. * Diferente do
respectivo controle SAL (p<0,05)

Outro estudo relatou reducdo do peso corporal em ratos submetidos ao tratamento
neonatal com MSG em resposta a treinamento em natacdo (12 semanas, 5x/semana, 45
minutos/dia, carga de 5% do peso corporal) (Braga et al., 2006; Ribeiro Braga et al., 2004).

Contudo, nestes estudos, diferentemente do presente estudo, o programa de exercicio foi
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iniciado ap6s os desmame. Isto evidencia que ¢ importante o inicio precoce da pratica de
atividade fisica para uma melhor conten¢ao do ganho de peso na obesidade neuroenddcrina.

No presente estudo, o programa de exercicio ndo foi eficiente em promover reducdo
do peso corporal dos ratos MSG.t, apesar da diminui¢do da gordura visceral nestes animais,
comparados com ratos MSG.c (Figura 10). Este paradoxo pode ser explicado pelo aumento do
percentual de proteina da carcaga nos animais MSG.t apds o treinamento, que possivelmente
compensou o peso da gordura visceral perdida (Tabela 8).

Por outro lado, no presente estudo, a auséncia de alteracdo no peso corporal de ratos
SAL.t pode ser explicada pela ineficiéncia do treinamento de natagdo em promover perda de
gordura subcutanea e visceral, quando estes animais sdo comparados com o grupo SAL.c

(Tabela 8 e Figura 10, respectivamente).

5.2.3. Comportamento alimentar

Durante o periodo de treinamento, foi observada redu¢do no consumo alimentar por
animal nos grupos MSG, quando comparados com seus respectivos controles dos grupos SAL

(p<0,001). Isto reflete o efeito hipofagico do tratamento com MSG.

Tabela 7. Consumo alimentar e coeficiente de eficiéncia alimentar durante o periodo de
treinamento.

SAL.c SAL.t MSG.c MSG.t
Ingestdo/ animal 1300,12 9,04 1276,89 + 1004,03 + 949,74 +
(2) 15,88 17,31%* 30,07*

Dados expressos em média = desvio padrao. SAL.c: ratos controles ndo exercitados, n=8.
SAL.t: ratos controles, exercitados, n=9 MSG.c; ratos obesos, ndo exercitado, n=8. MSGd.t;
ratos obesos, exercitado, n=9. Ingestdo/ animal: ingestdo alimentar por animal. *Diferente do
respectivo controle SAL (p<0,05). * Diferente do respectivo controle nio exercitado (p<0,05).

Por outro lado, o treinamento em natacao ndo afetou a ingestdo alimentar em ambos os
grupos treinados (p>0,05). Outro estudo em camundongos Swiss MSG com 21 dias de vida
demonstrou que um programa de natacdo de 10 semanas (3x/semana, 15 minutos/dia, carga de
2,5% do peso corporal) também ndo alterou a ingestdo alimentar (Scomparin et al., 2009).

Em relacdo a hipofagia presente nos animais MSG, era experado que o treinamento
ndo exercesse influéncia na ingestao alimentar de animais MSG.t, uma vez que a hipofagia

dos animais MSG era secundaria a alteragcdes neurais.
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5.2.4. Adiposidade e composic¢édo da carcaca

O tratamento com MSG causou aumento (p<0,001) da gordura epididimal e
retroperitoneal relativa ao peso corporal em animais MSG.c, quando confrontados com o grupo
SAL.c (Figura 10). O treinamento em natacao nao alterou a gordura visceral (gordura epididimal
e retroperitoneal) nos animais SAL (SAL.c vs SAL.t, P>0,05). Entretanto, a natacdo reduziu estas
gorduras no grupo MSG.t comparado com o MSG.c (p< 0,05). Porém, houve diferenca entre
gordura epididimal e retroperitoneal relativa nos animais do grupo MSG.t confrontado com o

grupo SAL.t. (P>0,001) (Figura 10).
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Figura 10. Tecido adiposo epididimal e retroperitoneal relativo, avaliado ap6s programa de
treinamento. Dados expressos em média + desvio padrdo. SAL.c: ratos controles ndo
exercitados, n=8. SAL.t: ratos controles, exercitados, n=9 MSG.c; ratos obesos, nao
exercitado, n=8. MSG.t; ratos obesos, exercitado, n=9. *Diferenga estatistica comparado com
o respectivo controle SAL. # Diferenca estatistica comparado com o respectivo controle nao
exercitado (p<0,05).

Para inibir ou restaurar o quadro de obesidade hipotaldmica experimental secundéria ao
tratamento neonatal com MSG um protocolo de exercicios iniciado precocemente, logo apos o
desmame, ¢ de suma importincia (Scomparin et al., 2009). Tem-se observado que programa de
treinamento realizado em ratos adultos nao reverte o quadro de obesidade, mas apenas ameniza o

grau de adiposidade (Scomparin et al., 2011), como observado no presente estudo.

50



Em camundongos obesos adultos de 7 semanas de vida, o treinamento de natagdo
(3x/semana, 15 minutos/dia, 2,5% peso corporal) durante 4 semanas ndo reduziu a gordura
visceral (Scomparin et al., 2006). Por outro lado, este mesmo protocolo de treinamento foi
eficiente em reduzir a gordura epididimal de camundongos jovens, quando estes eram submetidos
ao treinamento logo ap6s o desmame (Andreazzi et al., 2009; Scomparin et al., 2006).

Em outro estudo foi evidenciado que o treinamento de natacdo com carga de 5% do peso
corporal (12 semanas, 5x/semana, 45 minutos/dia), iniciado precocemente, também promove
reducdo da gordura visceral em ratos obesos MSG (Braga et al., 2006; Ribeiro Braga et al., 2004).
Juntamente com os dados do presente estudo, estes achados evidenciam que quanto mais cedo for
iniciado o treinamento e quanto maior for sua intensidade e volume, considerando a capacidade
fisica do individuo, maior serd o beneficio de mobilizagcdo e oxidacdo da gordura visceral na
obesidade hipotalamica.

Alguns mecanismos atuantes nesta redugao da gordura visceral em resposta ao exercicio
em modelos de obesidade hipotalamica t€m sido sugeridos. A ativagao do eixo simpatico ¢ um
dos mecanismos propostos, pois foi observado que animais obesos MSG com 21 dias de vida
submetidos a programa de natacdo de 10 semanas (3x/semana, 15 minutos/dia, carga 2,5% do
peso corporal), apresentaram aumento de 500% na atividade nervosa simpatica e reducao de 53%
da atividade elétrica parassimpatica (Scomparin et al., 2009) . Estes animais treinados também
apresentaram maior contedo de catecolaminas nas glandulas adrenais que, quando necessario,
podem liberar mais epinefrina e norepinefrina e mobilizar com mais eficiéncia o tecido
adiposo em comparagao com animais obesos MSG destreinados (Andreazzi et al., 2009;
Scomparin et al., 2009; Scomparin et al., 2006).

Outro mecanismo proposto ¢ que o aumento do GH induzido pelo exercicio, que
promove a disponibilidade do tecido adiposo com fonte de energia através da lipdlise,
gerando aumento de acidos graxos livres utilizados como substratos durante o exercicio
(Gibney et al., 2007).

Em relacdo a composicao da carcaca dos animais na 28 semana de vida, foi observado
que o tratamento com MSG promoveu aumento de 107% no teor de gordura e diminuicao de
32% no conteudo de proteina da carcaga dos animais do grupo MSG.c, em comparagdo com 0
grupo SAL.c. (p<0,001, Tabela 8).

O programa de natacdo alterou apenas o percentual de proteina da carcaga dos animais
tradados com MSG. Foi observado aumento deste parametro no grupo MSG.t, comparado

com o MSG.c ( P= 0,0389 interagdo). Apesar do aumento do percentual de proteina na
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carcaca dos animais do grupo MSG.t, estes continuaram a apresentar menor percentual
protéico que os SAL.t (P< 0,001). Por outro lado, nos grupos salina o treinamento apenas
aumentou o teor de 4gua no grupo SAL.t, em comparacdo com SAL.c (P=0,042). O teor de
cinzas nao foi alterado pelo tratamento com MSG e nem pelo treinamento de natacdo (Tabela
8).

No presente estudo, o treinamento em natagdo nao foi eficiente em promover a perda
de gordura subcutanea nos animais obesos. Outros pesquisadores utilizaram protocolo de
treinamento em nata¢do similar ao adotado na presente pesquisa (12 semanas, 5x/semana, 45
minutos/dia, carga de 5% do peso corporal) em ratos Wistar submetidos ao tratamento
neonatal com MSG e observaram que o exercicio promoveu reducao do teor de gordura da
carcaga eviscerada (Braga et al., 2006; Ribeiro Braga et al., 2004). Entretanto, nestes estudos
o programa de exercicio foi iniciado logo apds o desmame fazendo com que nestes animais o
desenvolvimento do tecido adiposo subcutaneo fosse desacelerado. Os resultados do presente
estudo indicam que o treinamento realizado apds o estabelecimento da obesidade

hipotalamica nao foi mais eficiente em promover redu¢do da gordura subcutanea.

Tabela 8. Composi¢ao das carcagas dos animais apds programa de treinamento.

Agua (%) Gordura (%) Proteina (%) Cinzas (%) CHO(%)
SAL.c 58,55+2.91 11,09 = 2,89 2391+ 1,12 475+ 023 1,68+ 0,52
SAL.t 66,50 + 0,86# 4,95 +0,51 22,78 £ 0,51 445 +0,04 1,31 +0,18
MSG.c 54,84 + 2,88 23,03 £3,11* 16,28 + 0,85* 4,84 +0,17 0,99 + 0,49
MSG.t 52,03 +£2,67* 23,38 +£3,30* 18,77 £ 0,65*# 4,.85+0,19 0,95 £ 0,91

Dados expressos em média + desvio padrdo. SAL.c: ratos controles ndo exercitados, n=8.
SAL.t: ratos controles, exercitados, n=9 MSG.c; ratos obesos, ndo exercitado, n=8. MSG.t;
ratos obesos, exercitado, n=9. *Diferenga estatistica comparado com o respectivo controle
SAL. # Diferenca estatistica comparado com o respectivo controle ndo exercitado (p<0,05).

Os resultados do presente estudo mostraram que o treinamento em natacdo foi
eficiente em promover redugdo de gordura somente no tecido adiposo visceral, ndo surtindo
efeito no tecido adiposo subcutaneo. Estes achados podem ser justificados pelo fato da
gordura visceral ser mais responsiva a estimulos lipoliticos. Este deposito energético parece

ser o mais facilmente mobilizado devido a sobrecarga do exercicio (Hayes et al., 2010).
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Apesar da destruicao das células produtoras de GHRH no hipotadlamo e conseqiiente
redu¢do de GH em ratos obesos apos aplicacao de MSG (Kauthold et al., 2002; Macia et al.,
2010), no presente estudo parece que o exercicio foi um fator estimulador da secre¢do do GH
independentemente das concentracdes de GHRH, uma vez que os animais MSG.t
apresentaram maior percentual de proteina na carcaga quo os do grupo MSG.c. Estes dados
sugerem que em modelos de deficiéncia em GHRH o exercicio estimula a secre¢cdo do GH por
outros vias além da via GHRH.

Outra explicacdo para o aumento do percentual de proteina na carcaga nos animais
obesos do presente estudo € o potencial do exercicio fisico em estimular a produgao local de
IGF-1 independentemente dos niveis circulantes de GH. Pesquisadores observaram que ratos
Wistar diabéticos e deficientes de GH, com dez semanas de vida, quando submetidos a um
programa de natacdo (6 semanas, 5x/semana, 60 minutos/dia, carga 2,5% do peso corporal)
apresentavam elevagdo da produ¢do de IGF-1, de forma independente da concentragdo
plasmatica de GH. Acredita-se que o treinamento estimula de forma direta a produgao local de
IGF-1 no musculo esquelético (Gomes et al., 2003).

Em individuos deficientes em GH também foi observado aumento nas concentragdes
séricas de IGF-1 e IGF-2 durante exercicio em cicloergdmetro (30 minutos, 60% VO,
maximo), independentemente da resposta do GH (Bang et al., 1990).

Contudo, cabe ressaltar na obesidade hipotaldmica a importancia da manutengdo de
um programa de exercicios ao longo da vida, uma vez que os beneficios de reducdo da
adiposidade e melhora do condicionamento fisico aerdébico em resposta ao treinamento fisico

sao perdidos com destreinamento (Ribeiro Braga et al., 2004).

5.2.5. Histomorfometria do tecido adiposo visceral

Na avalia¢ao da area dos adip6citos do tecido adiposo epididimal na 28 semana de vida
foi observado que apenas o tratamento com MSG alterou este parametro nos animais, uma vez
que as c¢lulas adiposas dos grupos MSG apresentaram maior area que os dos grupos SAL
(p<0,001). Por sua vez, o treinamento em natagdo nao modificou esta variavel nos animais

treinados (P>0,05) (Figuras 11 e 12).
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Figura 11. Area do adipdcito do tecido adiposo epididimal, avaliada apds programa de
treinamento. Dados expressos em média + desvio padrdo. SAL.c: ratos controles ndo
exercitados, n=5. SAL.t: ratos controles, exercitados, n=5 MSG.c; ratos obesos, nao
exercitado, n=5. MSG.t; ratos obesos, exercitado, n=5. *Diferenca estatistica comparado com
o respectivo controle SAL. # Diferenca estatistica comparado com o respectivo controle nao
exercitado (p<0,05).
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Figura 12. Fotomicrografias dos adipdcitos do tecido adiposo epididimal dos animais dos
grupos experimentais. Tecido corado com hematoxilina e eosina, observados com
microscopio de luz. Tamanho= 40 pum, bara= 40 um, aumento 10x. SAL.c: ratos controles
ndo exercitados, n=5. SAL.t: ratos controles, exercitados, n=5 MSG.c; ratos obesos, nio
exercitado, n=5. MSG.t; ratos obesos, exercitado, n=5.
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Entre os animais do grupo SAL.t era esperado que o treinamento ndo modificasse a area
dos adipdcitos epididimais, uma vez que nestes animais a gordura visceral nao foi alterada pelo
programa de nata¢do. Contudo, o treinamento foi eficiente em diminuir a gordura retroperitoneal e
epididimal nos animais MSG.t. Esperava-se uma diminui¢do significativa da area dos adipocitos
viscerais nos animais obesos treinados. Estes resultados contraditorios podem estar apoiados em
uma possivel hiperplasia nos adipocitos viscerais de animais MSG.c na 28* semana de vida, que
provavelmente foi inibida pelo treinamento nos animais MSG.t.

Resultados similares foram observados em outro estudo com ratos Wistar MSG de trés
semanas de vida que foram submetidos ao treinamento de natagdo (5x/semana, 45 minutos/dia,
sobrecarga de 5% do peso corporal) por 12 semanas. Foi observada redu¢do do tamanho dos
adipocitos epididimais pelo programa de exercicio. Contudo, diferentemente do presente estudo,
nao foi observada diminui¢do na gordura epididimal nos ratos MSG treinados comparados com os
nao-treinados (Ribeiro Braga et al., 2004).

Através da histomorfometria do tecido adiposo visceral observou-se que a redugdo do
conteudo da gordura epididimal pelo treinamento era acompanhada pela reducao do didmetro dos
adipdcitos epididimais (Marques et al., 2010). Nesta pesquisa, camundongos C57BL/6 que
desenvolvem sinais e sintomas comparaveis com a SM em humanos, quando alimentados
cronicamente com dieta hiperlipidica, foram submetidos ao um programa de corrida (8 semanas,
5x/semana, 1 hora/dia, 1 km/hora) apds 8 semanas de tratamento dietético hiperlipidico. Nestes
animais foram observadas redu¢des na razdo gordura epididimal/ comprimento da tibia e no
diametro dos adipdcitos epididimais.

Os estudos de Ribeiro Braga e colaboradores (2004) e Marques e colaboradores (2010)
evidenciaram, em ratos Wistar MSG de trés semanas de vida e em camundongos C57BL/6
obesos, uma relacdo entre a diminui¢do da gordura visceral com a redugdo do tamanho do
adipdcito visceral apos programa de exercicio. Esta relagdo nao foi observada no presente trabalho
em ratos SHR tratados com MSG e submetidos na 20? semana de vida ao treinamento de natacgao.
Estas divergéncias fortalecem a hipotese de que no presente estudo o treinamento em natacdo nao
diminuiu o volume do adipdcito, mas, possivelmente, impediu a diferenciacdo de pré-adipdcitos
em adipdcitos.

Outro fator que vale ser ressaltado € a associac¢ao entre o tamanho dos adipdcitos viscerais
e desordens metabdlicas. Acredita-se que quanto maior a média do tamanho dos adipdcitos do
tecido visceral maior a ocorréncia de resisténcia a insulina, hipertrigliceridemia, reducdo do HDL-

colesterol e esteatose hepatica (O'Connell et al., 2010). A auséncia de efeito do treinamento de
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natagdo sobre area dos adipocitos viscerais dos animais obesos observada no presente estudo pode
ser uma das explicagdes para os reduzidos beneficios do treinamento na tolerancia e sensibilidade

a insulina observadas nestes animais (figuras 13.A, 13.B e 14).

5.2.6. Indice Lee e crescimento linear

Conforme apresentado na tabela 9, o tratamento com MSG promoveu aumento (p=0,017)
do indice Lee na 28" semana de vida nos animais do grupo MSG.c, comparado com o grupo
SAL.c. O treinamento de natagdo, por sua vez, foi eficiente em reduzir em 5,3% este indice no
grupo MSG.t, comparado com o MSG.c (p<0,001). Porém, ndo houve diferenga entre os grupos
MSG.t e SAL.t neste parametro (P>0,05). Ao comparar os grupos SAL.c e SAL.t, observa-se que
o treinamento nao alterou o indice Lee (P>0,05).

Reducdes de aproximadamente 11% no indice Lee tém sido observadas em camundongos
obesos MSG, quando estes sdo submetidos ao treinamento de natagdo (10 semanas, 5x/semana,
15 minutos/dia, carga 2,5% peso corporal) (Scomparin et al., 2009) logo ap6s o desmame, o que

evidencia um melhor beneficio do inicio precoce do treinamento na obesidade hipotalamica.

Tabela 9. Indice Lee e dimensdes corporais dos animais apos programa de treinamento.

Comprimento do Comprimento da cauda  Indice Lee
corpo (cm) (cm)
SAL.c 24,63 +£0,26 18,08 = 0,42 0,308 + 0,003
SAL.t 24,16 0,26 18,42 +£0,42 0,303 + 0,002
MSG.c 20,30 = 0,28* 12,65 +0,45* 0,321 +0,003*
MSG.t 21,40 + 0,26*# 13,92 + 0,42* 0,304 + 0,002#

Dados expressos em média + desvio padrdo. SAL.c: ratos controles ndo exercitados, n=8.
SAL.t: ratos controles, exercitados, n=9 MSG.c; ratos obesos, ndo exercitado, n=8. MSG.t;
ratos obesos, exercitado, n=9. Indice Lee; raiz ctbica do peso corporal (g)x 10/ comprimento
nasoanal (cm). Corpo; comprimento nasoanal. Cauda; comprimento da base a ponta da cauda.
*Diferenga estatistica comparado com o respectivo controle SAL. # Diferenca estatistica
comparado com o respectivo controle nao exercitado (p<0,05).

Ressalta-se, com base nos dados do presente estudo, que o indice Lee nao ¢ um bom
parametro para avaliacdo da adiposidade em modelo experimental de obesidade induzido pelo
MSG, uma vez que ndo foi observada diferenca deste indice entre animais MSG.t e SAL.t. De
fato, o treinamento nao foi capaz de reparar o processo de obesidade em ratos MSG.

No presente estudo, o treinamento nao modificou o comprimento da cauda dos ratos
obesos (p>0,05), mas aumentou o comprimento do corpo nestes animais (p<0,01). Outros estudos

também observaram que um protocolo de treinamento iniciado apds o desmame (12 semanas,
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5x/semana, 45 minutos/dia, carga de 5% do peso corporal) foi eficaz em aumentar o
comprimento corporal de ratos obesos tratados MSG (Ribeiro Braga et al., 2004).

Diante destes resultados, especula-se que o exercicio fisico induz o aumento dos niveis de
horménio do crescimento (Ribeiro Braga et al., 2004), promovendo o crescimento corporal em

estatura nos animais treinados.

5.2.7. Insulinemia de jejum, tolerancia a glicose e sensibilidade a insulina

O tratamento com MSG nao alterou a insulinemia de jejum na 28* semana de vida,
uma vez que nao foi observada diferenca entre animais obesos e magros (P>0,05) (Tabela 10).
Esta igualdade pode estar apoiada no fato de ratos SHR serem naturalmente resistentes a
insulina (Cesaretti and Kohlmann Junior, 2006; Gouveia et al., 2000). Desta forma, os niveis

de insulina estavam elevados tanto em ratos MSG, quanto em ratos do grupo SAL.

Tabela 10. Insulinemia de jejum dos animais ap6s programa de treinamento

SAL.c SAL.t MSG.c MSG.t
Insulinemia
de jejum 1,048 £ 0,281 1,413 £ 0,281 1,484 +£ 0,222 1,369 +£ 0,209
ng/mL

Dados expressos em média = desvio padrao. SAL.c: ratos controles ndo exercitados, n=8.
SAL.t: ratos controles, exercitados, n=9 MSG.c; ratos obesos, ndo exercitado, n=8. MSGd.t;
ratos obesos, exercitado, n=9.

O treinamento ndo alterou os valores de insulina plasmatica de jejum em ambos os
grupos treinados (Tabela 10). Resultados diferentes foram observados em outros estudos,
quando submeteram camundongo Swiss obesos MSG de 21 dias de vida ao treinamento em
natacdo (8 ou 10 semanas, 3x /semana, 15 minutos/ dia, sobrecarga 2,5% do peso corporal).
Nestes animais obesos, hiperinsulinémicos e hiperglicémicos foi observada reducdo da
adiposidade, insulina e glicemia plasmatica de jejum apds o programa de exercicios
(Andreazzi et al., 2009; Scomparin et al., 2009; Scomparin et al., 2011). Contudo, esta
divergéncia entre resultados apontados na literatura e os dados do presente estudo em relacao
a insulina plasmaética e treinamento pode ser explicada pelo inicio tardio do nosso protocolo

de exercicio. No presente estudo, os animais iniciaram as sessdes de treinamento com 140
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dias de vida (20 semanas), tempo suficiente para desenvolvimento e estabelecimento de
diversas disfungdes organicas, que ndo puderam ser revertidas com o treinamento fisico.

Tem sido mostrado que o treinamento fisico preserva a habilidade das células
pancreaticas de responder a modificagdes na concentragdo de glicose sanguinea, desta forma o
exercicio ndo sé reverte o quadro hiperinsulinemia como também previne o desenvolvimento
do diabetes tipo 2 (Andreazzi et al., 2009).

Um dos mecanismos propostos para o efeito do treinamento fisico na insulina
plasmatica ¢ a restauracdo da atividade simpatica e dos reduzidos conteudos de catecolaminas
na medula adrenal de animais obesos, o que estabelecem maior liberacdo de epinefrina e
noropinefrina (Andreazzi et al., 2009; Scomparin et al., 2009). Conseqiientemente, as células
B pancreaticas de roedores obesos MSG passam a ter uma maior a¢do inibidora da secregdo de
insulina pelos estimulos simpaticos reduzindo, assim, a hiperinsulinemia.

Em relacdo ao teste de tolerancia a glicose, na 28" semana de vida foi observado um
aumento de 44% da glicemia no grupo MSG.c no tempo 30 minutos, em comparagdo ao
grupo SAL.c (p=0,001) (Figura 13.A). O tratamento com MSG também promoveu um
aumento de aproximadamente 23% na 4rea sob a curva durante o teste nos animais do grupo
MSG.c, comparados com SAL.c (p=0,001) (Figura 13.B). Aumentos da area sob a curva
durante o teste de tém sido observados quando camundongos Swiss sem alteracdo no
metabolismo de carboidratos sdo tratados com MSG (Andreazzi et al., 2009; Scomparin et al.,

2011).
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Figura 13. Tolerancia a glicose avaliado ap6s programa de treinamento. A; evolucdo da
glicemia durante o teste, dados expressos em média. B; area sob curva de glicemia durante o
teste, dados expressos em média + desvio padrao. Dados expressos em média = desvio padrio.
SAL.c: ratos controles ndo exercitados, n=8. SAL.t: ratos controles, exercitados, n=9 MSG.c;
ratos obesos, nao exercitado, n=8. MSG.t; ratos obesos, exercitado, n=9. *Diferenca
estatistica comparado com o respectivo controle SAL. # Diferenca estatistica comparado com
o respectivo controle ndo exercitado (p<0,05).

Por outro lado, o treinamento em natagdo foi eficiente em reduzir os valores de
glicemia no grupo MSG.t nos tempos 30 e 90 minutos, comparados aos do grupo MSG.c, e no
grupo SAL.t no tempo 90 minutos, comparados com os do grupo SAL.c (p=0,006) (Figura
13.A). Houve reducdo da area sob a curva no grupo SAL.t (20%) e no MSG.t (18%), quando
comparados, respectivamente, com os grupos SAL.c e MSG.c (p=0,006) (Figura 13.B).

Ha evidencias na literatura que protocolo de treinamento fisico menos intenso que o
utilizado no presente estudo, porém iniciado precocemente, gera maiores efeitos na
diminui¢do na area sob a curva durante o TTG em roedores obesos MSG (Scomparin et al.,
2011). Porém, o treinamento de natagdo (8 semanas, 3x /semana, 15 minutos/ dia, sobrecarga
2,5% do peso corporal) ndo foi capaz de reduzir a area sob a curva durante teste de tolerancia
a glicose em animais magros ndo resistentes a insulina (Andreazzi et al., 2009; Scomparin et
al., 2011). Isto sugere que no presente estudo os animais dos grupos salina apresentavam
disfungdes no metabolismo de glicose, de forma independente do tratamento com MSG.

Sobre os mecanismos envolvidos no efeito do treinamento na melhora da tolerancia a
glicose em roedores obesos MSG, especula-se que o aumento da sensibilidade do receptor de

insulina e da concentracdo da proteina GLUT4 nas membranas celulares estdo envolvidos
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(Scomparin et al., 2011). No modelo experimental de obesidade induzida pelo MSG ¢
observada reducao de GLUT4 nas membranas de células do tecido adiposo, muscular e
cardiaco (de Carvalho Papa et al., 2002).

Estas especulagdes em torno do aumento de GLUT4 e do receptor de insulina em
funcdo do exercicio sdo plausiveis, pois foi observado em ratos obesos MSG submetidos a um
programa de natacdo na 14* semana vida (10 semanas, 5x/semana, lhora/dia, carga 5% do
peso corporal) aumento da captagdo de glicose estimulada pela insulina em células incubadas
do musculo séleo e do tecido adiposo (de Mello et al., 2001). Desta forma, os aumentos da
quantidade de GLUT4 e de receptor de insulina nas células do tecido adiposo e muscular
podem ter promovido aumento da captacao de glicose nestes tecidos e reduzido a glicemia
apds uma sobrecarga de glicose, resultando na melhora da tolerincia a glicose.

O protocolo de treinamento de natagdo citado acima ¢ similar ao programa de natacao
utilizado na presente pesquisa (de Mello et al., 2001), visto que os animais do grupo MSG.t
nadaram com uma sobrecarga referente a 5% do peso corporal, atingida de acordo com o
desempenho no teste de esfor¢o. Desta forma, podemos extrapolar que na presente pesquisa, o
treinamento de nata¢do promoveu aumento da captacdo de glicose pelos tecidos periféricos
nos ratos obesos, culminando na melhora da tolerancia a glicose observada nestes animais.

No teste de sensibilidade a insulina, ndo foi observado efeito significativo do
treinamento na glicemia apos a sobrecarga de insulina exdgena, exceto do grupo MSG.t no
tempo 150 minutos que foi menor que seu controle sedentirio (p = 0.007) (Figura 14).
Diferentes resultados tém sido observados em camundongos Swiss apds treinamento de
natacdo (Andreazzi et al., 2009). Nestes animais, apesar de um protocolo de treinamento
fisico menos intenso, foi observada redu¢do significativa glicemia durante todos os quatro
tempos avaliados no decorrer dos 60 minutos de teste. Esta divergéncia de resultados também

se apoia na diferenga de espécies estudadas.
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Figura 14. Sensibilidade a insulina avaliado ap6s programa de treinamento. A; evolucdo da
glicemia durante o teste, dados expressos em média. B; taxa de remocgao da glicose sérica,
dados expressos em média = desvio padrao. Dados expressos em média & desvio padrao. SAL.c:
ratos controles ndo exercitados, n=8. SAL.t: ratos controles, exercitados, n=9 MSG.c; ratos
obesos, ndo exercitado, n=8. MSG.t; ratos obesos, exercitado, n=9. *Diferenga estatistica
comparado com o respectivo controle SAL. # Diferenca estatistica comparado com o
respectivo controle ndo exercitado (p<0,05).

5.2.8. Pressao arterial

Conforme observado nos animais obesos baseline, o tratamento com MSG ndo alterou os
niveis pressoricos destes animais na 28" semana de vida (P>0,05) (Figura 15). Este resultado pode
ser justificado pela auséncia de aumento da adiposidade visceral e subcutdnea nos animais obesos
do 5° para o 7° més de vida. Por outro lado, o treinamento em natagdo promoveu reducio das
pressoes sistolica, diastolica e média (p<<0,001) nos animais dos grupos MSG.t e SAL.t, quando

comprados com os MSG.c e SAL.c, respectivamente. (Figura 15).
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Figura 15. Pressdo arterial sistdlica, diastélica e média avaliada ap6s programa de
treinamento. Dados expressos em média + desvio padrao. SAL.c: ratos controles nao
exercitados, n=8. SAL.t: ratos controles, exercitados, n=9 MSG.c; ratos obesos, ndo
exercitado, n=8. MSG.t; ratos obesos, exercitado, n=9. *Diferenca estatistica comparado com
o respectivo controle SAL. # Diferenca estatistica comparado com o respectivo controle nao
exercitado (p<0,05).

Varios estudos também tém encontrado efeito benéfico do exercicio na redugao dos niveis
pressoricos de animais SHR avaliado por método indireto através da cauda (Agarwal et al., 2009;
Gunduz et al., 2011; Iemitsu et al., 2003), outros trabalhos nao encontraram esta relagao (Filho et
al., 2008; Garciarena et al., 2009). Contudo, o efeito do treinamento na pressao arterial de ratos
SHR com obesidade hipotalamica nao foi previamente investigado.

Em animais SHR magros, varios mecanismos tém sido apontados como responsaveis pela
reducdo dos niveis pressoricos apos realizagdo de programas de exercicios. Um aumento da
vasodilatagdo promovido pela elevacdo do fator hiperpolarizante derivado do endotélio, foi
observado em ratos SHR submetidos na 12% semana de vida ao treinamento em natagdo (8
semanas, 5x/semana, 1 hora/dia) (Filho et al., 2008; Gunduz et al., 2011).

Em outro modelo experimental de SM, ratos Sprague-Dawley obesos devido a
ingestdo de dieta hiperlipidica, com 12 semanas de vida, foram submetidos ao treinamento de
corrida em esteira por 12 semanas. Apds o programa de exercicio foi observada reducao da
pressdo arterial, sendo que a ativagdo da via da eNOS ¢ um mecanismo proposto para

explicar o efeito hipotensivo do exercicio (Touati et al., 2011).
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Em outro estudo, ratos Wistar alimentados com dieta hiperlipidica foram submetidos
ao treinamento de corrida durante 12 semanas (5x/semana, 1 hora/dia, 70-80% do VO,
maximo) e os resultados mostraram melhora da fun¢do endotelial através do aumento da
biodisponibilidade de NO para a musculatura lisa, principalmente devido a acdo da enzima
antioxidante presentes no tecido vascular, a superéxido dismutase (SOD-1) (de Moraes et al.,
2008).

Em animais hipertensos ndo obesos hé evidencias de que o treinamento fisico aumenta
a sensibilidade dos barorreceptores aorticos (Brum et al., 2000; Horta et al., 2005) e promove
reducdo da pressao arterial. Contudo, pelos achados na literatura, parece que os efeitos bené-
ficos do exercicio fisico regular sobre a pressdo arterial de ratos obesos estdo apoiados na

diminui¢do da inflamacao e estresse oxidativo (de Moraes et al., 2008; Touati et al., 2011).

6. CONCLUSOES
O treinamento em natacdo promoveu em modelo experimental de sindrome

metabolica:
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e Aumento na tolerdncia a glicose e sensibilidade a insulina, sem modificagdo da
insulinemia de jejum.

e Redugdo da pressao arterial.

e Diminuicdo da adiposidade visceral, sem alteracdo a area dos adipocitos viscerais.

e Aumentou o percentual de proteina da carcaca eviscerada.
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8. ANEXOS

8.1. Aprovacédo do Comité de Etica

CERTIFICADO

A Comissso de Etica para Uso de Animais (CEUA) [ UFV certifica
que o processo n.° 34 / 2011, intitulado “Efeits do treinamento fisico d:
baixa intensidade em modelo experimental de sindrome metabeilica
coordenado pelo Professor Antdnio José Matali do Departamento de
MFIshaﬁﬁmﬁmoﬂﬁﬂmdﬁEﬁg Profissional do
Médico Velerindrio, com os Principios Eticos na Experimentagho Animal
adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagio Animal (COBEA) &
com a legislagio vigente, tendo sido aprovado por esta Comissdo em 0507
f2011

CERTIFICATE

The Ethie Committee in Animal Use [ UFV certify that the process
number 34 / 2011, named “Effect of physical training for Il:-w-l-_cw:l i
experimental model of metabolic syndrome” 15 in agreement with the
Medical Veterinary Professional Ethics Code, with the Ethical Principles
for Animal Research established by the Brazilan College for Animal
Experimentation (COBEA) and with actual Brazilian legislation. This
Institutlonal Commission on July 5, 2011 approved this process.
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