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RESUMO

Introducéo: A obesidade é considerada como um grande problema de saude publica,
tendo de forma geral, como principal causa o excesso alimentar juntamente com uma
diminuicao dos gastos caldricos. Promovendo o surgimento de diversas doengas como
o Diabetes tipo 2. Sabe-se que o excesso de peso é fator determinante nos niveis
absolutos de captacdo méaxima de oxigénio (VOzmax), € 0 exercicio fisico é uma
importante ferramenta para tratamento e prevencao deste quadro. Assim, o presente
estudo teve como obijetivo investigar se a programacdo metabdlica para a obesidade
por meio de processo de ninhada reduzida, pode comprometer os niveis absolutos de
VO2max. de ratos submetidos a diferentes programas de treinamento fisico ao longo da
vida. Metodologia: Ratas Wistar prenhas foram alocadas separadamente em caixas
individuais. ApGs o nascimento as ninhadas foram ajustadas para 9 filhotes (Ninhada
Normal — NN). Para o processo de Ninhada Reduzida (NR), no 3° dia ap6s o
nascimento, a ninhada foi reduzida para 3 filhotes por lactante, para inducdo da super
alimentacdo. Aos 21 dias as ninhadas foram padronizadas em 3 animais por caixa e
divididas da seguinte forma: NN sedentaria (NN SED), NN exercitado Negrdo (NN NE)
e NN exercitado Novo protocolo (NN NP) e NR sedentaria (NR SED), NR exercitado
Negrdo (NR NE) e NR exercitado Novo protocolo (NR NP). Somente animais machos
foram utilizados. Entre os 21 e 90 dias de vida os animais foram submetidos aos seus
respectivos protocolos de treinamento em esteira (intensidade moderada). Aos 30, 45,
60, 75 e 90 dias de vida, todos os animais inclusive os sedentarios foram submetidos a
um teste de esforco maximo para determinacdo do VOzmax.. Aos 90 dias de vida, apés
o ultimo teste de esfor¢o, os animais foram mantidos em jejum por um periodo de 12
horas, para realizacédo do teste intravenoso de tolerancia a glicose (ivGTT). Logo apés,
os animais foram sacrificados com dose letal de anestésico e a gordura retroperitonial
foi retirada. Resultados: Os animais exercitados apresentaram reducdo do peso
corporal quando comparados com seus congéneres sedentarios. Similarmente
glicemia e a gordura retroperitonial também foram reduzidas. Com relacdo ao VOomax.
os animais NR exercitados independentemente do protocolo de treinamento nao
apresentaram ganhos no VO,max. Similarmente ao animais controle. Da mesma forma a
carga de trabalho final (CTf.) também ficou comprometida. Concluséo: Os protocolos
de exercicio ndo foram habeis em produzir ganhos similares aos de animais controles
na captacdo maxima de oxigénio em animais programados metabolicamente para a
obesidade. Uma possivel explicacdo pode ser relacionada com o excesso de peso, e
hipotetiza-se que animais NR podem apresentar menores quantidades de proteinas
chaves responsaveis pelo transporte de glicose durante o exercicio.



Palavras-Chave: programacéo metabolica; VOomax. ; €xercicio fisico moderado.
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ABSTRACT

Introduction: Obesity is considerate a great public health problem, having generally, as
mainly causes food excess together with a low caloric expenditure. Promoting the onset
of many diseases such as type 2 Diabetes. Weight excess is a determinant factor in
absolute levels of maximal oxygen uptake. (VO2max), and exercise is an important tool
for treatment and prevention of obesity. Thus, the present study aimed investigate if the
metabolic programming for obesity whereby litter size, could impaired the absolute
levels of VO,max. Of rats submitted different moderated physical training programs
lifelong. Methodology: Pregnant Wistar rats were allocated separately in individual
boxes. After born, offspring were adjusted for 9 pups (Norma Litter — NN). For process
small litter size (NR), in third day after born, the offspring were reduced for 3 pups per
dam, for induction over nutrition. At 21-days-old offspring were standardized in 3 animals
per box and divided this way: NN sedentary (NN SED); NN exercised Negrdao (NN NE);
NN exercised New protocol (NN NP) and NR sedentary (NR SED); NR exercised
Negréo; (NR NE); NR exercised New protocol (NR NP). Only males animals were
utilized. Between 21 and 90 days-old the animals were submitted to the respective
training protocols in treadmill (moderate intensity). At 30, 45, 60, 75, 90 days-old, all
animals including sedentary were submitted a maximal effort test for determination of
VO2max. At 90 days-old, after the last effort test, the animals were fasted (12 hours), for
realization of intravenous glucose tolerance test (ivGTT). After this, the animals were
sacrificed with lethal doses of anesthesia and retroperitonial fat was removed. Results:
The exercise protocols were able in reduced body weight when compared with your
sedentary congener. Similarly glycemia and retroperitoneal fat were reduced too. With
relationship VO2max. the animals NR exercised independently of exercise protocol don’t
showed gain in VOznax. like to normal animals. Like this, the final workload also was
impaired. Conclusion: The exercise protocols weren’t able to produce similar gain the
controls animals in the maximal oxygen uptake in metabolic programming animals for
obesity. One possible explanation could be relationship with weight excess, and is
hypothesized that small litter animals could show low amount of key proteins responsible
for transportation of glucose during the exercise.

Keywords: metabolic programming; VOzmax.; moderate physical exercise.
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1 INTRODUCAO

Nas Uultimas trés décadas, a obesidade ganhou papel de destaque por
representar um importante problema de saude publica, para paises desenvolvidos e em
desenvolvimento [1]. Este papel de destaque esta relacionado as comorbidades que o
aumento de peso pode causar, por exemplo: Diabetes tipo 2 (DM2), hipertenséo,
elevada concentracao de triglicerideos e reducdo na quantidade de HDL, entre outras
classificadas como problemas cronico-degenerativos [2]. De acordo com a Federacéo
Internacional do Diabetes (IDF) a combinacdo de 3 dos 5 problemas citados acima,
constituem a Sindrome Metabdlica (SM) [3]. Como caracteristica principal da SM,
aponta-se que as doencas relacionadas potencializam o risco de problemas
cardiovasculares, que quando agravados podem ocasionar a morte [4]. Os pacientes
diagnosticados com SM representam um alto custo para as autoridades da saude
devido os gastos com internacées e medicamentos [5].

A relacdo existente entre o aumento no consumo alimentar e diminuicdo dos
gastos caléricos pode explicar o inicio da obesidade [6]. Entretanto, o excesso de peso
possui causas multifatoriais ndo existindo uma causa principal [7]. Insultos em fases
cruciais ao desenvolvimento neuronal (gestacao, lactacdo, infancia e adolescéncia),
também conhecidas como “janelas de programacédo” podem estar envolvidos no
desenvolvimento do peso excessivo. [8-9]. Como forma de insultos sugere-se que
alimentacdo excessiva, desnutricdo, DM2, hipertensdo, uso excessivo de farmacos,
exposicdo a poluentes e outros, comprometem o desenvolvimento normal da
plasticidade neuronal, com a apresentacdo de consequéncias futuras [10].

Barker et al. apresentaram que condicbes adversas na vida intra uterina e
durante a infancia aumentam a incidéncia de doencas cardiovasculares e DM2,
mostrando que o feto se adapta as condicdes ambientais. Tal fenémeno ficou
conhecido como “hipotese do fendtipo poupador” (thrifty phenotype hypothesis) [11].
Seguindo este mesmo raciocinio, Lucas mostrou que a aplicacéo de insultos nas outras
janelas de programacédo também promove adaptacbes do organismo devido a alta

plasticidade neuronal. Isto leva a persistente modificacdo do controle metabdlico do
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organismo, refletida em adversidades futuras como a obesidade [12]. Estes estudos e
outros sao utilizados para embasar o conceito DOHaD (developmental origin of health
and disease) que sugere que insultos precoces colaboram para as condi¢cfes de saude
na vida adulta [13-14]. Para estudar tais alteracfes a utilizacdo de modelos animais
contribui para o entendimento da fisiopatologia deste fendmeno. Como formas de
insultos sé&o utilizados dietas ricas em gordura, lesdes no sistema nervoso central (SNC)
no inicio da vida através do uso de L-glutamato monossodico (MSG), ou excesso de
alimentacéo oriunda de reducéo do tamanho da ninhada, entre outros [15].

O excesso de peso também é fortemente associado a um estilo sedentério de
vida, colaborando para um baixo condicionamento aerébio refletido nos valores
absolutos de consumo maximo de oxigénio (VOzmax) [16]. O VO2max reflete a forma
como o corpo utiliza o oxigénio (O,) para producdo de energia através de vias aerdbias
durante o exercicio, mostrando a interagdo existente entre os sistemas pulmonar,
cardiaco e muscular [17-18].

Os valores de VO,max também podem ser reflexo da sensibilidade a insulina no
tecido muscular esquelético. A dificuldade de captacédo de glicose é refletida pela falta
de energia durante o exercicio, promovendo dificuldade para a realizacdo do mesmo.
Sugere-se que existe uma relacdo de causa e consequéncia entre 0 excesso de peso e
0 VOzmax, pOrque quanto maior o excesso de peso, menor € a sensibilidade a insulina e
maior a dificuldade para realizacdo do exercicio [19]. A resisténcia a insulina, o
diabetes e 0 VO,nax podem ser fatores hereditarios. Maes diabéticas durante a vida
toda, e durante a gestacdo, geram filhos com predisposicdo a obesidade e ao
surgimento do diabetes. Estes também apresentam dificuldade para realizacdo de
atividades fisicas e menores valores de VO,nax, formando assim um ciclo vicioso [20-
21].

Como forma de reverter os problemas advindos do acumulo de gordura corporal
0 exercicio fisico, especialmente os moderados (55 a 70% do VOzmax.), tem se tornado
uma eficiente ferramenta para o combate da obesidade. Reduzindo assim, o0 peso
corporal além de auxiliar no controle da glicemia sanguinea [22]. E conhecido que

atividades entre 55 e 70% do VOzmax. promovem maior mobilizacdo dos estoques de
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gordura para producdo de energia, além de contribuir para adaptacdes periféricas e
centrais que colaboram para maiores niveis de VOzmax [23-26].

O sedentarismo é considerado por si s6 como um fator independente para a
obesidade e suas consequéncias. A partir disto o presente trabalho tem como objetivo
investigar se a programacdo metabdlica para a para obesidade, induzida por reducdo
de ninhada pode comprometer o VO,max de ratos submetidos a um programa de

treinamento fisico moderado.
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2 OBJETIVOS

2.1 - Objetivo geral

Analisar a influéncia da programacédo metabdlica para obesidade induzida por
ninhada reduzida sobre a captacdo maxima de oxigénio (VO2max) €m ratos exercitados
em protocolos de exercicio moderado: estabelecido a partir da mensuracao direta do

consumo de O, ou inferido indiretamente.

2.2 - Objetivos especificos

- Avaliar o ganho de peso dos animais do desmame até os 90 dias de vida;
- Analisar a quantidade de gordura aos 90 dias de vida;

- Analisar a curva glicémica dos animais aos 90 dias de vida,

- Avaliar os valores maximos de VO,max. €m diferentes idades;

- Avaliar os valores de cargas de trabalho final (CTf) em diferentes idades;
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3 REVISAO DA LITERATURA

4 — Programagcéo metabolica

A descoberta de novas doencas no inicio do século XX colaborou para o
desenvolvimento de diversas manobras farmacolégicas, ou ndo, que tinham como
objetivo diminuir a mortalidade em recém-nascidos. Avery e Mead mostraram que 0 uso
destas técnicas durante a gestacdo ou lactacdo diminuia a mortalidade, mas promovia
a ma formacdo de organismos [27]. Como exemplo, estes autores em meados da
década de 40, mostraram que crian¢cas nascidas de maes que receberam terapias
agressivas (excesso alimentar ou farmacos) apresentavam doenca da membrana
hialina, que dificulta a respiracdo [27]. Ainda no século XX pesquisadores ingleses e
suecos que também investigavam as causas da mortalidade em criancas, descobriram
gue as condicOes fetais durante a gravidez estavam diretamente relacionadas com a
sobrevivéncia de cada geragéo [28].

Mais tarde Ravelli et al. investigaram a fome holandesa, ocorrida na segunda
guerra mundial. Neste periodo muitas mulheres, recém-nascidos, criancas e
adolescentes foram submetidos a uma escassez de alimento. Foi descoberto que a
composicdo corporal de cada individuo estava relacionada ao periodo de vida em a
pessoa foi exposta a subnutricAo. Os mesmos autores mostraram ainda que 0s
periodos da gestacédo pareciam influenciar fortemente tais modificacdes, como exemplo
a desnutricao no ultimo trimestre da gestacéo favorecia o baixo peso na vida adulta. No
entanto, desnutricdo no primeiro semestre promovia obesidade [29].

Ja na década de 90, Barker et al. mostrou que o peso no momento do
nascimento tinha relacdo direta com o surgimento de doencas cardiovasculares,
hipertensédo e desenvolvimento do Diabetes tipo 2 [11]. O mesmo autor ainda mostrou
que o feto tinha capacidade de se adaptar as condi¢cdes a qual era exposto atraves de
uma modificacdo na carga genética, a qual era refletida pelo surgimento de doencas na



121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151

vida adulta, embasando a “hipotese do fendtipo poupador” (thrifty phenotype
hypothesis) [30].

A partir dos achados de Barker outros pesquisadores avaliaram o tipo de dieta
desenvolvida pela mée e a relacdo que esta tinha com o peso do bebé no parto e o
desenvolvimento do sistema imune e neuropsicomotor [31-33]. Estes estudos levaram
0S autores a sugerir o termo “programacgéo” para explicar a relagdo existente entre
estimulos precoces e consequéncias futuras. Lucas ainda mostrou que
estimulos/insultos aplicados em fases cruciais do desenvolvimento neuronal (gestacéao,
lactacéo, infancia e adolescéncia) podiam produzir alteracGes persistentes [12].

Posteriormente estas fases passaram a ser chamadas de “janelas de
programacao” [8-9]. Esses insultos (alimentacdo excessiva, desnutricdo, DM2,
hipertensédo, uso excessivo de farmacos, exposicdo a poluentes, entre outros) foram
relacionados com o surgimento de doencas futuras [10]. Embasando assim, o termo
DOHabD (developmental origin of heath and diseases) [13-14].

As janelas de programacdo sao importantes para o desenvolvimento do ser
humano, pois nestas observa-se grande plasticidade neural. Insultos recebidos durante
estes periodos tém ligagcdo com a modulacdo da homeostasia do sistema nervoso [34].
O sistema nervoso central (SNC), com auxilio do sistema nervoso autdnomo (SNA),
modula o metabolismo energético e o peso corporal. Uma programacao inadequada
pode comprometer a correta estocagem e utilizacdo das reservas energéticas,
colaborando para o acumulo de peso e doencas relacionadas com o passar dos anos
[35-36].

Com relacdo a programacdo metabdlica em humanos, sugere-se que as maes,
sejam as responsaveis pelos eventos futuro. Como ja mencionado neste capitulo o
estilo de vida da mée é refletido nos filhos [9]. Como exemplo mulheres ativas durante a
vida toda e inclusive durante a gestacao, tem um curso normal da gravidez e um parto
mais tranquilo, gerando filhos com peso normal [37]. Em contraste, mulheres que
desenvolvem estilo de vida sedentario apresentam excesso de peso e uma maior
probabilidade de resisténcia periférica a insulina durante a gestacéo, desenvolvendo um

quadro de diabetes gestacional (DG). Esta é caracterizada pelo aumento de glicose na



152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182

corrente sanguinea da mae, promovendo aumento de peso fetal no nascimento
(macrossomia) [38-39]

Fetos macrossdmicos, sdo associados a criancas com obesidade, além de
apresentarem maiores dobras cutaneas e maiores circunferéncia da cintura quando
comparados a fetos de méaes ndo diabéticas [40]. Bebés que nascem com peso
superior a 4500g apresentam risco elevado de terem traumas no momento do
nascimento (fissuras Osseas). Recém-nascidos nesta faixa de peso corporal
apresentam alta taxa de mortalidade. [41].

Além do periodo gestacional e lactante, se sugere que a infancia e adolescéncia
também apresentem grande plasticidade neural. Estimulos recebidos nesta fase
colaboram diretamente para modulacdo da homeostasia energética [34]. O estilo de
vida adotado nestas fases tem reflexo na vida adulta, como exemplo criancas e
adolescentes obesos tém maiores chances de se tornarem adultos com excesso de
peso [42].

O periodo compreendido entre 18 e 25 anos ou a transi¢do entre a juventude e
vida adulta, também é entendido como uma potencial janela de programacao, por ainda
existir plasticidade neural. Nesta fase a saida de casa em busca de trabalho, faculdade
ou para constituicdo de uma nova familia representa grande mudanca no estilo de vida,
colaborando para reducdo do nivel de atividades fisica e modificagdo no padrédo
alimentar. [43]. Estas alteracfes séo levadas para a vida adulta, onde o metabolismo
energético comeca a sofrer modificacdes que refletem a rotina diaria de cada um. Por
volta dos 30 anos devido uma diminuicdo da quantidade de massa magra, bem como
da secrecdo de hormbnios como a testosterona e o horménio do crescimento (GH), o
metabolismo apresenta uma queda de 2 a 3% anualmente, promovendo acumulo de
peso e doencas relacionadas [44].

Como forma de entendimento de consequéncias futuras que sao frutos dos
insultos precoces o uso de modelos animais ganha grande destaque. Existem variadas
formas de programacéo, como exemplo o uso de glutamato monossédico (MSG), dieta
hipoproteica, super alimenta¢édo na infancia [15], entre outras.

Ratos de 30 dias de idade ou adolescentes que receberam dieta com pouca
proteina por 30 dias apresentaram aos 120 dias de idade hiperinsulinemia em jejum,
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resisténcia periférica a insulina além de aumento nos estoques de gordura corporal. A
falta de proteina promove adaptacao do feto, promovendo o surgimento de um fenétipo
poupador [45]. Outra forma de insulto provém da aplicacdo de MSG em animais recém-
nascidos. Ratos neonatos que foram submetidos a este tratamento nos 5 primeiros
dias de vida, apresentaram aumento do peso corporal e desenvolvimento de doencas
relacionadas [8, 46]. A administracdo de glutamato destréi regides hipotalamicas
responsaveis pelo controle da ingestédo alimentar e metabolismo [47].

Como o presente trabalho usa a reducdo do tamanho da ninhada, vale ressaltar
agui que esta forma de insulto produz obesidade precoce. O excesso de ingestéao
alimentar na infancia colabora para o peso excessivo e doencgas relacionadas em todas
as fases da vida. Além do desenvolvimento de doencas respiratérias [9].

O modelo de ninhada reduzida é induzido através da diminuicdo da prole. No 3°
dia apGs o nascimento a secrecao de oxitocina esta aumentada na mae, tal horménio
colabora para a estimulacdo da secrecdo e producdo de leite pela glandula mamaria
[48]. Neste momento o numero da ninhada € reduzida para 3 ou 4 filhotes, induzindo-os
a um aumento no consumo de leite materno por ndo haver tanta disputa [49-50].

A alimentacdo excessiva durante a infancia é responsavel por modificacbes
hipotalamicas em regibes que controlam o apetite e o balanco energético, causando
assim hiperfagia. Este desequilibrio colabora para o desenvolvimento de problemas
cardiacos bem como alteracées hormonais e aumento dos triglicerideos na corrente
sanguinea [51-52]. Além de todas estas adversidades apresentadas, o0 excesso de
alimentos precoce também colabora para hiperinsulinemia, resisténcia periférica a
insulina, diabetes, hipertensdo, e outros componentes formadores da sindrome
metabdlica [49, 53-54].

Como forma de se reverter a ma programacdo metabodlica sugere-se que o
exercicio seja uma potente ferramenta néo farmacoldgica [55]. Aderir-se a um programa
de atividades fisicas pode contribuir para uma melhor qualidade de vida independente
do estagio de vida em que cada um se encontra. Maes que se exercitam durante a vida
toda inclusive na gestacdo podem influenciar de forma consideravel sobre o
desenvolvimento de seus filhos [9]. A realizagdo de exercicios nas referidas “janelas de

programacgao” contribui para uma remodelagdo neural que promove desenvolvimento
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cognitivo, melhora do aprendizado, regulacdo dos centros de apetite e saciedade. Além
da regulacdo na estocagem e utilizacdo de energia durante repouso e atividade fisica
[35, 56-57].
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3.1 - Exercicio fisico e 0 VOomax, (intensidades do treinamento fisico)

A associacdo entre capacidade aerbbica reduzida e sedentarismo causando
obesidade e doencas classificadas como cronica degenerativas, € bem conhecida. Uma
melhor capacidade aerébica (VO,max) € relacionada ao sucesso em esportes de
rendimento bem como um fator determinante de uma melhor qualidade de vida [16].
Para avaliacdo do VOzmax. Normalmente sdo aplicados teste laboratoriais conhecidos
como testes de esforco, sendo realizados em ciclo ergbmetros (bicicletas ou esteiras),
nos quais sdo aplicados protocolos com elevacdo da intensidade e constante analise
das trocas respiratorias [58-59].

O VO.max. pode ser expresso de maneira absoluta em litros por minuto (L.min™)
ou relativo & massa corporal por minuto (mL.kgt.min™). Seus valores podem ser
afetados pelo modo de exercicio, ou seja, dependem da massa muscular total envolvida
no movimento. Por este motivo, e respeitando o principio da especificidade do
treinamento, testes diferentes devem ser realizados de acordo com a modalidade.
Ciclistas tém que pedalar e corredores precisam correr quando realizam seus testes. E
também devido a esta especificidade que os testes de modalidades diferentes ndo
podem ser comparados [60]

VOomax € definido como a mais alta taxa na qual o O2 pode ser captado,
transportado e utilizado pelo corpo durante o exercicio, refletindo a interacdo entre os
sistemas pulmonar, cardiaco e muscular. O VO,nsx Mostra a intensidade maxima na
qual ainda ocorre utilizacdo de O, para producdo de energia. Acima deste ponto a
utilizacdo de vias anaerodbias de transferéncia de energia se torna comum, tirando o
carater aerébico do exercicio. De um modo geral 0 VOznsx. € considerado como um
platb no consumo de oxigénio, onde mesmo aumentando-se a carga nao ocorre

captacao de mais O, (figura — 02) [17-18].
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Figura 1- Resposta do consumo de oxigénio (VO;) ao exercicio de carga constante em
diferentes intensidades: dominio moderado, pesado e severo, adaptado de Jones e
Burnley (2009) [61].

Como visto na figura acima é possivel identificar na figura (A) a intensidade
moderada ou o referido platd do consumo de oxigénio. A figura (B) se refere ao
exercicio pesado ou na linha de transicdo entre o exercicio de carater aerébio para o
anaerobio. Geralmente exercicios nesta zona tém um predominio aerdbio, no entanto a
utilizacdo de recursos anaerdbios comeca a ser significativa. Isto aumenta ventilacao
pulmonar (hiperventilacdo), que é fruto do acumulo de subprodutos do exercicio

(lactato, COy). A figura (C) se refere as atividades acima do platé ou onde nao ocorre
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uma normalizacdo do consumo de O, e 0 exercicio passa a ser de carater anaerobio,
promovendo hiperventilagéo [61].

Como qualquer variavel fisiologica, 0 VOomax. tem fatores que podem limita-lo,
nao existindo um unico fator e sim um conjunto que pode atuar de forma diferente em
cada individuo. Dentre eles a quantidade de massa magra utilizada no exercicio,
disponibilidade de O,, quantidade de mitocondrias musculares, velocidade de oxidagao
mitocondrial e a quantidade de hemoglobinas. Neste quesito, vale ressaltar que devido
a maior concentracao de testosterona, homens treinados sempre apresentam maiores
valores de VO,max. absoluto, quando comparados as mulheres, também treinadas, pois
o horménio em questao € precursor da formagcdo de hemoglobinas [62]. Além destes,
débito cardiaco aumentado e uma maior difusdo de O, pelas fibras musculares tem
ligacdo direta com as limitacdes do VOzmax [62-63]. De Azevedo e colaboradores
afirmam ainda que o excesso de peso, resisténcia periférica a insulina, idade e estado
de treinamento também favorecem estas limitagdes [18].

O VO2max. € considerado como um componente fisiolégico do treinamento,
podendo ser treinado e melhorado como qualquer outro. Através da realizacdo de
exercicio fisico de forma sistemética e crbnica, principalmente de carater aerébio as
transformacdes sdo promovidas e se inter-relacionam em uma espécie de efeito
cascata [64]. Entre a sequéncia de acontecimentos temos: 0 aumento da bradicardia
(diminuicdo da quantidade de batimentos cardiacos por minuto) tanto em repouso como
em exercicio, devido uma maior forca de contracdo do coracdo (hipertrofia do
miocardio). Este mecanismo produz maior débito cardiaco (quantidade de sangue
bombeada pelo coracdo por minuto) refletindo em menores valores de pressao arterial
devido um aumento da angiogénese periférica, o que acarreta aumento do fluxo
sanguineo nos musculos. No pulméo o aumento do volume promove maior captacdo de
O, do ambiente, que € utilizado pelas mitocondrias nas células musculares. Estas
alteracdes quando em conjunto colaboram para o desenvolvimento de maiores valores
de VOomax. [17, 63, 65].

A respeito da intensidade do exercicio, a utilizacdo do VOgymax COmMO um
parametro para formulacédo de treinamentos especificos tem grande importancia para

treinadores, atletas e até mesmo para individuos que realizam o exercicio fisico como
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forma de lazer. Pois este € baseado nas intensidades que sédo determinadas as cargas
de treinamento [66].

Os exercicios podem ser classificados de acordo com o porcentagem do VOomax.,
através dos limiares ventilatorios e da concentracdo de lactato. A partir destas
referéncias é possivel saber que tipo de substrato estd sendo mais utilizado em um
momento especifico do exercicio [67]. De acordo com os limiares ventilatérios os
exercicios sdo classificados em leves, moderados ou pesados e severos [68]. A partir
das concentracdes de lactato os exercicios sdo definidos como: leves ou abaixo do
primeiro limiar de lactato; moderados ou aqueles entre o primeiro limiar e o segundo
limiar também conhecido como Maxima Fase Estavel de Lactato (MFEL); e os

exercicios severos ou aqueles acima do segundo limiar [66](Figura — 03).

Intensida
0
deno 12 aerdbio-

limiar de anaerobio
Lactato MFEL
]

Zona fle !
transi¢a

Limiar

o e
T

L3

e o -
| B

Lactato (mmol )

Intensidade > MFEL

PR TR S 2

o
0 20 40 60 80 100
Intensidade (% da poténcia maxima)

S = Wk th > ®

Figura 2 — intensidade do exercicio de acordo com a concentracao de lactato (BLC),
exercicios divididos em leve, moderado e severo adaptado de Beneke et al (2011) [66].

Exercicios leves ou agueles abaixo do primeiro limiar representam a faixa de
atividades destinadas a regeneracdo de atletas lesionados ou voltando de cirurgia.
Nesta intensidade os exercicios sdo exclusivamente aerobios. O espaco compreendido
entre o primeiro limiar e a MFEL (zona de transi¢cdo) € chamado de dominio moderado.

Nesta intensidade ocorre normalmente os exercicios voltados ao controle do peso
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corporal e adaptacdes pulmonares e cardiacas, culminando para melhorias Nno VO max..
Ja a zona acima da Maxima fase estavel de Lactato (MFEL) compreende a faixa dos
exercicios severos ou agueles onde ndo ocorre uma normalizacdo entre producdo e
remocao do lactato. Exercicios nesta zona ndo duram por muito tempo e tem como
funcdo a melhora de padrdes destinados a explosdo muscular, como aumento das
reservas de fosfocreatina, glicogénio muscular e enzimas ligadas ao metabolismo
anaerobico, tais adaptacfes séo voltadas aos exercicios em que a forca muscular tem

grande influéncia, por exemplo, corridas de curtas distancias como a de 100 m. [66, 69].

Como ja foi definida, a atividade fisica é qualquer atividade que utiliza os
musculos e faz com que o corpo gaste mais energia do que quando em repouso [70].
Com relacdo aos musculos e a atividade fisica é correto afirmar que existem trés tipos
de fibras musculares tipo IA (exclusivamente aerobia); tipo IIA (aerébia e anaerébia);
tipo 1IB (exclusivamente anaerdbia). Durante o exercicio existe uma ordem hierarquica
quanto a utilizacdo das fibras musculares, sendo recrutadas de acordo com o esforco
do exercicio. Ou seja, quanto maior o esfor¢co (percentual do VOzmax) Mais fibras seréo

recrutadas aumentando a forca e o carater anaerébio do exercicio [67] (figura — 03).
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Figura 3 — Porcentagem de utilizagéo de cada tipo de fibra muscular de acordo com a
intensidade do exercicio [71].

Como ja foi mencionado, a realizacdo de atividades fisicas de modo
sistematico ou crbnico colabora para diversas adaptacoes fisiolégicas como a melhora
nos valores de VO2nax. € economia de movimento. Ou seja, se gasta menos energia por
minuto para realizacdo de mesma quantidade de atividade fisica [72-74]. Juntamente a
esta economia do movimento o metabolismo energético sofre uma conformacgéo para
gue ocorra um maior consumo de gorduras durante o exercicio. Devido o aumento do
volume mitocondrial juntamente com uma maior concentragdo de enzimas oxidativas
(envolvidas na [ - oxidagdo) e também uma maior concentracdo de B -
adrenorrecptores na superficie do tecido adiposo [25, 75]. Adicionalmente, a realizacéo
de atividades fisicas, aumenta o gasto energético e auxilia na reducdo dos estoques de
gordura, promovendo também normalizag&o da glicemia e insulinemia.

A normalizag¢é@o da glicemia durante o exercicio fisico e dependente do processo
de contragdo muscular. Para que ocorra a contracdo € necessario energia suficiente
[76]. A partir de um potencial de acdo a despolarizacdo da membrana celular do
musculo ocorre promovendo a liberacdo de Calcio (Ca™) pelos tabulos T para o interior
da célula muscular. Através da interacdo do Ca'" com o os filamentos protéicos de
troponina ocorre uma conformacao dos filamentos protéicos de tropomiosina que expde
0s sitios ativos dos filamentos miosina, permitindo a interacdo com os filamentos de

actina. Neste instante ocorre o deslizamento da miosina sobre a actina promovendo a
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contragdo [64]. Para que este processo aconteca é necessario energia através da
quebra de ATP (adenosina trifosfato). Dependendo da duragdo do exercicio a quebra
constante de ATP promove um aumento da razdo AMP/ADP, e ligeira queda na
concentracdo de ATP. Nesta situacdo a enzima AMPK que funciona como um sensor
do status energético da célula é acionada em virtude de um aumento na razao
AMP/ADP estimulando a produgé&o de energia tanto em humanos como em roedores
[77]. A captacdo de glicose pelo musculo durante a atividade fisica ocorre através de
um processo independente da insulina por meio da translocacdo do GLUT-4 (proteina
transportadora de glicose) na membrana do musculo esquelético, promovendo entrada
de glicose para a célula muscular e assim, a normalizacéo da glicemia [78].

Por este motivo, 0 exercicio é considerado como uma potente ferramenta nao
farmacoldgica para tratamento da obesidade e principalmente do DM2 [55]. Sugere-se
que o exercicio fisico restaure a quantidade de GLUT de individuos diabéticos, o que
favorece um maior controle da glicemia [79]. Adotar um estilo de vida ativo favorece

uma melhor qualidade de vida.
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ao VOzmax. € concentracdes de lactato [24].

350



399

400

401
402

403
404
405
406
407
408
409
410
411
412
413
414
415
416
417
418
419
420
421
422
423
424
425
426
427
428
429

18

4 METODOS

4.1. Animais e modelo experimental

Para este estudo, foram utilizados ratos Wistar, transferidos do Biotério Central
da Universidade Estadual de Maringa para o Biotério Setorial do Laboratorio de Biologia
Celular da Secrecdo, mantidos a temperatura média de 23° + 2° C e ciclo de
luminosidade de 12 horas (claro e escuro). Apés 5 dias de adaptacdo os animais foram
submetidos a um periodo de acasalamento, na propor¢cdo de duas fémeas para cada
macho. Ao constatar a prenhes, as fémeas foram separadas dos machos e
acondicionadas em gaiolas individuais, onde receberam ragdo comercial Nuvitan® e
agua ad libitum durante todo o periodo gestacional e da lactacao.

Ao nascimento dos filhotes, foram formadas ninhadas de 9 filhotes machos por
lactante, permanecendo até os 21 dias de vida, caracterizando os grupos nhinhada
normal (NN). Os grupos de ninhada reduzida (NR) foram estabelecidos da seguinte
forma: ao 3° dia de vida, as ninhadas NN com 9 filhotes foram reduzidas a apenas 3
filhotes por lactante para inducdo da hiperalimentacdo e permaneceram assim até o
final da lactacdo [49]. Aos 21 dias de idade os filhotes (machos) foram separados das
lactantes e alocados em gaiolas coletivas, sendo 3 animais por gaiola para 0s grupos
NR e 3 animais por gaiola para os grupos NN.

ApoOs o desmame os animais foram divididos em 6 grupos distintos Ninhada
normal sedentario (NN SED); Ninhada normal exercitado Negrdo (NN NE); Ninhada
normal exercitado novo protocolo (NN NP); Ninhada reduzida sedentaria (NR SED);
Ninhada reduzida exercitada negrdo (NR NE); Ninhada reduzida exercitada novo
protocolo (NR NP). Todos receberam racdo comercial Nuvitan® contendo 23% de
proteina e agua ad libitum dos 21 aos 90 dias de idade, nas figuras 05 e 06 estédo
respectivamente o esquema de formacao dos grupos e a divisdo de acordo com 0s

protocolos de exercicio.
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Figura 5 - Desenho da padronizagdo dos grupos ninhada normal e ninhada reduzida.
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Figura 6 - Desenho dos grupos experimentais de acordo com o protocolo de exercicio

dos 21 aos 90 dias de vida.
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4.2 - Teste de esforco

Aos 30, 45, 60, 75 e 90 dias de vidas todos os animais de ambos 0s grupos
realizaram um teste de esforco para determinacdo do VO,max. com auxilio de um
analisador de gases Havard Aparatus® e esteira individual propria para roedores
(Panlab®). O teste consistiu em um aquecimento de 5 minutos na intensidade de 10
cm/s, com 0° de inclinagdo com aumento de 5 cm/s, aproximadamente 3 m/min, a cada
3 minutos até a exaustdo do animal [80]. No final da baia de corrida uma grade de aco
inoxidavel emitia estimulos elétricos (0,25 mA) para manter o animal em movimento,
como ja explicado previamente [81].

Foi considerado como parametro de exaustdo, o fato do animal ndo conseguir
manter ritmo na corrida. Neste caso o animal corria somente com as patas da frente
subindo as patas traseiras na grade de choque (ndo respondendo mais ao estimulo
elétrico da esteira) ou 0 mesmo subia sobre a grade de choque e se recusava a voltar a
corrida [82-83]. O VOzmax. foi considerado como o valor alcancado quando mesmo
diante de um aumento da carga ndo ocorresse um aumento no consumo de O, de + 5%
[52]. J& a carga de trabalho final (CTf) foi considerada como a menor carga de trabalho
onde ocorreu o platé no consumo de O, [84-85].

4.3 - Protocolo de Treinamento

Foram utilizados dois protocolos de treinamento, o primeiro foi proposto por
Negrdo et al. (1992) [86], sendo composto por duas semanas de adaptacdo com
velocidade inicial de 16cm/seg. com duracao inicial de 10 minutos evoluindo para 20
min. de duracdo na velocidade de 19cm/seg. Apdés o periodo de adaptacdo, deu-se
inicio as sessdes de treinamento compostas por 3 sessdes semanais, com velocidade
inicial de 19 cm/seg. com duragéo de 20 min. evoluindo para 32 cm/seg. com duracao
de 60 min.. A partir da 52 sessdo um aquecimento de 5 min. a 16 cm/seg. e ao final da

sessdao, recuperacgéo de 5 min. 16 cm/seg. foram adotados (Tabela 01).
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Tabela 1 - Protocolo de exercicio Negréo et al. [86].

SESSAO VELOCIDADE TEMPO/MIN.
1° SESSAO
(ADAPTACAO) 10 m/min 10
2° SESSAO
(ADAPTACAO) 10 m/min 12
3° SESSAO
(ADAPTACAO) 10 m/min 15
4° SESSAO
(ADAPTACAO) 12 m/min 15
50 SESSAO
(ADAPTACAO)
[30 dias de vida] 12 m/min 17
6° SESSAO
(ADAPTACAO) 12 m/min 20
7° SESSAO 12 m/min 20
8° SESSAO 13 m/min 22
9° SESSAO 13 m/min 25
10° SESSAO 13 m/min 25
11° SESSAO
[45 dias de vida] 14 m/min 27
12° SESSAO 14 m/min 30
13° SESSAO 14 m/min 30
14° SESSAO 15 m/min 32
15° SESSAO 15 m/min 35
16° SESSAO 15 m/min 35
17° SESSAO 16 m/min 37
18° SESSAO
[60 dias de vida] 16 m/min 40
19° SESSAO 16 m/min 40
20° SESSAO 17 m/min 42
21° SESSAO 17 m/min 45
22° SESSAO 17 m/min 45
23° SESSAO 18 m/min 47
24° SESSAO
[75 dias de vida] 18 m/min 50
25° SESSAO 18 m/min 50
26° SESSAO 19 m/min 52
27° SESSAO 19 m/min 55
28° SESSAO 19 m/min 60
29° SESSAO 20 m/min 60
30° SESSAO
[90 dias de vida] 20 m/min 60

21
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O 2° protocolo foi elaborado a partir da CTf mediante a realizacdo de um
equacdo matematica foram determinadas as intensidades de treinamento. Tais
intensidades respeitaram a funcdo quadratica de utilizacdo de gordura como substrato
energético para producéo de energia de forma aerdbia de acordo com estudos prévios
esta zona de treinamento ocorre entre 0s 55 e 75% do VOaonmax [23-24].

O protocolo foi composto por uma semana de adaptacdo com 7 sessOes. As
sessOes tiveram duracdo de 10, 12, 14, 16, 18, 20 e 20 minutos com intensidade
iniciada em 16 cm/seg e a cada duas sessdes um incremento de 2 cm/seg. era
adicionado chegando até 22 cm/seg. No 29° dia foi respeitado um periodo de 24 horas
sem nenhuma atividade. No 30° dia o teste de esforco foi realizado. No 32° dia se
iniciou o treinamento, apdés um dia de repouso. Este mesmo processo foi respeitado em
todas as outras datas de testes como mostra a tabela 02. Todos os grupos do estudo
foram submetidos aos mesmos procedimentos, respeitando as informacdes da literatura
quanto ao periodo de descanso antes e apés o teste [64].

As sessbes de treinamento tiveram duracdo de 40 minutos com intensidades
entre 55 a 65% do VO;max, 3 vezes na semana durante 2 semanas. Todos 0s protocolos

de treinamento foram realizados em esteira propria para roedores (Panlab®).



485 Tabela 1 — Novo protocolo de treinamento.
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IDADE SESSOES TEMPO VELOCID.

ADAPTACAO 21 1° 10 min  16cm/seg
22 2° 12 min  16cm/seg
23 3° 14 min  18cm/seg
24 4° 16 min  18cm/seg
25 5° 18 min  20cm/seg
26 6° 20 min  20cm/seg
27 7° 20 min  22cm/seg
TESTE 30 DIAS TEMPO
TREINO 32 1° 55% 40 min
34 2° 58% 40 min
36 3° 60% 40 min
39 4° 60% 40 min
41 5° 63% 40 min
43 6° 65% 40 min.
TESTE 45 DIAS
47 1° 55% 40 min
49  2° 58% 40 min
51 3° 60% 40 min
54 4° 60% 40 min
56 5° 63% 40 min
58 6° 65% 40 min
TESTE 60 DIAS
62 1° 55% 40 min
64 2° 58% 40 min
66 3° 60% 40 min
69 4° 60% 40 min
71 5° 63% 40 min
73 6° 65% 40 min
TESTE 75 DIAS
77 1° 55% 40 min
79 2° 58% 40 min
81 3° 60% 40 min
84 4° 60% 40 min
86 5° 63% 40 min
88 6° 65% 40 min
TESTE 90 DIAS
486
487
488
489
490
491

492
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4.4 — Avaliacdo da obesidade

4.5 - Teste de intolerancia a glicose (ivGTT)

Aos 90 dias de idade, os animais foram pesados e anestesiados com a mistura
[(Quetamina-Xilazina, na dose 3 mg + 0,6 mg/100 g de peso corporal (PC),
respectivamente)]. Em seguida foram submetidos a cirurgia para o implante de uma
canula de silicone na veia jugular externa direita. Apdés a cirurgia 0s animais
encontravam-se acomodados no biotério setorial permanecendo em gaiolas individuais.

Passadas 24 h depois da realizacdo do procedimento cirdrgico, com jejum
noturno de 12 h (20h00min as 8h00Omin) os animais, sem efeito de anestésico, eram
submetidos ao ivGTT, para retirada da primeira amostra de sangue (300-350 pL),
diretamente da veia jugular por meio da canula (tempo “0”). Em seguida foi injetado
uma solucdo de glicose na dose de 0,5 g/kg do peso corporal. Amostras de sangue
(300-350 pL) foram coletadas, nos tempos 5, 15, 30 e 45 minutos ap6s a administracéo
da solucao de glicose. Logo apds o sangue foi centrifugado (3000 rpm por 5 minutos) e
coletado o plasma sobrenadante.

Para dosagem de glicose utilizou-se o método da glicose oxidase [87] por meio
de espectrofotometria (Analisador bioquimico semiautomatico, BIO 200FL, Bio Plus®,
S&o0 Paulo/SP, Brasil), utilizando kit comercial (Gold Analisa®, Belo Horizonte/MG,

Brasil).

4.6. Quantificacao dos estoques de gordura

Foram aferidos, o peso corporal (g) e a gordura retroperitonial, a qual foi extraida

e pesada para o fornecimento da estimativa do acumulo de gordura tecidual do animal.

4.7 - Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram comparados através da Andlise de Variancia

(ANOVA TWO WAY), considerando os fatores programacao (2 niveis) e atividade fisica
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(3 niveis) estipulando-se p < 0,05% o nivel de significancia. E pds-teste de Tukey:
compare all pairs of columns, para comparacdo entre os grupos, com auxilio do

programa estatistico Graph Pad Prisma.

Todos os experimentos foram realizados de acordo com as normas do Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA). As amostras foram pesadas em
balanca de precisdo modelo BD-600 (Instrutherm®, Brasil).
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5 RESULTADOS

Figura 7 — Efeito do exercicio sobre o peso corporal (PC), dos animais.
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diferenca significativa em relacdo a NN NE; c: diferenca significativa em relacdo a NN NP; d: diferenca
significativa em relacdo a NR SED,; e: diferenca significativa em relacdo a NR NE; f: diferenga significativa
em relacdo a NR NP.

A figura 7 mostra que o fator programacdo metabdlica produziu um aumento
significativo no PC dos animais aos 21 dias de vida (figura A) (p < 0,01) em relagc&o aos
animais de ninhada normal. Aos 60 dias de vida (figura B) ja sobre influéncia dos

diferentes protocolos de exercicio, 0s animais apresentaram uma reducéo do PC (p <
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0,001). No entanto ndo houve interacdo entre os fatores programacao e exercicio. Aos
90 dias de vida (figura C) novamente diferengas os animais apresentaram uma redugao

do PC (p < 0,001). Nao ocorrendo interacdo entre os fatores programacao e exercicio.

Figura 8 — Efeito do exercicio sobre a gordura corporal dos ratos.
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significativa em relacdo a NR SED; e: diferenca significativa em relagdo a NR NE; f: diferenca significativa
em relacdo a NR NP.

Os animais expostos a programacao metabdlica apresentaram um aumento dos
estoques de gordura retroperitonial (p < 0,001). Independentemente do protocolo de
exercicio 0os animais exercitados apresentaram reducdo nos estoque de gordura (p <
0,01).
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600 Figura 9 — Efeito do exercicio sobre a tolerancia a glicose ivGTT.
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Figura 10 — Efeito do exercicio sobre os valores absolutos de VOomax
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Como esperado aos 30 dias de vida (figura A), ndo existiram diferencas
significativas entre os valores absolutos de VO,max. dos animais dos diferentes grupos.
Aos 75 dias de vida (figura C) o fator exercicio melhorou 0 VO,max. NOS animais
exercitados quando comparados aos congeneres sedentarios (p< 0,001). Aos 90 dias
de vida (figura D) os animais programados metabolicamente apresentam menores
valores absolutos VOomax, (p < 0,01). O fator exercicio (p < 0,001) contribuiu para um
aumento nos valores absolutos de VO,max. Uma interacao (p < 0,05) foi produzida entre
o fator exercicio e programacéo, pois diferencas significativas entre os grupos NR nédo

foram encontradas.
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Figura 11 - Efeito do exercicio sobre os valores absolutos de Carga de trabalho final
(CTH) .
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Aos 75 dias de vida (figura A) o fator exercicio (p < 0,001) e programacao (p <
0,01) contribuiram para diferencas significativas entre animais exercitados e seus
congéneres sedentarios, porém ndo ocorreram interacdes significativas. Aos 90 dias de
vida (figura B) o fator exercicio (p < 0,001) contribuiu para um aumento nos valores
absolutos de CTf produzindo diferencas significativas entre animais exercitados e seus
congéneres sedentarios novamente. Contudo, uma interacao foi produzida (p < 0,05)

pois 0 aumento nao foi igual entre os grupos exercitados.
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6 DISCUSSAO

Insultos ou diferentes estimulos em determinadas fases da vida conhecidas
como janelas de programacdo contribuem para modificacdes no metabolismo
energético. Estas modificagbes podem acarretar obesidade em fases iniciais da vida
como infancia e adolescéncia, perdurando na vida adulta [45, 49, 54, 72]. Como
exemplo disto no presente trabalho a figura 7 (A) mostra que a programacéo metabdlica
por reducao de ninhada contribuiu para um aumento de 13% no peso dos animais em
relacdo aos animais de ninhada normal aos 21 dias de vida. Dados semelhantes foram
obtidos em trabalhos prévios de Plagemann et al.; Rodrigues et al., onde os animais NR
foram mais pesados nho momento do desmame [88-89].

Os motivos pelos quais os animais NR sdo mais pesados ainda nao sao
completamente entendidos. Uma possivel explicacdo esta relacionada a modificacao
gue o excesso de alimentacdo precoce produz no hipotalamo (responséavel pelo
controle da ingestdo alimentar e metabolismo energético) e na regulacdo neuro-
hormonal em fases como infancia e adolescéncia [89-90].

Em relagdo ao efeito do exercicio fisico, a literatura o tem apontado como uma
potente ferramenta ndo farmacoldgica para o tratamento da obesidade. O exercicio
fisico leva a uma reducdo dos estoques corporais de gordura, além de auxiliar no
controle de diversos parametros sanguineo como glicemia, pressao arterial entre outros
[2, 9, 91]. Isto se deve a um aumento no metabolismo energético durante a atividade e
também no repouso [92]. Como resultado disto, animais com 60 dias de vida (final da
adolescéncia) pré-exercitados por um periodo de 30 dias (agudo), apresentaram
reducdo de 10% no PC quando comparados aos congéneres sedentarios. Estas
diferencas permaneceram até os noventa dias de vida, provavelmente devido a
continuacdo do programa de exercicios. Outro ponto importante mostrado neste

trabalho se refere aos animais NR SED que se mostraram mais pesados durante a vida
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toda. Confirmando a hipétese da super alimentacdo no inicio da vida e o
desenvolvimento do excesso de peso na vida adulta [49-50].

Sabe-se que os efeitos do exercicio sdo dependentes da duracao, frequéncia e
intensidade [93]. O protocolo proposto por Negrdo e colaboradores, bem como o
desenvolvido por nosso laboratério respeitou desde o principio a frequéncia e duracao
do treinamento fisico, contendo trés sessfes semanais de treinamento com, no minimo,
120 minutos de treino por semana. Esta quantia € suficiente para producdo dos efeitos
benéficos do exercicio como a reducéo dos estoques de gordura corporal [72].

O protocolo desenvolvido por nosso laboratério teve desde a primeira sessao de
treinamento duragéo fixa de 40 minutos com cargas de trabalho entre 55 e 65% do
VO2max (intensidade moderada). Nesta intensidade o exercicio fisico com mais de 30
minutos promove uma maior utilizacdo dos estoques de gordura, em virtude de uma
menor concentracdo na corrente sanguinea de lactato, um potente inibidor de lipélise. E
também devido a esta relacao entre lipllise e concentracdo de lactato, que exercicios
com intensidades acima de 85% do VO,max (intensidade alta ou severa) produzem
menor utilizacdo dos estoques de gordura, porém degradam outras fontes energéticas
como os estoques de glicogénio, e o tecido muscular o que contribui para reducao do
PC [24].

Com relac&o ao protocolo proposto por Negréo e colaboradores, sugerimos que
os efeitos promovidos no PC, diferiram dos efeitos promovidos pelo protocolo NP
devido um aumento no tempo das sessdes de treinamento e da intensidade no a partir
da 122 sessdo de treinamento (tabela 1). No entanto, os animais NR NP mesmo néo
apresentando diferencas estatisticamente significativas em relacdo aos animais NR
SED foram 6% mais leves.

Do mesmo modo a gordura também apresentou redugdo em seus estoques
como resposta do programa de exercicio, independentemente do protocolo aos quais
0os animais foram submetidos. Os dados apresentados aqui foram proximos aos de
Dantas et al;, onde ratos submetidos ao processo de NR e exercitados cronicamente
(por mais de 8 semanas), apresentaram reducéo dos estoques de gordura corporal [94].
Similarmente, o comportamento da glicemia também foi alterado em virtude do

exercicio fisico, os animais exercitados apresentaram valores reduzidos de glicemia
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basal e durante todo o periodo da curva do teste de ivGTT quando comparados aos
animais sedentérios, figura 9 (B). Estes dados confirmam as informagfes de Scoparin et
al.e Miranda et al. que mostraram que camundongos submetidos ao processo de
obesidade por meio de MSG, e que realizaram treinamento crénico de natacdo em
intensidade e frequéncia moderadas apresentaram reducédo da glicemia em relagcéo a
animais programados nao exercitados [45, 72].

Segundo Coyle, durante a realizacdo de qualquer tipo de atividade fisica o corpo
tem a necessidade de manter a glicemia sanguinea para uma producdo de energia
suficiente para a contracdo muscular, esta manutencdo da glicemia ocorre devido a
degradacdo de fontes energéticas dentre elas o glicogénio muscular [95]. Sessbes de
treinamento maiores que 60 minutos (exercicios prolongados) com pelo menos 75% do
VO2max. (exercicio intenso), contribuem para uma deplecdo de aproximadamente 80%
do glicogénio muscular. Neste tipo de atividade o glicogénio muscular passa a ser a
Unica fonte de energia, tendo velocidade de deplecdo de acordo com a carga de
trabalho [96]. Esta diminuicdo dos niveis de glicogénio é refletida nas concentracdes de
glicose sanguinea durante e ap6s o exercicio, tendo como resultado, reducdo da
glicemia até 36 horas ap0s a sessdo de exercicio, devido o0 aumento na sensibilidade a
insulina nos musculos envolvidos [76, 97].

Os animais que seguiram o protocolo do Negréo et al. foram submetidos a um
exercicio de maior intensidade que o novo protocolo (Figura 11). Refletindo assim, uma
glicemia 11% menor quando comparados com o0s animais NR NP. Mesmo esta
diferenca ndo sendo significativa, ela pode ser consequéncia de uma atividade
extenuante realizada pelos animais NR NE. Como visto na figura 11 (A), os animais NR
e NN exercitados com o protocolo de Negrdo et al. aos 75 de vida obtiveram média de
CTf de 39 e 50 cm/s respectivamente. Tal idade corresponde a 242 sessdo de
treinamento, onde os animais NN NE e NR NE tiveram periodos de treino com duracao
de 50 min/29 cm/s o que corresponde a 58 e 75% do VOzmax para animais NN e NR
respectivamente. Aos 90 dias de vida na 302 sessdo o treinamento evoluiu para
periodos de 60 min/32cm/s correspondendo a 64 e 83% do VOomax. para animais NN e
NR respectivamente, correspondendo a uma situacdo de sobrecarga para os animais
NR NE.
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Exercicios em intensidade pesada acima dos 85% do VOmax. colaboram para
adaptacdes como o aumento dos estoques de glicogénio muscular, fosfocreatina e uma
maior resisténcia as concentracdes de lactato, favorecendo aumento da resisténcia a
exercicios em maiores intensidades. Como mostrado na figura 11 (B) os animais NR NE
apresentaram aumento da velocidade maxima aos 90 dias de vida de 12% em relagéo
aos 75 dias. Em humanos sabe-se que periodos de 4 semanas de treinamento de alta
intensidade de natacéo, ja promove tais adaptacdes com uma melhora da performance
refletida nas CTf em testes de esforco [98]. Em animais, periodos de 2 semanas [99] e
6 semanas de treinamento de alta intensidade [100] promoveram aumentos de
parametros fisiolégicos como uma maior sensibilidade ao 6xido nitrico (NO,). Tal
adaptacao € diretamente relacionada ao aumento de vasodilatacdo durante o exercicio,
gue colabora para um exercicio prolongado em altas intensidades por fornecimento
favorecido de O, aos musculos.

Beneke mostra que a montagem de um programa de treinamento que visa a
melhora dos niveis de VO,nax. bem como aumento da velocidade e economia de
movimento, deve conter uma mistura das 3 intensidades de treinamento [66]. Como
exemplo, Seiler e Kijerland explicam que atletas de endurance ou corredores de longa
distancia dividem seus treinos da seguinte forma: em torno de 60% abaixo do 1° limiar
de lactato aproximadamente 55% do VOzmax, cOmM duragdes de treino entre 1 e 3 horas;
15% entre o 1° e 2° limiares que correspondem a 60 a 80% do VO;max. com duracdes
nao maiores que 60 minutos; entre 20 e 25% acima do 2° limiar com intensidade
maiores que 80% do VOzmax. com duracdes de no maximo 40 minutos [102]. Esta
divisao de treino reflete diretamente a forma como as adapta¢cées musculares respeitam
a intensidade e o volume do treinamento.

Ingham expde em seu trabalho que a quantidade de treino que o atleta de elite é
submetido favorece uma oxidacdo muito mais rapida de suas reservas energeéticas em
virtude de todas as adaptacOes que ocorrem perifericamente nos musculos como ja
explicado. Se 0 mesmo treinar muito tempo principalmente préximo do 2° limiar de
lactato (entre 75 — 85% VO,max) €m aproximadamente 3 dias esgota toda a sua reserva
energética, necessitando de grandes periodos de descanso para retorno aos

treinamentos [103]. E também devido a esta relacdo que atletas recreacionais com
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menores volumes de treinamento respondem mais r4pido as maiores cargas de
treinamento sem grandes consequéncias fisiologicas.

Os dados mostrados na figura 10 refletem diretamente as modificacbes em
virtude do treinamento em diferentes intensidades. Como notado aos 75 (figura B) e 90
dias de vida (figura C) os animais NN NP apresentaram maiores valores absolutos de
VO2max.. Estes dados quando relacionados com a figura 11 mostram que aos 75 dias de
vida os animais NN NE apresentaram valores de CTf similares ao animais NN NP,
porém com menores valores de VOymax Esta situacdo reflete uma melhora ou
adaptacdo do treinamento conhecida como economia de movimento, que € definida
como um menor gasto energético por minuto com o movimento. Favorecendo um
menor consumo de O, para producao de energia em cargas mais altas [104].

Ja para os animais NR aos 75 dias de vida os valores de VO,max. foram similares
e menores do que os dos animais NN, entretanto os animais NR NP apresentaram uma
economia de movimento que pode ser notada na figura 11 (A). Aos 90 dias de vida os
animais NR continuaram com menores valores de VO,max. €m relacdo aos animais NN,
e com CTf similares, sendo este fendbmeno resultado do treinamento de alta intensidade
ao qual os animais NN NE foram submetidos nas ultimas duas semanas de vida.

Com relagdo aos animais SED, estes confirmaram os dados da literatura, onde a
combinagdo entre sedentarismo e 0 excesso de peso resulta em menores valores de
VOumax. E conhecido que o excesso de tecido adiposo durante o exercicio provoca um
gasto calérico maior em virtude do maior peso que o individuo suporta durante o
exercicio. Isto provoca fadiga precoce, hiperventilacdo entre outros parametros que
culminam para uma baixa captacdo de oxigénio durante a atividade e debilitada
producédo de energia [105-107].

Sobre 0 baixo condicionamento fisico dos animais programados
metabolicamente, mesmo quando submetidos a um programa de treinamento, €
possivel afirmar que 0 VOzna pode ser influenciado por 5 fatores (sexo,
hereditariedade, nivel de treinamento, modalidade de exercicio e obesidade) como ja
mostrado na revisao de literatura capitulo 2 (pagina 11, paragrafos 1 e 2). Além destes
motivos Nyholm et al. informa ainda sobre a relacdo existente entre menor captacéo de

oxigénio durante o exercicio e a predisposi¢cao para o desenvolvimento do DM2 como
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um fator limitante [19]. No presente trabalho podemos eliminar os fatores sexo, pois s6
utilizamos animais machos, o fator hereditariedade uma vez que os genitores dos
animais de ambos os grupos nao foram exercitados e modalidade do exercicio, pois
ambos 0s grupos realizaram o mesmo tipo de exercicio.

Dentre os fatores que podem ser considerados neste trabalho, o excesso de
peso aparenta ter papel chave nos dados encontrados (figura 7 D). Quando avaliada a
curva de crescimento dos animais € possivel visualizar que a partir dos 60 dias de vida
os animais NR NE e NP comecam a apresentar valores de peso mais altos que os
animais controle, mesmo nédo sendo estatisticamente diferente. Outro ponto importante
acontece por volta dos 70 dias de vida quando os animais NR NE receberam um treino
mais intenso. Como ja explicado, tal situacdo € refletida na melhora que apresentam
aos 90 dias com relacdo ao condicionamento fisico e ao peso corporal, fato este ndo
encontrado nos animais NR NP que tiveram peso menor, mas nao diferente
estatisticamente dos animais NR SED.

Outra possivel explicacdo € exposta por Nyholm et al. que mostra que pessoas
que sdo parentes de 1° grau de diabéticos tem tendéncia a desenvolver diabetes
apresentando sinais clinicos que séo relacionados a uma possivel predisposicédo para
resisténcia periférica a insulina. Dentre os sinais se destacam maior circunferéncia da
cintura, elevada concentracdo de insulina em jejum e uma maior glicemia quando
comparados aos congéneres sem historico de DM 2. Além disto, quando comparados
em relacdo a quantidade de tempo gasto em atividades fisicas néo diferem dos sujeitos
sem histérico de diabetes, porém apresentam menores valores de condicionamento
fisico refletidos pela diminuicdo da captacdo de oxigénio durante o exercicio [20].
Queiroga et al. apresenta que gémeos monozigoticos com diferencas na concentracdes
de jejum de insulina e glicose, quando submetidos a teste de esfor¢o, apresentam pior
condicionamento fisico [108]. Apesar de ndo termos investigado os genitores dos
animais NR, ndo podemos descartar que este modelo apresenta todos os sinais clinicos
para desenvolvimento da diabetes, ndo dependendo de fatores hereditarios.

E conhecido que o exercicio desempenha um papel de normalizar a glicemia
sem influéncia da insulina por meio da translocacdo do GLUT-4 como ja explicado na
revisao de literatura (capitulo 2, pagina 17, paragrafos 2 e 3). No entanto sabe-se que
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diabéticos apresentam menores concentracdes de GLUT-4 e que o exercicio pode
ajudar a aumentar a quantidade desta proteina na membrana muscular [79, 109]. Outra
caracteristica marcante de individuos com resisténcia periférica a insulina diz respeito a
quantidade de mitocondrias musculares. Como ja mencionado neste texto as
mitocondrias sdo responsaveis pela respiracdo celular e pela transformacéo das fontes
energéticas em ATP, sendo encontradas em menores quantidades nos musculos de
diabéticos [101, 110-111] Estes autores também revelaram em seus estudos, que o
exercicio fisico € capaz de restaurar o conteaddo mitocondrial muscular de diabéticos.
Sobre 0 modelo ninhada reduzida, Rodrigues et al. afirma que estes animais aos
90 dias de vida e em condi¢éo de sedentarismo tem diminuicdo de GLUT-1 e GLUT-4 e
uma maior insulinemia de jejum quando comparados com animais normais [52].
Apesar do presente estudo nédo ter quantificado GLUT-4 nem a insulinemia de jejum
dos animais, pode-se hipotetizar que ratos NR submetidos a um programa de
treinamento moderado ou entre 55 e 65% do VOsmax, mMesmo apresentando
normalizacdo da glicemia tendem a apresentar menores quantidades de GLUT-4 e

maiores concentracdes de insulina em jejum.
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7 CONCLUSAO

Em resumo os fendmenos apresentados neste trabalho mostram que a
superalimentacdo precoce em animais contribui para 0 excesso de peso e
consequéncias futuras. Dentre estas, estdo a reducéo da captacdo maxima de oxigénio
durante o exercicio, quando sdo submetidos a um programa de treinamento de
frequéncia e intensidades moderadas.

Os resultados do presente trabalho apontam a necessidade de novos estudos
focando o exercicio moderado em programas de treinamento com aumento da
freqiéncia semanal e duracdo da sessdo. Bem como outros parametros bioquimicos,
para se investigar a possivel causa desta ndo responsividade ao treinamento de

animais programados para obesidade pelo processo de ninhada reduzida.
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Abstract

Obesity is associated with low levels of maximal oxygen uptake (VO2max). The present
study aimed to investigate whether moderate exercise training ameliorates VOzmax Of
programmed obese rats from small litters. After birth, the number of male offspring rats
was adjusted to 9 pups for a normal litter (NL) or 3 pups for a small litter (SL). At
weaning, 21-day-old pups were separated into 4 groups: NL sedentary, NL exercised,
SL sedentary and SL exercised. From 21 to 90 days of life, the animals were submitted
to moderate exercise training in a rodent treadmill. At 30, 45, 60, 75, and 90 days of life,
all animals were submitted to a maximal effort test for VO,max determination. Following
overnight fasting, 90-day-old rats were given an intravenous glucose tolerance test.
After euthanasia by anesthetic overdose, the retroperitoneal fat pads were removed and
weighed. Exercise training reduced body weight, glucose intolerance and retroperitoneal
fat in NL and SL animals. Exercise increased VO,max and final workload in both groups;
however, SL improvement was significantly less than that of NL exercised rats. The
inability to ameliorate VO,max and workload performances may be attributed to metabolic

dysfunction presented by obese rats programmed by litter size.

Keywords: metabolic programming; weight excess; physical exercise; impaired

metabolism
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Introduction

In the last three decades, obesity has been an important public health problem in
developed and developing countries (Enes and Slater 2010). Excess weight is strongly
associated with a sedentary lifestyle, low aerobic fithess and low values of maximum
oxygen consumption (VOzmax) during exercise (Bassett and Howley 2000). VOzmax
reflects the oxygen (O) used by pulmonary, cardiac and muscle systems to produce
energy through aerobic pathways during exercise (de Azevedo, Araujo; et al. 2010).

The VOzmax during exercise is affected by the following: the amount of total muscle mass
involved in the movement (Akalan, Kravitz et al. 2004); muscle mitochondrial volume;
amount of blood hemoglobin, cardiac output, muscle blood volume and diffusion of O,
into the muscles (Saltin and Calbet 2006); peripheral insulin resistance (Nyholm, Nielsen
et al. 2004); and age and training status (de Azevedo, Araujo; et al. 2010). Overweight
contributes to impaired lipid metabolism, which leads to an excess of free fatty acids in
the blood. It has been shown that two weeks of chronic supplementation with fatty acids
contributes to the reduction of VO,max vValues, leading to reduced aerobic performance in
cyclists (Kraegen, Storlien et al. 1989). Additionally, dyslipidemia induces an increase in
intramuscular fat, leading to a reduction in aerobic endurance (Shaw, Gennat et al.
2006).

Studies have shown that an exercise program with high intensity in short periods
improves VOzmax (Murias, Dey et al. 2013) and lowers or does not change insulin
sensitivity (Hansen, Dendale et al. 2009). However, moderate exercise (55-70% of
VO2max) induces an increase in tissue insulin sensitivity (Houmard, Tanner et al. 2004),

even when a different caloric grade of diet is offered (Boyadjiev 1996). In humans,
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moderate exercise also provokes a decrease in body weight and glycemic improvement
(Sung and Bae 2012). Moderate activities promote greater mobilization of fat stores for
energy production than high-intensity exercises. It is also important to consider that
moderate exercise improves tissue insulin sensitivity in obese humans and rodents
(Achten, Gleeson et al. 2002, Achten and Jeukendrup 2003). Exercise frequency can
influence VOzmax in both lean and obese individuals (Pratley, Hagberg et al. 2000).
However, the effect of frequency on the increase or decrease in VOomax is still
controversial (Weston, Wisloff et al. 2013).

Early overfeeding is a well-established model to study obesity and metabolic syndrome
(MS) in rodents. Litter size is reduced just after birth, which allows an increase in milk
availability to pups (Plagemann, Harder et al. 1999). Consequently, during growth, the
offspring start to present the following hallmarks of MS: insulin resistance, glucose
intolerance, hypertension, hyperinsulinemia, dyslipidemia and obesity (de Almeida,
Fabricio et al. 2013). These obese rats show evident metabolism malfunction and may
present altered aerobic performance. The present study aimed to investigate whether
exercise training with moderate intensity and low frequency ameliorate VOnax Of Obese

rats programmed by small litter size.

Methods

Animals and experimental model: All experiments were performed in accordance with the
standards of the Brazilian College of Animal Experimentation (COBEA) and approved by the
Ethics Committee of the State University of Maring4. Pregnant Wistar rats were maintained in
individual cages at a temperature of 23° + 2°C and 12-hour light cycle (light and dark). Animals

received water and commercial chow (Nuvital, Curitiba, Brazil) ad libitum during lactation and
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gestation. At birth, litters were adjusted to 9 pups. Normal litters (NL) were maintained with 9
pups until 21 days of life. The small litters (SL) had the number of pups reduced to 3 at the 3™
day of life, leading to hyperalimentation (Plagemann, Harder et al. 1999). Twenty-one-day-old
males were separated from dams and placed in collective cages of 3 animals per cage. After
weaning, the animals were separated into 4 groups: normal litter sedentary (NL SED); normal
litter exercised (NL EXE); small litter sedentary (SL SED); and small litter exercised (SL EXE).
All animals received commercial chow and water ad libitum between 21 and 90 days old.

Effort test: At 30, 45, 60, 75 and 90 days of life, all animals in both groups performed an effort
test for the determination of VO,nyax Utilizing a gas analyzer and individual treadmill for rodents
(Panlab, Harvard Apparatus®, Cornella- Barcelona - Spain). The test began with a warm up (5
min/ 10 cm/s / 0° of inclination), after which the velocity was increased by 5 cm/s every 3
minutes until the exhaustion of the animal (Ferreira, Rolim et al. 2007). At the end of the
treadmill line, a grid of stainless steel emitted electrical stimuli (0.25 mA) to keep the animal in
motion, as previously explained (Kemi, Loennechen et al. 2002). The animal’s inability to
maintain the pace was considered a sign of exhaustion (Rodrigues, Figueroa et al. 2007). The
VO,max Was considered to be the value achieved when an increase in workload did not affect the
consumption of O, = 5% (Rodrigues, De Souza et al. 2007). The final workload (fWL) was
considered to be the lowest workload at which the plateau in O, consumption occurred (Billat,

Renoux et al. 1994).

Training protocol: The protocol was adjusted by the value of fWL. The used intensities
reflected the best fat burning for aerobic energy production, between 55 and 65% of VOymax
(Achten, Gleeson et al. 2002, Achten and Jeukendrup 2003). Adaptation to the training was
performed over one week with 7 sessions. The sessions had durations of 10, 12, 14, 16, 18, 20
and 20 minutes; the intensity started at 16 cm/s, and each two sessions, the intensity was

increased by 2 cm/s, achieving a maximum of 22 cm/s. On the 29" day, one rest period of 24
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hours without activity was provided. On the 30™ day, the effort test was performed. On the 32™
day, the training started. This same procedure was followed in all other test dates. All study
groups underwent the same procedures. Training sessions lasted 40 minutes with intensities
between 55-65% of VO, max, 3 times a week for 2 weeks. The training was performed on a special

treadmill for rodents (Panlab, Harvard Apparatus®, Cornella- Barcelona - Spain) (Figure 01).

Obesity evaluation

Intravenous glucose tolerance test (ivGTT): At 90 days of life, the animals were weighed and
anesthetized [(ketamine-xylazine, at doses of 3 mg and 0.6 mg/100 g of body weight (BW),
respectively] and underwent surgery to implant a silicone cannula in the right jugular vein. After
surgery, the animals were accommodated in individual cages. Twenty-four hours later, with an
overnight fast of 12 h (20:00 to 8 h 00 min) animals underwent the ivGTT. The first blood sample
(300-350 pl) collected directly from the jugular vein through the cannula was considered time
"0". Then, a glucose bolus (1 g/kg/BW) was injected. Blood samples (300-350 pl) were collected
at 5, 15, 30 and 45 minutes after administration of the glucose solution. Immediately after
collection, the blood was centrifuged (3000 rpm for 5 minutes), and the supernatant was
collected. For glucose measurement, the glucose oxidase method (de Oliveira, Lisboa et al.
2013) by spectrophotometer (Semi-automatic biochemical analyzer, BIO 200FL, Bio Plus®, S&o
Paulo/SP, Brazil) utilizing a commercial kit (Gold Analisa®, Belo Horizonte/MG, Brazil) was used.
Increases in total glycemia were calculated using the area under the curves (AUC) for the 45

minutes of ivGTT after subtracting fasting values.

Quantification of fat stores: Body weight (g) and retroperitoneal fat were measured. Fat was
extracted and weighed to provide an estimate of the accumulation of fat tissue from the animal.

The samples were weighed on a precision scale (Instrutherm®, Model BD-600, Brazil).
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Statistical analysis: The results were compared by two-way analysis of variance (ANOVA),
considering litter size and physical activity as the factors and stipulating p <0.05% as the level of
significance. Tukey’s post hoc test was used to compare all pairs of columns for comparison
between groups using the statistical program Graph Pad Prism 6.0.

Results

Body weight and fat deposit
Thirty days of exercise reduced the BW of sixty-day-old exercised NL and SL rats by 10%

compared to their sedentary counterparts (Pe< 0.001; Table 1). Significant difference was
maintained at 90 days of life (Pe< 0.001). Exercise reduced the retroperitoneal fat pad, which is
an index of obesity (NL: 23% and SL: 38%; Pe< 0.001, Table 1). Interestingly, the positive effect
of exercise on the retroperitoneal fat pad was more evident in SL rats, reflecting in a significant
interaction between exercise and litter (P< 0.05).

Glucose tolerance ivGTT

During ivGTT, animals presented an increase in glycemia 5 minutes after the glucose bolus
(Figure 02 A). Fifteen minutes later, the blood glucose levels were close to normal values
(Figure 02 A). The AUC showed that glycemia in SL was increased by 10% compared with NL
animals (P<0.001, Figure2B). Exercise attenuated the SL glycemia response, reflected by the
significant exercise x litter interaction (P,<0.01).

Relative values of VOymax

At 30 days of life (Figure 03 A), animals showed similar VO, Values. At 75 days of life (Figure
03 B), exercise improved VO,nax in NL and SL animals (Pg<0.001). At 90 days of life (Figure 03
C), exercise induced a significant improvement in VO, (Pe<0.001), however, this effect was
not evident in SL animals, suggested by the significant interaction between exercise and litter
(P<0.05).

Absolute values of final work load (fWL)
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At 75 days of life (Figure 04 A), exercise improved the fWL 10-fold, with similar effects in NL and
SL animals (Pg<0.001). At 90 days of life (Figure 04 B), exercise contributed to an increase in
the absolute values of fWL (Pg<0.001).Nonetheless, the positive effect of exercise on fWL was

attenuated in SL animals, reflected by the significant interaction of exercise x litter (P,<0.05).

Discussion

Exercise training was not able to enhance VO, in SL-induced obese adult rats. These data
were obtained with an exercise program that used 55-65% VO,n.x during the entire 8 weeks of
training on a treadmill. Age and effort test were always taken into account of correct value to
maintain the proportion of VO,na CONstant at approximately 55-65%. A moderate running
exercise program between 55-75% of VO, for 90 or 150 minutes per week divided into 3 or 5
sessions promoted reduced BW, increased insulin sensitivity, and other metabolic improvements
that contributed to increased VOonax (Sung and Bae 2012). While fWL was enhanced in trained
rats, the improvement in programmed obese animals was much less than that in lean rats.
Conversely, high intensity exercise improved VO,nax, fWL and metabolic parameters (glycemia,
dyslipidemia and insulin resistance) associated with BW loss in obese humans, suggesting that
exercise intensity may affect differently the metabolism (Weston, Wisloff et al. 2013).

It has been shown that exercise effects are dependent upon duration, frequency and intensity
(Romijn, Coyle et al. 1995). The present protocol used section’s duration of 40 minutes with a
workload between 55%-65% of VO,n.x (Moderate intensity) over all experimental period. This
quantity of exercise was shown to be sufficient to produce beneficial effects such as reducing
body fat stores (Liu, Goodman et al. 2012). Exercise at an intensity of 55-65% VO for more
than 30 minutes per day induces high fat store utilization via aerobic pathway, which can be
confirmed by a low blood lactate concentration (Achten and Jeukendrup 2003). Although,
exercise intensities above 85% of VO, (high or severe intensity) result in less use of fat stores

but mobilize large amounts of muscle mass, which contribute to BW and lean mass reduction
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(Achten and Jeukendrup 2003). Most of the studies have shown the benefit of exercise on
metabolism using exercise training with 5 sessions/week (Houmard, Tanner et al. 2004). The
current work used low frequency (3 sessions/week) exercise training and was still able to
improve VO,max, fWL, and glucose tolerance. These data accords with results of intraperitoneal
glucose tolerance test published by Scomparin et al. (2011) who showed that mice programmed
to obesity by MSG that underwent training in chronic swimming with moderate intensity and low
frequency improved glucose tolerance compared to non-exercised animals (Scomparin,
Grassiolli et al. 2011). It is important to consider that the timing of analysis following the exercise
may affect the results on glycemia. While performing any type of physical activity, an organism
needs blood glucose for rapid energy production for muscle contraction. Glucose is supplied by
the degradation of energy sources such as muscle glycogen during and after exercise so that
glycemia does not changes (Coyle 1995). The production of glucose to maintain constant
glycemia remains for up to 36 hours after exercise sessions, which is helped by increased
muscle insulin sensitivity (O'Neill 2013). In the current work, blood and fat pads from the rats
were collected 24 hours after the last exercise training session.

The present results shows that exercised rats had a reduction of BW at 90 days old of life
compared to sedentary congeners. Additionally, Dantas et al. showed that SL rats submitted to
chronic training (8 weeks) with moderate intensity for 5 sessions/week presented a reduction of
BW (Dantas, Pimentel et al. 2010). Our laboratory has also shown by Rinaldi et al. unpublished
observation that SL rats submitted to a moderate exercise protocol 3 times/week had reduced
BW, this work used an protocol proposed by Negréo et al. (1992) (Negrao, Moreira et al. 1992).
Nonetheless, the animals submitted to Negrdo’s protocol at 70 days old received an overload of
training with intensities higher than 80% of VO, (intensity high or severe). The overload
exercise may have contributed to the degradation of muscle mass, as well as energy sources for
the large calorie expenditure, helping to reduce BW. It has been shown that obesity contributes

to a worse VO,na (Rowland 2007). On the other hand, acute training protocols (less than 8
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weeks) at high intensity generated increased muscle glycogen and phosphocreatine stores,
among other adaptations that contributed to increased levels of VO, (Beneke, Leithauser et
al. 2011). In rats, periods of 2 weeks (Bexfield, Parcell et al. 2009) and 6 weeks of high-intensity
training (Murias, Dey et al. 2013) increased VOgma, Which is related to increases in
vasodilatation during exercise (Araneda, Urbina-Stagno et al. 2013).

Even presenting low improvement of VO,nax SL rats showed significant reduction in tissue fat
accretion compared with NL rats. Short- or long-term exercise training, with low or high intensity,
can reduce fat tissue storage in obese human and animals (Bouchard, Tremblay et al. 1990,
Wang, Chen et al. 2008). These results suggest that exercise can burn excess fat tissue;
however, improvement of VO, and fWL are dependent on others factors beyond fat loss.
VO.max Mmay be influenced by many factors, such as sex, heredity, training level, mode of
exercise, and cardiac output (Saltin and Calbet 2006, de Azevedo, Arauljo; et al. 2010).
Metabolic dysfunction also influences VO, performance. It has been shown that patients with
Diabetes type 2, present lower oxygen uptake during exercise (Nyholm, Nielsen et al. 2004).
Furthermore, physical performance assays in young animals (rapid developmental phase)
showed a dissociation on fWL and VO,nay; While the fWL increased from 4 to 8 weeks of life, the
VO,max Was decreased (Yano and Nagao 1995). They suggested that during growth, different
factors affected the VO,max and fWL. This condition is also attributed the changes in muscular
and bone structure as length and amount of enzymes responsible for muscle breath (Castagna,
Manzi et al. 2007).

Considering the developmental origins of health and disease (DOHaD) concept, which is the
idea that injuries such as malnourishment or overnourishement during early life or perinatal and
adolescent phases increase the risk of cardiometabolic diseases when the adolescent becomes
an adult (de Oliveira, Lisboa et al. 2013), precocious exercise training as implemented in the
current work could counteract the metabolic programming and VO, performance impairment

imposed by litter reduction. While moderate training started at weaning, which covers the
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adolescent phase, was able to inhibit obesity onset and improve metabolism, training initiated in
adulthood did not affect obesity onset in rodents (Scomparin, Grassiolli et al. 2011).

While precocious moderate exercise training attenuated obesity onset induced in SL rats,
oxygen uptake was compromised, which may suggest that the current exercise training protocol
was not able to improve VO, in oObese rats; however, exercise started in perinatal life,

pregnancy and/or lactation may be more efficient in those windows of metabolic programming.

Perspective

Adult rats programmed to obesity by SL exhibited low physical performance, VO,max and final
workload of compared to NL animals after long-term moderate exercise training even though
training was started during the early phase of life (infancy and adolescence). The results
presented in this current work suggest that exercised obese programmed rats, in perinatal life,
are resistant to improving their physical performance, although metabolic dysfunctions are
ameliorated. Taking the DOHaD concept into account, the data from our experiments indicate
that training should be initiated early, i.e., perinatal life, pregnancy and/or lactation, which are
programming windows that may be more sensitive to exercise than infancy and adolescence. In
addition, our data may also indicate that once programmed, obesity onset is difficult to
deprogram. Alternatively, increasing intensity and/or frequency during exercise training could
increase the physical performance of programmed obese rats. More results are needed to
establish the latency, frequency, intensity and quantity of exercise needed, and when training
should be started, to better improve the physical performance of young individuals who are
programmed to obesity and who are at high risk of developing cardiometabolic diseases later in

life.
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1601 Table
1602  Table 01 — Effect of exercise on BW and fat deposit
Biometric parameters Sedentary Exercised
NL SL NL SL L E I
303.9 + 2585 +
BW 60 days old (g) 287.9+5.2 6.7 5.1 276.3x5.7 ++ +++ ns
387.5+ 402.6 + 346.0 +
BW 90 days old (g) 11.6 9.2 7.6 382.8+5.1 ++ +++ ns

0.84 +

Retroperitoneal fat (g/100gBW) 1.1+£0.08 1.6 x0.06 0.07 0.99£0.07 +++ ++ +

1603
1604
1605
1606
1607

1608
1609
1610
1611
1612
1613
1614
1615
1616
1617
1618
1619
1620
1621
1622

1623

Values are the mean + SEM (n= 12 rats per group BW and n= 9 rats per group
Retroperitoneal fat). +P<0.05; ++P<0.01; +++P<0.001. BW: body weight; NL: normal

litter; SL: small litter; L: factor litter; E: exercise factor; I: interaction factor.
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Legend figures

Figure 01 - Moderate and low frequency exercise protocol and days of life
corresponding to the effort test Ordinal numbers indicates the days of life; EFFORT
TEST: day when test was performed; %: percentage of VOamax Utilized in session
training.

Figure 02 - Effect of exercise on ivGTT (n=09 per group) *** P<0.001; statistical
significance of differences between NL and SL, ### P<0.001, statistical significance of
exercise versus sedentary treatment for probability based on Tukey multiple
comparisons test. + P<0.05; ++ P<0.01; +++ P<0.001 for the probability based on
ANOVA. NL SED: normal litter sedentary; SL SED: small litter sedentary; NL EXE:
normal litter exercised; SL EXE: small litter exercised; L: effect of litter; E: effect of
exercise; I: interaction between litter and exercise.

Figure 03 — Effects of exercise on relative values of VO,max (N=06per group); *** P<
0.001 statistical significance of differences between NL and SL; ### P<0.001 statistical
significance of exercise versus sedentary treatment for probability based on Tukey
multiple comparisons test. + P<0.05; ++ P<0.01; +++ P<0.001 for the probability based
on ANOVA. NL: normal litter; SL: small litter; SED: sedentary; EXE: exercised; L: effect
of litter; E: effect of exercise; I: interaction between litter and exercise.

Figure 04 — Effects of exercise on absolute values of final work load (fWL) (n=12
per group) ** P<0.001; statistical significance of differences between NL and SL; ###
P< 0.001; statistical significance of exercise versus sedentary treatment for probability
based on Tukey multiple comparisons test. +P<0.05; ++P<0.01; +++P<0.001 for the

probability based on ANOVA. NL: normal litter; SL: small litter; SED: sedentary; EXE:
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interaction between litter and
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