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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi investigar as respostas fisio-
|6gicas ao exercicio agudo em ratos Wistar obesos, tratados com
metformina. Os animais receberam injecdo subcutanea de gluta-
mato monossadico (4mg/g peso corporal), para inducao da obesi-
dade. Os animais foram divididos em 4 grupos, conforme o trata-
mento recebido: obesos controles (OC); obesos metformina (OM);
obesos controles exercitados (OCE) e obesos metformina exerci-
tados (OME). Foram analisados, antes e apds uma sessao de exer-
cicio agudo: glicose sérica (mg/dL), triglicerideos (g/100g), coles-
terol total (mg/dL) e hematocrito (%). Os valores de glicose sérica
e colesterol total foram reduzidos significativamente no grupo con-
trole exercitado (OCE - 68,4 + 14,7 € 70,8 + 18,3) em comparacao
ao grupo controle sedentario (OC — 83,6 + 12,8 e 91,3 + 9,6). A
administracdo de metformina isoladamente diminuiu a concentra-
¢édo de glicose de 83,6 = 12,8 (OC) para 70,8 + 5,9 (OM). Por outro
lado, a associacao de metformina com exercicio aumentou a dis-
ponibilidade de triacilglicerois livres apds a atividade (OM — 166,6
+ 11,3, OME - 184,0 + 4,3). Em conclusao o programa de inter-
vencdo utilizado (exercicio fisico agudo) mostrou-se eficiente na
homeostasia glicémica, bem como, nos niveis circulantes de lipi-
dios em ratos obesos tratados com metformina.

ABSTRACT

Physiological responses to intense exercise in obese rats
treated with metformin

The purpose of the present study was to investigate the physi-
ological responses to intense exercise in obese Wistar rats treat-
ed with metformin. To induce obesity, all animals were infused
with monosodic glutamate (4 mg/g of body weight) via subcuta-
neous injection. The rats were divided in 4 groups according to
the received treatment: obese control (OC); obese metformin (
OM); obese control exercise (OCE) and obese metformin exercise
(OME). Before and after one session of intense exercise the fol-
lowing parameters were measured: serum glucose (mg/dl), trig-
lycerides (g/100g), total cholesterol (mg/dl) and haematocrit (%).
The values of serum glucose and total cholesterol were signifi-
cantly reduced in control exercise group (OCE — 68.4 + 14.7 and
70.8 +18.3) compared to obese control sedentary group (OC —
83.6 + 12.8 and 91.3 = 9.6). The isolate metformin infusion de-
creased the glucose concentration from 83.6 + 12.8 (OC) to 70.8
+ 5.9 (OM). On the other hand, metformin associated with exer-
cise increased the availability of free triglycerides after exercise
(OM—-166.6 + 11.3, OME — 184.0 + 4.3). In conclusion, the present
intervention program (intense physical exercise) showed to be
efficient on glicemic homeostasis, as well as on lipids circulatory
levels in obese rats treated with metformin.
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INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, a obesidade tem sido considerada como
uma doenca multifatorial resultante de uma complexa interagéo
de fatores culturais, genéticos, fisiolégicos e psicoldgicos!2.

Existem evidéncias de que o excesso de gordura corporal de-
sempenha importante papel no comprometimento das funcodes
metabdlicas, constituindo-se num dos fatores de risco mais signi-
ficativos para o aparecimento de doencas cronico-degenerativas
como: hipertenséao arterial, hipercolesterolemia, diabetes mellitus
e doencas cardiovasculares®.

O diabetes mellitus tipo 2 afeta aproximadamente 160 milhdes
de pessoas em todo mundo e 90% do total de diabéticos, provo-
cando desse modo um estado fisiolégico de resisténcia a acéo da
insulina associado a uma deficiéncia de sua secregao nesses indi-
viduos®. A ineficiéncia pancreatica de secrecao da insulina, junta-
mente com a resisténcia tecidual e celular desse horménio, resul-
ta num aumento descomunal da glicose sanguinea levando o
individuo a um estado de hiperglicemia, elevando assim os riscos
de morbidade vascular entre outras complicagdes®®. Os princi-
pais agentes causadores dessa doenca ainda ndo estdo bem defi-
nidos, por outro lado sabe-se que a maior propensao encontra-se
em adultos acima de 40 anos, principalmente se estes sdo obe-
sos\7.

O tratamento do diabetes tipo 2 requer inUmeras vezes inter-
vengdes medicamentosas quando ndo se consegue reduzir 0s sin-
tomas apenas com mudancas no estilo de vida. Atualmente, séo
crescentes os estudos que investigam o melhor tratamento far-
macoldgico para o diabetes mellitus tipo 2®. No entanto, dentre
os farmacos mais utilizados, a metformina descoberta por Kalkhoff
et al.® e utilizada primeiramente por Mahler et al."% em pacientes
portadores dessa doencga, vem sendo considerada um dos princi-
pais agentes anti-hiperglicemiantes responsaveis pela diminuicdo
da resisténcia periférica a insulina, precaucéo da hiperinsulinemia,
beneficios no controle lipidico, diminuigcdo do risco de acidentes
vasculares, bem como prevencao dessa patologia em individuos
altamente propicios a essa desordem metabdlica”-'".

A atividade fisica, por outro lado, promove beneficios periféri-
COS em organismos normais e diabéticos bem como a acdo da
metformina em relacdo ao aumento da: sensibilidade de insulina,
na translocacao de transportadores para os principais sitios de ar-
mazenamento (GLUT 4 e GLUT 2) e reacéo IRS (/nsulin Receptor
Substrate) resultando num melhor controle da glicemia®. No en-
tanto, somente alguns estudos se preocupam em investigar o efei-
to potencializador do exercicio fisico juntamente a administracdo
dessas drogas anti-hiperglicemiantes!'314.

A principal limitacdo em pesquisar acdes medicamentosas em
humanos, é referente aos possiveis efeitos colaterais ocorridos
durante o uso primario de uma determinada droga. A utilizagao de
animais de laboratério na fisiologia tem sido ampliada, tendo como
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GRUPO 1 = GRUPO 2 =
Obeso Controle Obeso Metformina
(OC). n = 5. (OM). n =5.

GRUPO 3 =
Obeso Controle
Exercitado (OCE).
n=>5.

GRUPO 4 =
Obeso Metformina
Exercitado (OME).

n=>5.

Figura 1 - Desenho experimental da divisdo feita com o0s ratos e suas classificacées

finalidade um melhor acompanhamento das alteragbes sistémi-
cas, celulares e moleculares decorrentes de intervencdes prima-
rias e/ou duvidosas.

Desse modo, o objetivo do presente estudo foi verificar as res-
postas fisioldgicas ao exercicio agudo (Unica sessao de esforgo)
em ratos Wistar obesos, tratados com metformina.

METODOS

Animais e seu tratamento

Foram utilizados 20 ratos machos da linhagem Wistar (Rattus
Norvegicus albinus) recém nascidos, mantidos no Biotério do La-
boratério de Biodindmica do Departamento de Educacgao Fisica da
UNESP - Rio Claro. Apés o desmame, foram distribuidos em gaio-
las coletivas, sob condigbes ambientais controladas de tempera-
tura (25°C) e ciclo claro/escuro (12h/12h) com dgua e alimentacdo
ad libitum. Todos os experimentos seguiram as resolucdes brasi-
leiras especificas de bioética de pesquisa com animais: lei n° 6,638,
de 8 de marco de 1979 e decreto ne 645, de 10 de Julho de 1945.

Delineamento e grupos experimentais

O delineamento dos grupos ocorreu em duas etapas: na primei-
ra, todos os animais (n = 20) recém nascidos receberam Glutama-
to Monossédico (MSG) via subcutanea (4,0mg/g de peso corpo-
ral) a cada 2 dias, nos primeiros 14 dias de vida, para indugéao da
obesidade!"®. Segundo Souza et al.'®, e Mello et al."”?, este mode-
lo de inducéo da obesidade caracteriza alteragdes fisioldgicas se-
melhantes ao diabetes mellitus tipo 2.

Na segunda etapa com 130 dias de idade os ratos foram distri-
buidos em 4 grupos (figura 1).

e Grupo OC: nédo foram submetidos a administracao da Metfor-
mina;

e Grupo OM: foram submetidos a administracdo da Metformi-
na;

e Grupo OCE: ndo foram submetidos a administracdo da Me-
tformina mas realizaram exercicio;

e Grupo OME: foram submetidos a administracdo da Metfor-
mina e realizaram exercicio.

Administracao da Metformina

Os animais administrados com Metformina receberam a droga
diluida em agua (1,4mg/ml) durante 15 dias'®.

Protocolo de exercicio

Os animais foram submetidos a um periodo de 3 dias de adap-
tacdo com inicio no ultimo dia de tratamento com metformina:

— 12 sessdo: 5 minutos com dgua na profundidade de 5cm;

— 22 sessdo: 10 minutos com 4gua na profundidade de 15cm;

— 32 sessdo: 15 minutos com agua na profundidade de 40cm.

O protocolo de exercicio para os grupos OME e OCE constituiu
de uma sessao de 30 minutos de natagdo sem carga adicional. O
exercicio fisico agudo foi realizado um dia apds o término da adap-
tagdo, em um tanque com 70cm largura e mesma medida em
altura. A 4gua foi mantida em 50cm de profundidade a temperatu-
ra de 31 + 1°C.
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Coleta e anadlise sanguinea

As amostras sanguineas foram coletadas da extremidade da
cauda de cada animal antes e imediatamente apds a sessdo de
natacdo. O soro foi extraido por centrifugagdo para as seguintes
analises:

Glicose sérica: método enzimatico colorimétrico da glicose oxi-
dase-peroxidase!'®, com kit Wiener Lab. Apés 15 minutos de incu-
bacdo em banho & 37°C, as absorbancias das amostras e do pa-
drao foram lidas em espectrofotdmetro a 505nm.

Triacilglicerdis (TG) e Colesterol total (CT): método enzimatico
colorimétrico, com Kit Laborlab. Apés 15 e 10 minutos (respecti-
vamente) de incubacdo em banho a 37°C, as absorbéancias das
amostras e do padrdo foram lidas em espectrofotémetro a 505nm.

Hematdcrito: método do micro hematécrito"®.

Analise estatistica

Os dados foram analisados segundo o programa Statistica 5.0%
através da anélise da variancia (ANOVA) com medidas repetitivas
e a comparacdo de médias, pela diferenca minima significante de
p < 0,05 (LSD). Quando necessério foi utilizado o teste “t” stu-
dent para amostras independentes (p < 0,05).

RESULTADOS

Os valores de glicose e colesterol total foram reduzidos signifi-
cativamente no grupo controle exercitado (OCE) em comparacéao
ao grupo controle (OC). J& a administracdo de metformina isolada-
mente (OM) diminuiu a concentragao de glicose em 27%. Por ou-
tro lado, a associacdo de metformina com exercicio aumentou es-
tatisticamente a disponibilidade de triacilglicerdis livres apds a
atividade (tabela 1).

TABELA 1
Glicose (mg/dL), triacilglicerois (g/100g) e colesterol total (mg/dL)
séricos apods o periodo experimental expressos em média = DP

Glicose Triacilglicerdis livre Colesterol total
ocC 83,6 £ 12,8 1740+ 5,4 91,3+ 9,6
OCE 68,4 + 14,7* 175,8+ 9,8 70,8 + 18,3*
oM 70,8+ 5,9 166,6 + 11,3 89,1+ 13,6
OME 739+ 79 184,0+ 4,3* 77,9 £13,6

* Diferenca significativa em relacdo ao OC. * Diferenca significativa em relacdo ao OM.

O coeficiente de variacdo (CV — %) teve valores reduzidos em
todas as dosagens realizadas nado excedendo 30% de variancia
(tabela 2).

TABELA 2
Coeficiente de variagao em % (DP/Média*100)
em todos os grupos experimentais

Glicose sérica Triacilglicerdis livre Colesterol total

ocC 15,3 3.1 10,6
OCE 21,56 5,6 25,8
oM 8.3 6.8 15,3
OME 10,7 2,3 17,5
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Os valores de hematocrito nesses animais apés exercicio (OCE
e OME) ndo demonstraram quadro de desidratacéo (figura 2).
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Figura 2 — Valores de Hematdcrito (%) + DP apds exercicio agudo nos
grupos OCE e OME

O peso médio dos animais tratados com metformina foi inferior
ao peso do grupo controle antes e apds o exercicio (figura 3).
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Figura 3 — Peso médio dos animais ao longo do experimento nos grupos
controle e grupo metformina

Para os valores de ingestao alimentar determinada pela pesa-
gem semanal da racéo, os animais tratados com metformina apre-
sentaram menor ingestéao alimentar em relagdo ao grupo controle
(figura 4).
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Figura 4 - Ingestao alimentar (g) calculada pela pesagem da racao consu-
mida semanalmente nos grupos metformina e controle

DISCUSSAO

Andlises realizadas em diabéticos e/ou obesos tém demons-
trado que a concentracao de glicose € o principal indicador do es-
tado desses individuos!”-'". Sendo assim, as concentracbes desse
secretagogo no presente estudo demonstraram ser menores em
todas as intervencgdes utilizadas (metformina, exercicio e metfor-
mina com exercicio) tendo diferenca significativa apenas no grupo
obeso exercitado quando comparado ao controle. Esses resulta-
dos corroboram com os de Tang e Reed!'? e Souza et all'®, os
quais identificaram significativa queda da concentracao de glicose
em ratos tratados com metformina e obesos (MSG), respectiva-
mente. No presente estudo, ndo houve reducéo da glicemia apos
o exercicio agudo (Unica sesséo) entre obesos tratados com me-
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tformina, o que pode estar relacionado com a estabilizacdo da gli-
cose circulante, como consequéncia da acdo da droga. Este fato
pode representar uma importante adaptacdo do organismo trata-
do, no sentido da manutencao da homeostase glicémica. Tal adap-
tacao poderia evitar uma eventual hipoglicemia, o que reduz a pos-
sibilidade de comprometer o organismo.

Avignon et al.?®, demonstraram que a metformina aumenta a
disponibilidade de carboidratos como fonte energética influencian-
do conseqglientemente sua oxidacdo em individuos diabéticos tipo
2. Contudo, toda forma de tratamento do diabetes tipo 2 deve ser
muito bem monitorada devido ao risco de hipoglicemia que esses
individuos podem apresentar?.

A obesidade estd diretamente relacionada ao diabetes tipo 2
devido ao aumento exacerbado das concentragdes de gorduras
tanto nos adipdcitos quanto na corrente sanguinea®2V. Esse au-
mento intracelular dos depdsitos de triacilglicerdis na musculatu-
ra, figado e pancreas nesses sujeitos, atenuam o metabolismo
glicolitico interferindo em toda atividade insulinica?". Desse modo,
a dosagem de triacilglicerdis e colesterol total mostrou ser um
pardametro confidvel para melhor controle dos grupos obesos. No
entanto, o aumento das concentracdes de triacilgliceréis desses
animais foi significativo no grupo metformina exercitado demons-
trando que a caracteristica aerébia do esforco fisico utilizado, as-
sociada a acdo da metformina atenuou o predominio energético
da glicose. Este fato ja havia sido verificado em diferentes condi-
cOes de exercicio fisico??. De acordo com alguns pesquisadores
o0 aumento lipidico sérico apds o exercicio, parece indicar que cro-
nicamente a disponibilidade aumentada do referido substrato apos
inUmeras sessodes de exercicio pode levar o individuo a diminuir
seus estoques de gordura’'2),

Vérios modelos de obesidade animal tém sido estudados e ja
foram classificados pela sua etiologia. Entre os modelos neurais,
a obesidade hipotalamica é a mais conhecida'®®. Ha varias manei-
ras de indugao da obesidade hipotalamica, incluindo as injegdes
sistémicas de MSG"517, O MSG é um aminoacido neuro — excita-
torio lesivo ao sistema nervoso central quando em quantidades
excessivas, pois danifica nucleos pertencentes ao hipotadlamo, ou
seja, provoca alteragcdes no eixo hipotdlamo — hipofisario?¥. Em
fungdo disso, a taxa metabdlica basal dos animais tratados com
MSG decresce, favorecendo a instalagdo da obesidade?>29), O tra-
tamento com metformina nesse estudo com ratos induzidos a obe-
sidade pareceu nao controlar apenas o metabolismo lipidico, mas
também regulou a ingestéo alimentar desses animais evitando con-
seqlientemente o excesso de peso. O fato de néo ter sido encon-
trado diferencga significativa no ganho de peso e na ingestéo ali-
mentar entre 0s grupos controle pode ser atribuido ao nimero
reduzido de animais estudados.

Em concluséo, os resultados mostraram que as respostas gera-
das pela sesséo Unica de exercicio em ratos obesos foram seme-
Ihantes as acdes medicamentosas. Isso demonstra que o tipo de
exercicio utilizado, mesmo em sessao Unica, pode atenuar a utili-
zacao da metformina trazendo beneficios parecidos em relagéo a
homeostasia glicémica e niveis circulantes de lipidios. Contudo,
acreditamos que um programa de atividade fisica a longo prazo
poderia melhorar ainda mais o estado clinico desses animais. No
entanto, sdo necesséarios mais estudos que elucidam melhor essa
relacéo.
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