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RESUMO

LEITE, Richard Diego. Efeitos do treinamento resistido em ratos alimentados com dieta
hiperlipidica. 2013. 122 f. Tese (Doutorado em Biociéncias) - Universidade do Estado do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2013.

O consumo excessivo de gorduras tem sido implicado na génese da obesidade e de
diversas comorbidades relacionadas a esta doenca. O objetivo do presente estudo foi avaliar o
efeito do treinamento resistido em ratos alimentados com dieta hiperlipidica nas seguintes
variaveis: composicdo corporal, adiposidade, area de adipocitos, expressdo do fator de
crescimento do endotélio vascular (VEGF) e dos receptores ativados por proliferadores de
peroxissomo tipo gama (PPAR-y) no tecido adiposo retroperitoneal, niveis pressoricos e
atividade da metaloproteinase-2 (MMP-2) no ventriculo esquerdo. Foram avaliados 32 ratos
machos Wistar divididos em quatro grupos experimentais (n=8/cada) de acordo com o tipo de
dieta e o treinamento: sedentario (SED; dieta padrdo), sedentdrio obeso [SED-OB; dieta
hiperlipidica (30% de gordura)], treinamento resistido (TR; dieta padrdo) e treinamento
resistido obeso (TR-OB; dieta hiperlipidica). Ap6s o desmame (dia 21), os animais foram
submetidos a dieta experimental durante 24 semanas. Doze semanas apds inicio da dieta, 0s
grupos TR e TR-OB iniciaram o periodo de 12 semanas de treinamento resistido. Este era
composto por escaladas em uma escada vertical de 1.1 metros com pesos atados a cauda num
total de trés sessdes de treinamento por semana (Segundas, Quartas e Sextas-feiras) com 4 a 9
escaladas/sessdo e 8 a 12 movimentos dindmicos a cada subida. O treinamento resistido
induziu reducgdes significativas na massa corporal, na massa gorda, no percentual de gordura,
na area de adipdcitos e nos niveis pressoricos e ainda promoveu aumento de massa magra € na
expressdao de VEGF e PPAR-y em ambos 0s grupos treinados. Além disso, foi observada uma
maior atividade da MMP-2 no ventriculo esquerdo nos grupos treinados (TR e TR-OB).
Nossos achados demonstram que o0 treinamento resistido foi capaz de promover mudancas
positivas na composicdo corporal, na atividade da MMP-2 no ventriculo esquerdo, nos niveis
pressoricos e em mediadores enzimaticos do tecido adiposo retroperitoneal sugerindo que esta
modalidade de exercicio pode ser uma ferramenta Util para prevenir as alteracdes induzidos
pelo consumo de uma dieta hiperlipidica.

Palavras-chave: Treinamento resistido. Obesidade. Tecido adiposo. Ventriculo esquerdo.
Pressdo arterial.



ABSTRACT

The purpose of the present study was to evaluate the effect of resistance training on
body composition, adiposity, adipocyte area, vascular endothelium growth factor (VEGF) and
peroxisome proliferator-activated receptor-gamma (PPAR-y) in adipose tissue, systolic and
diastolic blood pressures (BP), and activity of muscle MMP-2 in left ventricle. We evaluated
32 Wistar rats divided into four experimental groups (n=8/each) according to diet and
exercise status: sedentary (SED; standard diet), sedentary obese [SED-OB; hiperlipidic diet
(30% of fat)], resistance training (RT; standard diet) and resistance training RT obese (RT-
OB; hiperlipidic diet). After weaning (day 21), animals were subjected to the experimental
diet according to their groups during 24 weeks. A 12-week resistance-training period was
used, during which the animals climbed a 1.1-m vertical ladder with weights attached to their
tails. The sessions were performed three times/week (Mondays, Wednesdays and Fridays),
with 4-9 climbs/session and 8-12 dynamic movements/climb with two rest minutes. The RT
promoted significantly reductions of body and fat masses, fat percentage, adipocytes area and
systolic and diastolic BPs, associated with higher expression of VEGF and PPAR-y in
retroperitoneal adipose tissue and higher fat free mass in both trained groups. Furthermore, it
was observed higher muscle MMP-2 activity of the left ventricle in trained animals. This
study demonstrated that, resistance training induced positive changes in body composition,
MMP-2 activity in left ventricle, systolic and diastolic BPs and adipose tissue metabolism,
suggesting that it can be a useful tool to prevent the physiopathological changes induced by
high-fat diet consumption.

Keywords: Resistance training. Obesity. Adipose tissue. Left ventricle. Blood pressure.
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INTRODUCAO

A obesidade ¢é decorrente de uma complexa interacdo entre fatores genéticos,
metabdlicos, comportamentais e ambientais (HEBER, 2010), gerando o acumulo excessivo de
energia sob a forma de gordura no organismo (YADAYV et al., 2000). O consumo de dietas
hipercaloricas e/ou a reducdo do gasto energético, sdo considerados os principais fatores que
podem levar ao aumento de peso (HANSEN et al., 2007; HEBER, 2010). A localizacdo da
gordura corporal tem implicacdes importantes para a salde, visto que 0s mais altos riscos
estdo associados a obesidade abdominal provocado pela hipertrofia (aumento do volume),
pela hiperplasia (aumento do ndmero) e também pela liberacdo de adipocinas pré-
inflamatdrias (HEBER, 2010). Isto resulta em um processo inflamatorio cronico de baixo grau
capaz de alterar varios sistemas (GALIC, OAKHILL & STEINBERG, 2010; GREGOR &
HOTAMISLIGIL, 2010), aumentando o risco de desenvolvimento de doencas
cardiovasculares. Devido aos efeitos deletérios do acUmulo de tecido adiposo visceral tem
crescido o interesse na investigacdo de estratégias para preveni-los e/ou atenua-los (VIEIRA
et al., 2009; FOSTER-SCHUBERT & CUMMINGS, 2006; TOCK et al., 2006; PEDERSEN,
2006).

O remodelamento do tecido cardiaco estd intimamente ligado com a patogénese de
algumas doencas induzidas pela obesidade. Este processo envolve a degradacdo de colageno e
€ necessario para manter a integridade estrutural do tecido. No entanto, em determinadas
condi¢cbes como, por exemplo, o infarto do miocérdio, a hipertensdo arterial e até mesmo a
insuficiéncia cardiaca; observa-se um remodelamento patologico. Neste contexto hd um
processo progressivo, secundario possivelmente ao estresse cardiovascular crénico ou a
qualquer outro estimulo fisiopatologico, que se manifesta alterando multiplas estruturas e
fungbes do miocérdio durante longos periodos de tempo (SCHRAM & SWEENEY, 2008).
Além disso, ocorrem alteragbes na matriz extracelular resultantes de modificacbes na
biosintese do colageno, organizagdo e ruptura homeostatica entre as metaloproteinases de
matriz (MMPs) e os inibidores teciduais de MMPs, conhecidos como TIMPS. Os mecanismos
que envolvem o remodelamento cardiaco na obesidade ainda ndo estdo totalmente
esclarecidos. No entanto, sabe-se que por conta do acUmulo do tecido adiposo, somado ao
aumento da liberacdo de algumas adipocinas, pode-se alterar a atividade da MMPs e o

subsequente remodelamento cardiaco.
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A Organizagdo Mundial de Saude (WHO, 2000) sugere que 0 programa de tratamento
da obesidade seja fundamentado em um modelo de intervencdo com acles integradas de
diversas areas da salde envolvendo aspectos: comportamentais, psicoldgicos, farmacoldgicos,
fisicos e nutricionais. Especificamente com relagdo a intervencdo fisica, evidéncias cientificas
demonstram que a pratica regular de atividade fisica deve fazer parte de programas de
tratamento e prevencdo da obesidade (FOSTER, 2006). O principal objetivo da
implementacdo do exercicio fisico sistematizado para individuos obesos geralmente é a perda
de peso e da massa adiposa (HANSEN et al., 2007) associados ao aumento de massa magra
(JAKICIC et al., 1999; IRWIN et al., 2003; FETT, FETT & MARCHINI, 2009).

Segundo PETERSEN & PEDERSEN (2005), a prética de exercicios oferece protecdo
contra doencas cardiovasculares, diabetes mellitus tipo 2, dislipidemia, hipertensdo arterial e
doencas cardiovasculares. Todas essas condiches estdo associadas de alguma forma a
inflamacdo sistémica de baixo-grau decorrente do acumulo de tecido adiposo. O exercicio
pode promover a diminuicdo de citocinas pro-inflamatérias produzidas pelo tecido adiposo,
como o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) e a interleucina-1beta (IL-1p), e pode causar 0
aumento de citocinas anti-inflamatdrias, como a adiponectina e a interleucina-10 (IL-10).
Dessa forma, o exercicio contribui para a regulacdo das adipocinas liberadas pelo tecido
adiposo, 0 que pode resultar em melhora na ag&o da insulina e aumento na mobilizagdo e
utilizacdo de lipideos (BERGGREN, HULVER & HOUMARD, 2005). Outro aspecto a ser
destacado com relacdo aos efeitos positivos do exercicio no tratamento da obesidade é a
melhora da capacidade aerobia. Os resultados da maioria dos trabalhos que incluem o
exercicio em seu programa de intervencdo mostram que os individuos aumentam seu
consumo maximo de oxigénio (VO,max) (JAKICIC et al., 1999; ROSS et al., 2004; AMATI
et al., 2008; CHURCH et al., 2008), ou seja, melhoram a sua capacidade funcional
cardiovascular e a aptiddo aerdbia (JAKICIC et al., 2003).

O treinamento de forca tem sido utilizado em programas de treinamento voltados para
a salde e a qualidade de vida. Este fato se deve a seus beneficios com relacdo a melhora do
desempenho motor, hipertrofia  muscular, aumento da resisttncia a fadiga (KRAEMER,
RATAMESS & FRENCH, 2002), manutencdo e aumento da massa magra (HANSEN et al.,
2007), aumento do gasto calorico e da taxa metabolica de repouso e ainda por um maior
consumo de oxigénio pos-exercicio (HAUSER, BENETTI & REBELO, 2004). Como
consequéncia, ocorre diminuicio no percentual de gordura corporal, favorecendo o

emagrecimento. Além disso, ha um potencial efeito do treinamento de forca em melhorar a



17

forca e resisténcia muscular, o que sdo fatores considerados benéficos para a realizacdo de
tarefas do cotidiano.

SPERETTA e colaborabores (2012), demonstraram que o treinamento resistido em
ratos obesos, foi efetivo em diminuir a area do tecido adiposo, a adiposidade total, e em
melhorar o perfil lipidico e a inflamacdo de baixo-grau. Utilizando também o treinamento
resistido como modalidade de exercicio fisico PANVELOSKI-CASTRO et al. (2011)
observaram a reversdo do quadro de resisténcia a insulina e inflamacdo no musculo
esquelético em ratos alimentados com uma dieta hiperlipidica. Recentemente MARQUETI et
al. (2012), demonstraram que O treinamento induziu maior atividade e conteddo protéico da
MMP-2 no ventriculo esquerdo, o que pode significar um melhor remodelamento do tecido
cardiaco.

A partir do exposto, fica claro que o treinamento resistido pode melhorar a
composicdo corporal, a adiposidade total e o perfil inflamatdrio em ratos alimentados com
dieta hiperlipidica. Entretanto s80 necessérios estudos para analisar o impacto nos
mecanismos celulares e moleculares do remodelamento cardiaco na obesidade, jA que sdo
escassas as evidéncias cientificas mostrando o efeito desta modalidade de treinamento na
atividade de proteinas relacionadas ao remodelamento cardiaco. Assim é importante
estabelecer protocolos para elucidar como o treinamento de forga influencia as mudangas da
composicdo corporal, a adiposidade e a relagdo destes com o remodelamento cardiaco em
ratos alimentados com dieta hiperlipidica. Com base neste racional, hipotetisamos que o
treinamento resistido poderia alterar a composicdo corporal, a adiposidade e o remodelamento

cardiaco de ratos submetidos & dieta hiperlipidica.



18

1. REVISAO DE LITERATURA

1.1 Obesidade

Atualmente a obesidade é uma doenca que atinge numeros alarmantes, sendo
considerada um problema de salde publica em todo mundo (MOKDAD et al., 2003). Isso
pode ser observado no nimero de pessoas com diagndstico de obesidade. Segundo
FINUCANE et al., (2011) estima-se que aproximadamente 500 milhdes de pessoas adultas
sejam obesas. Desse total, 205 milhdes sdo homens e 297 milhbes sdo mulheres. Estima-se
gue nos Estados Unidos sdo gastos aproximadamente 68 bilhdes de dolares em custos
atribuidos diretamente a obesidade e metade destes sdo feitos com programas para perda de
peso (National Task Force on the Prevention and Treatment of Obesity, 1996).

Segundo dados divulgados pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE),
no ano de 2010 temos no Brasil uma maior prevaléncia de obesidade nas mulheres (16,9%)
guando comparado com os homens (12,4%). Nessa pesquisa também foi analisada a
incidéncia de sobrepeso na populacdo brasileira, demonstrando que o sobrepeso ja atinge
metade dos adultos em todas as regides do pais. A regido Sul e Sudeste sdo as mais afetadas
pelo sobrepeso. Na regido Sul, o sobrepeso ja atinge 56,8% dos homens e 51,6% das
mulheres. A regido Sudeste apresenta percentuais menores quando comparados com a regido
Sul. No entanto, sdo nimeros considerados também preocupantes, ja que 52,4% da populacéo
de homens e 48,5% das mulheres estdo afetadas pelo sobrepeso. O IBGE também mostrou
que 30% das criancas entre cinco e nove anos de idade e 20% dos jovens e adolescentes entre
10 e 19 anos apresentam obesidade. Apesar de todo o esforco na tentativa de diminuir esses
nimeros a perspectiva para o futuro é de aumento eminente (GREGOR & HOTAMISLIGIL,
2010).

A obesidade € decorrente de uma complexa interacdo entre fatores genéticos,
metabdlicos, comportamentais e ambientais (HEBER, 2010); proporcionando o acUmulo
excessivo de energia sob a forma de gordura no organismo (YADAV et al., 2003). O
consumo de dietas hipercaloricas e/ou a reducdo do gasto energético resulta em um balango
energético positivo sendo estes considerados 0s principais fatores que podem levar ao
acumulo do tecido adiposo. (HANSEN et al., 2007; HEBER, 2010). A localizacdo da gordura
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corporal tem implicacbes importantes para a saude, visto que 0s mais altos riscos estdo
associados a obesidade abdominal provocado pela sua hipertrofia (aumento do volume) dos
adipdcitos (HEBER, 2010) e liberacdo de adipocinas pro-inflamatdrias, resultando em um
processo inflamatdrio crénico de baixo-grau capaz de alterar varios sistemas do organismo
(GALIC, OAKHILL & STEINBERG, 2010; GREGOR & HOTAMISLIGIL, 2010).

Evidéncias cientificas tém demonstrado que existe forte correlacdo entre o aumento do
tecido adiposo abdominal e a ocorréncia de doengas cronico-degenerativas como diabetes
mellitus tipo 2, hipertensdo arterial, aterosclerose, esteatose hepatica ndo-alcodlica, doencas
cardiovasculares e alguns tipos de cancer (REILLY et al., 2005). Este fato tem implicagdo no
aumento da morbi-mortalidade relacionada & obesidade.

A obesidade com padrdo metabolicamente ativo pode ser fenotipicamente
caracterizado pela ocorréncia de sindrome metabdlica. Esta é definida como a associagdo de
diversos fatores de risco cardiovascular, como: hipertensdo arterial, elevacdo da
circunferéncia da cintura, alteracdes da tolerdncia a glicose, hiperglicidemia e baixos niveis de
lipoproteinas de alta densidade (GRUNDY, 2006). Este padrdo fenotipico tem implicacao
independente no risco cardiovascular e estd diretamente relacionado com o padrdo de
distribuicdo do tecido adiposo no individuo (HEBER, 2010).

1.2 Tecido adiposo

O tecido adiposo apresenta duas funces principais. Uma delas é o armazenamento
de energia na forma de triglicerideos. Entretanto, atualmente sabe-se que este tecido atua
também como um 6rgdo enddcrino liberando uma série de peptideos e outros fatores que
podem agir de forma autdcrina e paracrina (THOMPSON et al., 2012).

A sua outra funcdo € de isolamento térmico e barreira fisica protegendo tecidos e
orgdos contra traumas (TRAYHURN et al., 2005; CINTI, 2012). Aém disso, ele contém
varios outros tipos de células, incluindo células endoteliais, precursores de adipdcitos e
fibroblastos (AHIMA et al., 2006). Macrofagos e leucdcitos também podem estar presentes
no tecido adiposo principalmente naquelas pessoas com padrdo fenotipico considerados
metabolicamente ativos. Sua localizagdo pode ser dividida em dois compartimentos
principais, um deles logo abaixo da pele denominado de tecido adiposo subcutaneo e 0 outro

localizado na regido do tronco também chamado de depdsito de gordura central ou troncular
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(PISCHON et al., 2008). Outra caracteristica importante se refere aos tipos de tecidos
adiposos existentes: marrom e branco.

O tecido adiposo marrom apresenta-se em quantidade significativamente menor
quando comparado com o branco. Sua principal funcdo é a de produzir calor participando
ativamente na regulacdo da temperatura corporal. Este tipo de célula possui varias goticulas
lipidicas citoplasmaticas de diferentes tamanhos (FRONTINI & CINTI, 2010; CINTI, 2012).
Em humanos, ha uma relacdo indireta entre a idade e a ocorréncia do tecido adiposo marron.
Entretanto, em roedores sua presenca € universal e bem estabelecida.

O tecido adiposo marrom tem atividade termogénica devido a grande presenca de
mitocondrias que utilizam a energia liberada pela oxidacdo dos &cidos graxos para gerar calor
(FRONTINI & CINTI, 2010). Isso se deve a presenca de uma proteina conhecida como
termogenina ou também como proteina desacopladora 1 (UCP-1), a qual permite que a
mitocondria seja uma organela capaz de produzir calor (FRONTINI et al., 2007). Ja o tecido
adiposo branco é composto por células que tém a funcdo de armazenar triglicerideos em uma
Unica e grande gota lipidica. Devido a esta caracteristica, estes adipdcitos podem alterar seu
tamanho, ou seja, hipertrofiarem-se mas também sdo capazes de aumentar 0 seu numero, ou
seja hiperplasiarem-se  (CINTI, 2012). O tecido adiposo pode atuar regulando o
armazenamento e a distribuicdo de gordura e ainda a comunicagdo com 0O sistema nervoso
central e o trato gastrointestinal.

O tecido adiposo, como Orgdo secretor, encontra-se disperso em depositos cuja
atividade secretéria € regulada por mecanismos humorais e hormonais. Neste sentido, a
localizacdo da gordura corporal tem um grande impacto na salde, ja que 0s mais altos riscos
estdo associados ao acumulo de gordura abdominal ou visceral (padrdo central) e produgdo e
liberacdo de sinalizadores celulares ou adipocinas (HEBER, 2010). Além de fatores que
regulam a expressdo de varios genes envolvidos em varias vias metabdlicas incluindo o
metabolismo, a diferenciacdo celular e a inflamacdo. O receptor ativado proliferador de
peroxissomo-gama (PPAR- y) € altamente expresso no tecido adiposo e sua ativagdo pode
alterar a distribicdo da gordura e o fenotipo do adipdcito, além de regular genes envolvidos no
metabolismo lipidico e estoque de triglicerideos.

Estimulos como o aumento da ingestdo calorica, o sedentarismo, a expansao do
tecido adiposo e o aumento da infittracdo de macrofagos ativados (M2) no tecido adiposo
contribuem para 0 aumento da secrecdo de adipocinas consideradas pré-inflamatorias. 1sso
resulta em um processo inflamatdrio cronico de baixo-grau (HEBER, 2010). As adipocinas

desempenham diversas fungbes que incluem desde a regulacdo da homeostase energética,
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funcdo imunoldgica, cardiovascular, metabdlica e até mesmo regulacdo enddcrina (GALIC,
OAKHILL & STEINBERG, 2010). Sabe-se que a hipertrofia dos adipdcitos associada ao
aumento da infilttracdo de macréfagos pro-inflamatdrios levam ao aumento na producdo de
adipocinas como, por exemplo, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina-6 (IL-6)
(HEBER, 2010) (figura 1). Concomitamente ocorre uma maior liberacdo de &cidos graxos,
aumento na producdo e liberacdo da leptina, resistina e proteina ligante de retinol-4 (RBP4)(
GALIC, OAKHILL & STEINBERG, 2010). Essas adipocinas estdo relacionadas com
alteracBes metabolicas e inflamatorias importantes como, por exemplo, na sinalizacdo a
insulina. Somado a isso, existe uma diminuicdo da adiponectina, que € considerada uma
adipocina  anti-diabética, anti-aterosclerotica, anti-inflamatéria e anti-obesidade. Evidéncias
cientificas demonstram que existe uma correlagdo negativa entre a adiposidade e a

concentragdo de adiponectina. (SHIBATA et al., 2005)
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Figura 1. Aumento do tecido adiposo e liberacdo de adipocinas. (Adaptado de TILG &
MOSCHEN, 2006)

Alem disso, evidéncias cientificas tém mostrado que na obesidade a medida que o
acumulo de teido adiposo progride a rede vascular neste tecido ndo é suficiente para manter o

suprimento de oxigénio para todos os adipdcitos, com consequente hipdxia tecidual (ELIAS et
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al., 2012). Como mecanismo compensatorio, tem sido observado a neoformacdo vascular no
tecido adiposo na tentativa de reverter este processo (TRAYHURN et al., 2005). O principal
fator indutor conhecido e responsavel por este mecanismo é o fator de crescimento do
endotélio vascular (VEGF), atualmente considerado o Unico fator de crescimento de células
endoteliais verdadeiro (HAUSMAN & RICHARDSON, 2004). Assim neste sentido, estudos
demonstram uma relacdo direta entre obesos e uma maior expressdo deste fator como
resutado da hipoxia decorrente da expansdo do tecido adiposo (ELIAS et al., 2012;
HAUSMAN & RICHARDSON, 2004). Esta por sua vez pode resultar na expressao alterada
de adipocinas, recrutamento de macréfagos pro-inflamatorios e pode também levar a
resisténcia a insulina, influenciando diretamente o processo inflamatério na obesidade
(HEBER, 2010).

1.3 Metaloproteinases: estrutura e regulacao

Metaloproteinases de matriz (MMPs) sdo uma familia de endopeptidases dependentes
de zinco (Zn?) capazes de degradar componentes da matriz extracelular, como colégeno,
proteoglicanos, elastina, laminina, fibronectina e outras proteinas (ALl et al., 2012). As
MMPs estdo envolvidas em processos fisiologicos relacionadas a formacdo e degradacdo do
tecido conectivo, remodelamento, angiogénese e aterosclerose (DONNELLY, COLLINSON
& MANNING, 2003). Além disso, atuam também em processos patoldgicos como metéstases
de tumores (DERYUGINA & QUIGLEY, 2006), inflamacdo e artrites (MOHAMMED,
SMOOKLER & KHOKHA, 2003; CHOW, CENA & SCHULZ, 2007).

Os principais grupos de MMPs sdo as colagenases intersticiais, que degradam
colageno do tipo I e Il (exemplo: MMP-1 e MMP-8), duas gelatinases também conhecidas
como gelatinases A (MMP-2) e B (MMP-9), ambas eficientes em degradar o colageno do tipo
IV; (tipo 1II) estromalisinas (exemplo: MM-3 e MMP-10) que possuem substratos especificos
para proteoglicanos, fibronectina, laminina e alguns tipos de colageno; (tipo V) o sub-grupo
tipo membrana de seis MMPs (MT1-MMP a MT6-MMP) e (tipo V) o subgrupo heterogéneo
(MMP-7, MMP-12 e MMP-20) (MATRISIAN, 1992; DONNELLY, COLLINSON &
MANNING, 2003; KANDASAMY et al., 2010).

As MMPs sdo sintetizadas na forma de um zimogénio inativo com um dominio pro-
peptidico autoinibitorio, além de um dominio catalitico que contém o Zn® (PAGE-MCCAW et
al.,, 2007). As gelatinases (MMP-2 e MMP-9) apresentam trés fibronectinas tipo Il as quais

formam um dominio ligador de colageno permitindo a ligacdo e clivagem do colageno tipo IV
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ou desnaturacdo deste (CHOW, CENA & SCHULZ, 2007). A ativagdo das MMPs requer a
dissociacdo da ligacdo entre a sufridil cisteina no dominio pré-peptidico e o Zn? catalitico. O
residuo cisteina e 0 dominio catalitico de Zn® sio comuns a todas as MMPs (CHOW, CENA
& SCHULZ, 2007). O chamado trocador de cisteina parecer ser um mecanismo de ativagcdo
comum para todas as MMPs (VAN WART & BIRKEDAL-HANSEN, 1990). Essa interagdo
entre 0 residuo cisteina com o Zn? mantém a enzima na forma inativa ou latente (Pro-MMP).
Por esse motivo, é necessario a dissociacdo entre o residuo cisteina e o Zn?>. O complexo
processo de ativacdo das MMPs é coordenado por um mecanismo que é chamado de trocador
de cisteina (ou do inglés, “cysteine Switch”), sendo que se houver interagdo entre o residuo
cisteina e 0 Zn? a enzima estar4 inativada (VAN WART & BIRKEDAL-HANSEN, 1990). Se
por algum motivo ocorrer esta dissociacdo ocorrera a ativacdo da MMP (MMP ativa).

O complexo processo de regulagdo da atividade das MMPs inclui a ativagdo e inibicdo
das MMPs, inibicdo, secrecdo de enzimas, regulacdo da transcricdo génica e, por fim, os
inibidores teciduais de MMPs (TIMPS) (figura 2). As TIMPs sdo pequenas proteinas ricas em
cisteina, que fazem parte de uma familia de inibidores especificos de MMPs (TIMP-1 a 4) e

que sdo essenciais para a regulacdo do metabolismo do tecido conectivo normal (KUKACKA

et al., 2005).
Nicleo 2- Tradug&o Protelca
~— Regulcgég da
y)l}o‘“, Z 3- Secregdo s
- ‘m% | } @
ﬁ €o

G Secrecdo

®
constitufiva
MVIP B Q
dominio 4- Localizag %
catalitico

o
MMP Pré - Localizagdo na )
dominio membrana celular Localizagdo ou
- = ligagao na

s — ‘,—/-- i rix

X 7

Profease / /J/

-1'7’4 L ~
5- Alivagdo proteclitica é- Inibigdo proteica 7- Degradagdo

¥ e

a2 Macroglobulina TIMP

Figura 2. Mecanismos regulatérios das MMPs podem incluir: (1) ativacdo ou repressdo da
expressao génica através de sinais indutores ou repressores a partir do meio extracelular,
seguido do processamento ou degradacdo do RNA mensageiro( RNAmM); (2) tradugéo
protéica: (3) secrecdo constitutiva ou regulada; (4) localizacdo extracelular ou na superficie da
célula.; (5) ativagdo proteolitica (zimogénio): (6) mibidores enddgenos: TIMPs e a2-
macroglobulina (inibicdo proteica) e (7) processamento ou inativacdo proteolitica. (Adaptado
de PAGE-MCCAW et al., 2007)
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Tipicamente as MMPs ndo sdo expressas em tecidos saudaveis e nem tampouco no
estado de repouso. Entretanto, quando ha algum processo de reparacdo e/ou remodelamento
fisiologico elas estardo expressas. A MMP-2 é uma gelatinase (gelatinase A) capaz de
desnaturar o colagenos (KANDASAMY et al., 2010) dos tipos I, II, Il e IV, além disso ela
também exerce uma acdo sobre a elastina, a fibronectina e outros componentes da matriz
extracelular sendo expressa e secretada constitutivamente em mioblastos e fibroblastos em
condicbes fisiologicas. Alguns fatores, como as citocinas, podem aumentar sua expressao
tecidual (STRONGIN et al., 1995).

Neste sentido evidéncias cientificas vém demonstrando que a degradacdo alterada da
matriz extracelular pelas MMPs, especialmente a MMP-2, estad correlacionada com o
desenvolvimento de desordens cardiovasculares, incluindo aterosclerose, insuficiéncia
cardiaca, infarto do miocérdio, cardiomiopatia e hipertrofia do ventriculo esquerdo
(MUJUMDAR, SMILEY & TYAGI, 2001; SPINALE et al., 2007). Todas estas condicdes
estdo relacionadas com a obesidade e, como resultado, tem crescido o interesse na influéncia
da obesidade na regulacdo da matriz extracelular do miocardio e o0 seu processo de
remodelamento. Além disso, héd interesse crescente no papel das intervengdes neste bindmio

em obesos.

1.4 Remodelamento da matriz extracelular no coragdo, MMP-2 e obesidade.

O remodelamento do tecido cardiaco estd intimamente ligado com a patogénese de
algumas doencas que afetam o miocardio na obesidade. Este processo envolve a degradagéo
de colageno e é necessario para manter a integridade estrutural do tecido. Entretanto, em
determinadas condicdes patoldgicas como o infarto do miocardio, hipertensdo arterial e até
mesmo insuficiéncia cardiaca observa-se um remodelamento patoldgico.

O remodelamento é um processo progressivo, secundario ao estresse cardiovascular
cronico e a qualquer outro estimulo fisiopatologico, que se manifesta alterando multiplas
estruturas e fungBes do miocéardio durante longos periodos (SCHRAM & SWEENEY, 2008).
E na matriz extracelular que ocorrem alteracdes secundarias a modificacBes na biosintese do
colageno, na organizagdo e na ruptura homeostatica entre as MMPs e as TIMPs. Como
resultado deste desequilibrio sdo observados a hipertrofia, hiperplasia e apoptose dos

midcitos, além de mudangas de seu metabolismo e alteragBes na composicdo e estrutura da
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matriz extracelular (ABEL, LITWIN, & SWEENEY, 2008; SCHRAM & SWEENEY, 2008;
SCHRAM et al., 2011).

Estudos com animais tém demonstrado a presenca da MMP-2 em ratos
espontaneamente hipertensos e em modelos experimentais de insuficiéncia cardiaca. Foi
encontrada também uma relacdo entre a expressdo da MMP-2 e a dilatacdo e disfuncdo
ventricular (MUJUMBAR et al., 2001).

Em modelo experimental de ratos com insuficiéncia cardiaca e infarto do miocardio
foi observado um aumento da ativacdo da MMP-2 a medida que ocorria a progresséo desta
condicdo patologica. Foi demonstrado ainda haver uma relagdo direta entre as
metaloproteinases de matriz e condicBes patolégicas no miocardio (BERGMAN et al., 2007).

Estudos clinicos também revelaram esta relacdo entre condicbes que exigem o
remodelamento cardiaco e as metaloproteinases. Foram encontrados elevados niveis
circulantes de MMP-2 em pacientes com cardiomiopatia hipertrofica ou isquémica apds o
infarto do miocardio. (MATSUNAGA et al., 2005)

Sabe-se que por conta do acumulo do tecido adiposo, somado ao aumento da liberacdo
de algumas adipocinas, pode haver a ativacdo das MMPs (SCHRAM & SWEENEY, 2008;
SCHRAM et al., 2011). Evidéncias cientificas demonstram que as adipocinas podem acarretar
um aumento na formacdo e deposicdo de colageno, além de aumentar também a expressao e a
atividade da MMPs e influenciar a expressao dos TIMPs. Dentre as adipocinas capazes de
ativar as MMPs podemos destacar a leptina, a adiponectina, 0 TNF-a, o PAI-1 e a proteina C-
reativa(ZIBADI et al.,, 2011). Vaérios constituintes do tecido cardiaco, como 0s
cardiomiécitos, fibroblastos, células endoteliais e células de misculos lisos; podem apresentar
resposta frente aos estimulos autdcrinos, paracrinos e enddcrinos influenciados pelas
adipocinas. Tudo isto ira contribuir para o remodelamento patoldgico do miocardio, acumulo
de colageno e uma expressdo alterada das MMPs (SCHRAM & SWEENEY 2008).

Outras alteracOes estruturais podem ser observadas com o remodelamento do
miocardio prejudicado. Em ratos espontaneamente hipertensos, a hipertrofia cardiaca esteve
associada com o aumento da atividade da MMP-2 o que resultou em decréscimo da forca de
tensdo cardiaca e disfungdes sistdlica e diastélica (MUJUMDAR, SMILEY & TYAGI, 2001).

Além disso, 0 estresse oxidativo tem sido relacionado com importantes alteracbes na
contratilidade no miocardio (KANDASAMY et al., 2010). Esse fato pode ser devido a
ativacdo da MMP-2 pelo estresse oxidativo, 0 que promove a degradacdo de proteinas

especificas do sarcomero e do citoesqueleto do cardiomidcito, incluindo troponina I, cadeia
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leve de miosina 1, a-actinina e titina. Essas degradacfes proteoliticas podem levar a disfuncdo
contratil do miocardio (ALI et al., 2012)

Assim fica claro que o remodelamento da matriz extracelular exerce um papel
fundamental para o miocardio e que a obesidade pode influenciar significativamente esse

processo através do aumento de adipocinas e de algumas de suas comorbidades.

1.5 Treinamento resistido como estratégia para mudanca da composicéo corporal.

O Colegio Americano de Ciéncias do Esporte (ACSM) recomenda, em seu
posicionamento publicado no ano de 2009, que individuos realizem exercicios com duragcdo
de 150 a 200 minutos por semana para manterem sua massa corporal gerando um gasto
calérico em torno de 1200 a 2000 Kcal por semana. Ja individuos com sobrepeso ou
obesidade necessitam aumentar este tempo para 250 a 300 minutos por semana, 0 que geraria
um gasto calérico em torno de 2000 kcal (DONNELLY ET AL., 2009).

A atividade fisica deve ser parte do tratamento da obesidade e ser prescrita com o
objetivo de diminuir o peso corporal e a presenca das comorbidades (FOSTER, 2006).
Devemos salientar, que o exercicio ndo apenas contribui para o aumento do gasto energético,
diminuicdo da gordura e massa corporal, mas também protege contra a perda de massa magra,
melhorando a capacidade cardiorrespiratdria e reduzindo riscos cardiometabdlicos
relacionados a obesidade, consequentementemente com efeito cardioprotetor (STRASSER,
ARVANDI & SIERBET, 2012). Diante disso, o interesse da comunidade cientifica em
estabelecer os beneficios do exercicio fisico na obesidade tem aumentado consideravelmente.
Fato este evidenciado pelo aumento no nimero de publicacbes cientificas com este tema.

Treinamento aerdbio e de forca tém sido recomendados como modalidades de
exercicios no tratamento da obesidade. Contudo, ainda ndo esta claro qual modalidade é mais
eficiente para a prevencdo e tratamento da obesidade. Tradicionalmente, o exercicio aerobio
tem sido prescrito como estratégia para aumentar a capacidade aerGbia e favorecer uma
diminuicdo significativa na quantidade de gordura corporal, além de promover melhora no
perfil lipidico, na hipertensdo arterial, na resisténcia & insulina e em comorbidades associadas
a obesidade em ratos (MOSTARDA et al., 2012, BRADLEY et al., 2008, PINHEIRO et al.,
2007).

Devido a estes efeitos ja estabelecidos, a principal modalidade de exercicio

recomendada na obesidade ainda é o treinamento aer6hio. No entanto, tem crescido o
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interesse no treinamento resistido como estratégia para prevenir o ganho de peso e diminuir a
quantidade de gordura em adultos e jovens (FOSCHINI et al., 2009).

O treinamento resistido, também conhecido como treinamento com pesos ou
treinamento de forca, é uma modalidade de exercicio que também pode exercer Varios
beneficios para o sujeito com sobrepeso e obeso. Observa-se aumento ou manutencdo da
massa magra, controle da pressdo arterial, melhora da aptiddo cardiorrespiratoria, do perfil
lipidico, da composicdo corporal, da sensibilidade a acdo da insulina, um efeito
cardioprotetor, além de uma atenuagdo no processo inflamatdrio induzido pela liberacdo de
citocinas pro-inflamatorias (HANSEN et al., 2007; BARUANA et al., 2007; DONNELLY et
al., 2009, DE SALES et al., 2010).

O treinamento resistido ainda é tido como uma modalidade pouco eficiente para gerar
um gasto caldrico suficiente em modificar a massa corporal signifitivamente (DONNELLY et
al., 2009). Assume-se que o principal efeito deste treinamento seja a modificacdo na
composicdo corporal, diminuindo a quantidade gordura corporal e aumentando a massa
muscular (STRASSER, ARVANDI & SIERBET, 2012).

Esse mecanismo pode ser explicado pelo aumento da oxidacdo de gordura durante e
apos o treinamento e pelo aumento da massa muscular, o aumento da taxa metabodlica basal, o
que resulta em um maior gasto caldrico. Além disso, com a melhora dos niveis de forca,
resisténcia muscular e coordenacdo pode ocorrer também um aumento das atividades diarias,
0 que ira colaborar para 0 aumento do gasto calérico (figura 3). Todas essas modificacGes
associadas podem levar a diminuicdo da gordura corporal (DONNELLY et al., 2009).

Aumento das |
atividades diarias | l

Aumento Aumento
Gasto d
Caldrico

Treinamento e Aumento
de Forca muscular T™MB

$

Aumento da ‘

Oxidagéao de
Gorduras ‘

Figura 3. Modelo conceitual do treinamento de forca e o seu potencial efeito no dispéndio
energético (Adapatado de DONNELLY et al., 2009).

Essas mudancas na composi¢do corporal sdo importantes ja que maiores quantidades

de massa muscular podem reduzir os riscos relacionados & obesidade (dislipidemia,
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resisténcia a insulina e diabetes mellitus do tipo 2) e consequentemente aqueles relacionados a
doencas cardiovasculares (figura 2) (BRAITH & STEWART, 2006; STRASSER, SIEBERT
& SCHOBERSBERGER, 2010).

TREINAMENTO
RESISTIDO

AUMENTO DA
MASSA MUSCULAR

P

DIMINUICAO
DA GORDURA
VISCERAL

» Aumento do clerance de glicose
* Diminuigao da disfuncdo metabdlica
+ Diminuigcéo da inflamagao

Aterosclerose e
Doencas cardiovasculares

Figura 4. Relagdo entre massa muscular fatores de risco de doengas cardiovasculares
(Adaptado de STRASSER, ARVANDI & SIERBET, 2012).

Neste sentido recentemente HO et al., (2012) demonstraram que 0 treinamento

resistido realizado durante 12 semanas em homens com sobrepeso e obesidade, foi capaz de
diminuir significativamente o percentual de gordura, a concentragdo de colesterol total, os
niveis de lipoproteina de baixa densidade e ainda aumentar os de lipoproteina de alta
densidade. Outro resultado relevante foi 0o aumento significativo da taxa metabolica basal, o
gue pode representar um aumento no gasto calérico.

Outros estudo conduzido por FOSCHINI et al., (2009) analisou o impacto de dois
tipos de periodizacdes (periodizagdo linear vs ondulatéria diaria) e verificou que os dois tipos
sdo efetivos para reduzir massa corporal e gorduras visceral e subcutanea, alem de diminuir o
colesterol total e pressdo arterial em adolescentes obesos. Foi observado também um aumento
significativo para a massa muscular, VO,max e resisténcia muscular apés 14 semanas de

treinamento.
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Um estudo conduzido por FERREIRA et al., (2009) demonstrou que o treinamento
resistido sem qualquer alteracdo dietética foi capaz de promover uma diminuicdo significativa
no percentual de gordura corporal total e troncular, além de aumentar significativamente a
massa muscular de mulheres sedentarias com idade média de 40 anos. O treinamento resistido
consistiu de um circuito (duas voltas) com nove exercicios para membros superiores e
inferiores, uma série de 8 a 12 repeticdes maximas e com intervalo de repouso de 2 minutos
entre cada exercicio. O treinamento era realizado trés vezes por semana durante dez semanas.

Algumas evidéncias cientificas demonstram resultados contrdrios aos supracitados.
Alguns estudos encontraram uma mudanca modesta na gordura corporal ou nenhuma
mudanga em periodos que variaram de 12 a 52 semanas de duracdo. Recentemente, SLENTZ
et al., (2011) analisaram o efeito do treinamento aerdbio e do resistido sobre a gordura
visceral, subcutanea e total em homens com sobrepeso. Os resultados das gorduras visceral e
subcutanea e do percentual de gordura foram significativamente menores nos grupos que
realizaram o treinamento aerdbio quando comparados com o resistido. No entanto, ndo foi
possivel analisar os valores de massa muscular, ja que os autores ndo apresentam esses dados.
Apesar destes resultados, existe um aumento no ndmero de evidéncias cientificas
demonstrando que o treinamento resistido pode modificar a composicdo corporal levando ao

aumento da massa muscular e, o mais importante, a uma diminuicdo da gordura corporal.

1.6 Treinamento resistido experimental: evidéncias a partir de modelos animais.

Recentemente varios investigadores da &rea béasica tém estudado o impacto do
treinamento resistido utilizando modelos experimentais deste exercicio em ratos. Este tipo de
estudo permite que seja investigado com maior profundidade os mecanismos moleculares e
celulares envolvidos com esta modalidade de treinamento. Desse modo, o nimero de
trabalhos utilizando o treinamento resistidlo como modalidade de exercicio vem aumentando
significativamente. Tem-se utilizado varios aparatos e protocolos de treinamento resistido
como, por exemplo, a escada para escalada, o treinamento de salto na agua e fora d"agua a
partir de um estimulo elétrico. A grande maioria dos estudos vem sendo desenhados com o
objetivo de hipertrofia a fim de mimetizar os protocolos em humanos.

Um das primeiras evidéncias cientificas com o uso do treinamento resistido em ratos
foi conduzidlo por HORNBERGER & FARRAR (2004) e publicado na revista Canadian
Journal Applied Physiology (atualmente denominada, Journal of Applied Physiology,

Nutrition and Metabolism). Os autores demonstraram que oito semanas de treinamento
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resistido em ratos (figura 5), capaz de mimetizar o treinamento resistido progressivo em
humanos, promovendo aumento do contetdo protéico e hipertrofia  do muasculo flexor longo

do halux.

Figura 5. Aparato de treinamento utilizado por HORNBERGER & FARRAR (2004).

A partir de entdo este modelo foi utilizado por varios pesquisadores para estudar o
impacto do treinamento resistido em condicGes fisiologicas bem como patoldgicas.
SPERETTA et al., (2012) demonstraram que o treinamento resistido foi efetivo para diminuir
a area do tecido adiposo, a adiposidade, em melhorar o perfil lipidico e a inflamacdo
associada a obesidade devido ao consumo de uma dieta hiperlipidica. Utilizando também o
treinamento resistido como modalidade de exercicio fisico PANVELOSKI-CASTRO et al.,
(2011) observaram reversdo do quadro de resisténcia a insulina e inflamacdo no musculo
esquelético em ratos alimentados com uma dieta hiperlipidica. Os resultados deste estudo
demonstraram que 0 treinamento resistido diminuiu a expressdo de TNF-alfa no tecido
adiposo visceral.

TALEBI-GARAKANI & SAFARDAZE (2012) demonstraram que o treinamento
resistido também pode ter um impacto importante em ratos diabéticos. O estudo conduzido
por estes autores demonstrou que este treinamento foi capaz de diminuir a concentragdo de
citocinas pro-inflamatérias em ratos diabéticos.

Além disso, o treinamento resistido experimental vem sendo utilizado como estratégia

para prevenir os efeitos deletérios de condicbes como a menopausa, alteracbes
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cardiovasculares e até o cancer (BARAUNA et al., 2007; LEITE et al., 2009 ; PRESTES et
al., 2009; DONATO et al., 2012).

Uma série de trabalhos com menopausa e treinamento resistido tem demonstrado que
esta modalidade pode ser uma estratégia interessante para prevenir ou atenuar os efeitos
deletérios desta condicdo fisiologica. Os resultados evidenciam que o treinamento resistido foi
eficaz para promover a diminuicdo dos depoOsitos de gorduras em ratas ovariectomizadas
(CORRIVEAU et al., 2008; LEITE et al., 2009;. PIGHON et al., 2009).

Além disso, outras evidéncias sinalizam para a melhoria de outros aspectos
relacionados a este tipo de modelo experimental como, por exemplo, aumento da atividade da
MMP-2 no muisculo (PRESTES et al., 2009), tenddo (PEREIRA et al., 2010) e 0sso
(SHIGUEMOTO et al., 2012). Outro estudo demonstrou que o treinamento resistido pode
aumentar a expressao de enzimas relacionadas a lipdlise no figado de ratas ovariectomizadas
(DOMINGOS et al., 2012).

O impacto do treinamento resistido experimental no sistema cardiovascular vem sendo
estudado. BARAUNA et al., (2007) demonstrou que o treinamento resistido em ratos durante
12 semanas, induz ao desenvolvimento de hipertrofia cardiaca concéntrica sem redugdo da
cavidade ou disfuncdo ventricular. Neste sentido, SOUFI et al. (2011) também demonstraram
que o treinamento de forca durante 12 semanas foi capaz de gerar efeito cardioprotetor contra
lesbes do miocardio induzidas por infarto do miocardio. Em contrapartida, DOUSTAR et al.
(2012) demonstraram que quatro semanas de treinamento resistido ndo foram suficientes para
promover efeito cardioprotetor contra lesdo induzida por isquemia e reperfusdo, além de nao
gerar mudanca significativa no tamanho do infarto e na taxa de apoptose do tecido cardiaco.
Devemos considerar que o curto periodo de treinamento deste estudo pode ter sido o principal
fator pelo qual ndo foram observados efeitos cardioprotetores. Recentemente, MARQUETI et
al. (2012) demonstraram que o treinamento resistido com saltos na &gua induziu uma maior
atividade e um maior conteudo protéico da MMP-2 no ventriculo esquerdo em ratos
saudaveis, 0 que pode significar um melhor remodelamento do tecido cardiaco. No entanto,
ainda sdo necessarios outros estudos para analisar o impacto deste nos mecanismos celulares e
moleculares do remodelamento cardiaco relacionados a obesidade, ja que sdo escassas as
evidéncias que demostram o efeito do treinamento resistido na atividade de proteinas

relacionadas ao remodelamento cardiaco nesta doenca
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2. JUSTIFICATIVA

O aumento drastico no nimero de pessoas com sobrepeso e obesas em todo o mundo
tem levado a comunidade cientifica a aumentar o seu interesse em estudar esta condicdo e
principalmente em estabelecer estratégias farmacoldgicas e ndo-farmacoldgicas para diminuir
os efeitos deletérios da obesidade, principalmente no sistema cardiovascular em especial no
remodelamento cardiaco.

O remodelamento cardiaco € um processo progressivo, adaptativo e compensatdrio
de makiplas estruturas e funcGes do coracdo em decorréncia da obesidade e suas
comorbidades, como a hipertensdo. O remodelamento da matriz extracelular tem sido
considerado um importante componente do remodelamento cardiaco. Além disso, evidéncias
cientificas demonstram que as MMPs como, por exemplo a MMP-2, tém sido consideradas
mediadores diretos do remodelamento ventricular. A partir do exposto acima é extremamente
importante compreender o impacto de estratégias ndo-farmacoldgicas sobre érgdos e sistemas
fisiologicos que sdo afetados diretamente pela obesidade.

Neste sentido, o exercicio fisico, principalmente o treinamento aer6bio tem se
mostrado uma ferramenta capaz de promover inumeros beneficios na prevencdo e no
tratamento da obesidade levando a uma diminuicdo na adiposidade, nos niveis pressoricos, na
glicemia, altm de proporcionar uma melhora do perfil lipidico, aumentos na capacidade
cardiorrespiratoria, na taxa metabdlica basal e na massa magra. No entanto, o impacto do
treinamento resistido sobre mecanismos celulares e moleculares de remodelamento cardiaco
na obesidade ainda ndo foram elucidados e s8o escassas as evidéncias cientificas mostrando o
efeito desta modalidade no remodelamento cardiaco.
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3. OBJETIVO

3.1. Objetivos primarios

Analisar o efeito do treinamento resistido na composicdo corporal de ratos

alimentados com racéo hiperlipidica.

. Analisar o efeito do treinamento resistido na pressao arterial e na atividade da MMP-

2 no ventriculo esquerdo de ratos alimentados com racao hiperlipidica.

3.2 Objetivos secundarios

. Analisar o efeito do treinamento resistido nos depositos de gordura retroperitoneal,

mesentérico e epididimal.

. Analisar o efeito de treinamento resistido na area dos adipdcitos e na expressdo de

VEGF e PPAR-gama no tecido adiposo retroperitoneal.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Aprovagdo do Comite de Etica

Todos os procedimentos foram aprovados pelo comité de ética do Instituto de Biologia
Roberto Alcantara Gomes (IBRAG) da Universidade do Estado do Rio de janeiro (UERJ),
Rio de Janeiro — RJ, Brasil, parecer n° 060/2012 (anexo IlI). Todos os procedimentos com 0s
animais foram conduzidos de acordo com o guia para cuidados e uso de animais de

laboratério (National Research Council, 1998).

4.2. Animais

Foram utilizados 32 ratos Wistar machos (Rattus novergicus var. albinus, Rodentia,
Mammalia) com massa corporal média de 401,11 + 9,16 g. Estes foram mantidos em caixa
coletivas (5 ratos por caixa) com temperatura constante de 22 + 2°C e ciclo claro/escuro de 12
horas. Os animais receberam racdo e agua ad libitum.

Para evitar o efeito ninhada, apenas 6 filhotes machos foram mantidos em cada caixa a
partir do nascimento até o desmame (21 dias) induzindo assim uma maior lactacdo
(FISHBECK & RASMUSSEN, 1987). Durante o periodo de lactacdo (21 dias), as ratas
receberam ragdo padrdo (Nuvilab®, Parana, Brazil) e agua ad libitum. Apds o 212 dia do
nascimento, no desmame, 32 filhotes foram randomicamente divididos em quatro grupos

experimentais de 8 animais cada.
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4.3. Grupos experimentais

Os animais foram divididos nos seguintes grupos: sedentario (SED), sedentario obeso
(SED-OB), treinado (TR) e treinado obeso (TR-OB; figura 6). Os grupos experimentais
sedentarios (SED e SED-OB) foram mantidos em suas caixas durante o periodo experimental
sem qualquer tipo de exercicio, enquanto os animais dos grupos treinados (TR e TR-OB)
realizaram 12 semanas de treinamento resistido. Este teve inicio no mesmo periodo para

ambos 0s grupos treinados.

Grupos Experimentais

Sedentario (SED)

Sedentario obeso (SED-OB)

Treinado (TR)

Treinado obeso (TR-OB)

Figura 6. Descricdo dos grupos experimentais.

4.3.1. Grupo sedentario (SED)

Os animais denominados sedentarios foram assim classificados por ndo realizarem
gualquer tipo de treinamento durante todo o periodo experimental nem tampouco durante todo

0 periodo receberam dieta padrdo (12 primeiras semanas apos desmarme).

4.3.2.Grupo sedentario obeso (SED-OB)

Os animais denominados sedentario obeso foram assim classificados por ndo
realizarem qualquer tipo de treinamento resistido, durante todo o periodo experimental.
Entretanto, receberam durante todo o periodo (24 semanas ap0s desmame) a dieta
hiperlipidica.
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4.3.3. Grupos treinado e treinado obeso (TR e TR-OB)

Os grupos realizaram o treinamento resistido por 12 semanas de treinamento com
cargas progressivas a cada sessdo. O grupo TR realizou o treinamento de forca e recebeu dieta
padrdo, enquanto o grupo TR-OB recebeu dieta hiperlipidica e realizou o treinamento

resistido.

4.4 Dieta

Os grupos SED e TR receberam uma racdo padrdao comercial para roedores (Nuvital,
Nuvilab®, Colombo-PR, Parand, Brasil) peletizada contendo 23% de proteinas, 71% de
carboidratos, 6% de gorduras e 5% de fibras.

A dieta hiperlipidica foi composta de uma parte de racdo comercial padrdo para
roedores (Nuvital, Nuvilab®, Colombo-PR, Parana, Brasil), uma parte de gordura vegetal
hidrogenada (Primor, SC, Brazil) e uma parte de leite condensado (Nestlé, Sdo Paulo, SP,
Brazil). A dieta foi confeccionada uma vez por semana e armazenada na forma de pellets a
4°C de acordo com as recomendacOes do Instituto Americano de Nutricdo (AIN-93M). O
conteudo desta dieta foi composto por 15% de proteinas, 30% de gorduras e 55% de
carboidratos (tabela 1).

Temporalmente, os grupos SED-OB e TR-OB receberam a racdo hiperlipidica por 24
semanas, 12 semanas antes e mais 12 durante o periodo do treinamento resistido (PINHEIRO
et al., 2007).

Tabela 1. Composicdo nutricional das dietas utilizadas durante o periodo experimental

Dieta Hiperlipidica (%) Dieta padréo (%)

Racdo Comercial® 60,00 100

Gordura vegetal
hidrogenada® 25 )

Leite Condensado® 15 -
Proteina 15 23
Gordura 30 6

Carboidrato 55 71
Energia (kJ/Kg) 23 17,9
Energia (kcal/g) 5,50 4,28

® Racdo padrdo para ratos, Nuvital, Nuvilab, Colombo-PR; ® Gordura vegetal hidrogenada,
Primor; “Leite Condensado, Nestlé, Sdo Paulo-SP, Brazil.
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4.5. Protocolo treinamento de forca

4.5.1. Determinacdo da carga maxima de carregamento

Inicialmente, os animais foram adaptados ao protocolo de treinamento de forca que
exigia que estes escalassem uma escada vertical (1,1 x 0,18 m, degrau de 2-cm, inclinacdo de
80°) com pesos presos as suas caudas (figura 7). O tamanho da escada exigiu dos animais de 8
a 12 movimentos por escalada. O aparato de carga foi preso a porcédo proximal da cauda com
uma fita autoadesiva. Com o aparato fixado a cauda os animais foram colocadas na parte
inferior da escada e familiarizados com a escalada. Caso necessario, um estimulo com pinca
era aplicado na cauda do animal para iniciar 0 movimento. No topo da escada os ratos
alcancavam uma gaiola (20 x 20 x 20 cm), onde descansavam durante 120 segundos. Este
procedimento foi repetido até que os animais conseguissem voluntariamente escalar a escada,

trés vezes consecutivas e sem estimulo (LEITE et al., 2009).

A— R )

Figura 7. Escada para treinamento de forca (LEITE et al., 2009). A = Local de descanso
depois de cada subida (2 minutos de descanso); B = Escada utilizada para a realizacdo do
treinamento resistido; C = tubo falcon atado a cauda do animal contendo pesos utilizados
como carga de treinamento.
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Apb6s duas sessbes de familiarizagdo foi realizada a determinacdo da carga de
carregamento que consistiv-se de 4 a 9 escaladas na escada com cargas progressivamente
mais pesadas (figura 8). A escalada inicial consistia em carregar uma carga de 75% do peso
corporal do animal. Em seguida, era adicionado um peso de 30g até a ocorréncia de falha em
escalar. Esta foi definida pela impossibilidade do animal progredir na subida da escada apos
trés estimulos sucessivos na cauda. A maior carga carregada por toda a escada foi considerada

como a carga maxima de carregamento do rato para aquela sessao de treinamento.

Familiarizacao X Familiarizacao X CARGA

Sessio 1 Sessio 2 MAXIMA = =

Figura 8. Protocolo para determinacdo da carga maxima de carregamento.
X = periodo de descanso.

4.5.2. Sessdo de treinamento

As sessOes de treinamento consistiam de quatro escaladas na escada, com 50%, 75%,
90% e 100% da carga maxima de carregamento do animal, determinada na sessdo anterior
(figura 9). Durante as escaladas subsequentes eram adicionados 30g até que uma nova carga
méxima de carregamento fosse determinada num total de 4 a 9 subidas. O intervalo entre cada
subida era de 120 segundos. O treinamento era encerrado na ocorréncia de falha ao escalar. O
protocolo de treinamento de for¢a foi adaptado de LEITE et al. (2009), de acordo com as

necessidades do presente estudo.
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Segunda Terca Quarta Quinta Sexta Sabado domingo

Sessio de Sessdo de Sessr?lo de
treino . treino X treino X X
v
2min 2min 2min 2min X=descanso
m>m> ; +30g
4 subidas || 5 subidas |

Figura 9. Protocolo do treinamento resistido.

4.6. Coleta de tecidos

Apds 48 horas do término da Ultima sessdo de treinamento, ao término do periodo
experimental, os animais foram sacrificados por decapitacdo em guilhotina. Os tecidos e
Orgdos coletados foram: coracdo, figado, tecido adiposo mesentérico, epididimal,
retroperitoneal, masculos esqueléticos (S6leo, Gastrocnémio e Biceps). Os 6rgaos e tecidos

foram pesados e congelados em nitrogénio liquido para analises posteriores.

4.7. Massa corporal, mensuracdo da ingesta e analise da composicdo corporal

A medida de massa corporal foi realizada semanalmente por balanca eletrénica
(Toledo, modelo EB 211, Sdo Bernado do Campo-SP, Brasil). A ingestdo, definida como a
quantidade que os animais consumiam de racdo, ou seja, a subtracdo entre a quantidade total
de racdo ofertada e a quantidade remanescente na caixa foi realizada trés vezes por semana.

Foram realizadas medidas de composicdo corporal antes do inicio e antes da ultima
sessdo de treinamento. Os animais foram anestesiados com ketamina (100mg/kg) e xilazina
(10mg/kg) para a mensuracdo da composicdo corporal através da densitometria por dupla
emissdo de raio X (DEXA) (Lunar DEXA 200368 GE instrument; Lunar, Wisconsin, USA).
A andlise das imagens foram feitas através de programa proprio em software especifico

(Encore 2008, 12.20, GE Healthcare). As variaveis de composicdo corporal medidas foram:
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massa magra (g), massa gorda (g), percentual de gordura total (%) e percentual de gordura do
tronco(%). Além disso, andlises dsseas também foram feitas, entre elas: densidade mineral
6ssea total (DMO), em glem? e contelido mineral 6sseo total, em gramas. Todas as medidas

foram realizadas para cada animal.

4.8. Avaliacao da pressdes arteriais sistolica, diastélica e média

As pressdes arteriais sistolica (PAS), diastolica (PAD) e média (PAM) foram
realizadas antes e depois do periodo de treinamento usando método ndo-invasivo por
pletismografia pela cauda (Letica LE 5200, Panlab, Barcelona, Spain)(PINHEIRO et al.,
2007). Os animais foram adaptados ao protocolo desta medida por uma semana antes de sua

afericéo.

4.9. Carga de treinamento

As cargas de treinamento (50%, 75%, 90% e 100% da carga de carregamento) que 0s
animais realizavam a cada sessdo de treinamento foram registradas a cada sessdo. O ajuste na
carga era realizado sempre que o animal atingia cargas superiores a 100% na sessdo anterior.
A carga de carregamento foi analisada ao final de cada semana de treinamento. Além disso,
foi determinada a forca relativa para cada animal, dividindo o valor da massa corporal pela

carga de carregamento méxima no final do periodo experimental.

4.10 Tecido adiposo

A coleta do tecido adiposo foi realizada de acordo com as descricdes de CINTI (2005).
Foram coletados, pesados e estocados o0s tecidos adiposos: mesentérico, epididimal,
retroperitoneal. Realizamos a morfometria dos adipécitos do tecido adiposo retroperitoneal e

a imunohistoquimica para PPAR-y e para VEGF.
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4.11 Morfometria dos adipdcitos do tecido adiposo retroperitoneal

As medidas foram realizadas no Departamento de Ciéncias Fisioldgicas da
Universidade de Estado do Rio de Janeiro. As amostras do tecido adiposo retroperitoneal
foram fixados em paraformaldeido. Apds 24 horas de fixacdo, estas foram desidratadas com
etanol 100% (5x), incubado com xilol (3x) e parafina liquida (3x) e embebida dentro de
parafina. Sec¢des de 5um foram obtidas no micrétomo (Microtec-CUT 4050, SC, USA), as
amostras foram colocados em laminas e coradas com hematoxilina/eosina. Para determinar a
morfometria dos adipocitos foi utilizado um microscopio de luz (modelo BX40 Olympus,
Tokyo, Japan) acoplado a uma camera digital (Olympus DP71, Tokyo, Japan). As analises
morfometricas foram realizadas nas imagens digitalizadas obtidas diretamente do microscopio
e capturadas por um sistema de camera de video Optronics CCD (Optronics, Goleta, CA,
EUA). Foram utilizadas pelo menos 100 perfis de adipocitos por animal selecionadas
randomicamente (pelo menos 10 laminas para cada animal). As medidas de &rea do adipdcito

foram determinadas usando o programa IMAGE-J/NHI.

4.12 Imunohistoquimica para o fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) e
receptor ativado proliferador de peroxissomo-gama (PPAR-y) no tecido adiposo
retroperitoneal

As dosagens foram realizadas no Departamento de Ciéncias Fisiologicas da
Universidade de Estado do Rio de Janeiro. Seccdes do tecido adiposo retroperitoneal foram
submetidas a sucessivos banhos de xilol (3x, com duracdo de 2 minutos cada), desidratadas
em concentragcdes decrescentes de solugdo de etanol e lavadas com &gua destilada. Peroxidase
endogena foi blocada com perdxido de hidrogénio 10 volumes (3%). Apds a lavagem com
agua e tampdo fosfato, os locais antigénicos inespecificos foram bloqueados com albumina
1% em tampdo fosfato 0.1 M. As amostras foram incubadas por toda uma noite com
anticorpos para VEGF e para PPAR-y em uma diluicdo de 1:100 a temperatura de 4°C,
seguida pela incubagcdo com LSAB2-HRP (K0637, DAKO, CA, EUA). O marcacdo foi

realizada com hematoxilina.
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4.13. Ventriculo esquerdo

As dosagens foram gentilmente realizadas no laboratério de Biogquimica e Biologia
Molecular da Universidade Federal de Sdo Carlos, Sdo Paulo. Apo6s o sacrificio dos animais o
coracdo de cada um foi removido, lavado, e o ventriculo esquerdo foi isolado e congelado em
nitrogénio liquido e armazenado a -80°C para andlise posterior.

O ventriculo esquerdo foi lavado trés vezes com salina gelada e 25 mg deste tecido foi
incubado em 2 ml de tamp&o de extracdo (10 mM de &cido cacodilico [pH 5,0]; 0.15 M NacCl;
1uM ZnCl12 ;20 mM CaCl2 ; 1.5 mM NaN 3 ; 0.01 % Triton X-100 [v/v]), a temperatura de
4°C por 24 horas. Apo6s este procedimento, a solu¢do foi centrifugada por 10 minutos (13,000
xg a 4°C). 20 ug de proteina total foi mensurada com kit de ensaio de proteina por BCA
(Pierce, Rockford, IL, EUA). Esta foi aplicada em cada pogo do gel de poliacrilamida a 10%
de dodecil sulfato de sodio (SDS) preparado com 1 mg/ml de gelatina. Apos a eletroforese, os
geis foram lavados duas vezes por 20 minutos em Triton X-100 (2,5%) para remover o SDS.
Os geis foram novamente lavados e incubados em tampdo de substrato (50 mM Tris-HCI (pH
8,0); 5mM CaCl 2 ; 0,02 % NaN 3) a temperatura de 37°C por 20 horas.

Em seguida, os géis foram corados com azul de coomassie brilhante por uma hora e
meia e descorados com uma solucdo de éacido acético:metanoldgua (1:4:5) para visualizacdo
da atividade das bandas. Os géis foram fotografados com uma camera fotografica (Canon,
modelo G6 Power Shot), de 7.1 mega pixels. A andlise quantitativa da densitometria das
bandas protéicas de MMP-2 vistos nos géis de zimografia, foi realizada utilizando-se o
programa Gene Tools wversion 3.06.(Syngene, Cambridge, Reino Unido). Todos o0s

procedimentos foram realizados seguindo o protocolo descrito por MARQUETI et al. (2012).
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5. ANALISE ESTATISTICA

Antes da andlise estatistica utilizamos o teste de normalidade Shapiro-Wilk para
determinacdo da distribuicdo gausssiana das varidveis. Todas as varidveis apresentaram
distribuicdo normal e foram apresentadas como média * erro padrdo da média (EPM).

As variaveis massa corporal na semana 1 e a composicdo corporal inicial foram
analisadas utilizando-se analise de variancia (ANOVA) one-way, seguido do teste pos hoc de
Tukey. A comparacdo da carga de treinamento, forca relativa e andlise da composicdo pré e
pos treinamento foi realizada com teste t de Student. O restante das variaveis foram analisadas
utilizando-se andlise de variancia (ANOVA) two-way [dieta (racdo padrdo vs racdo
hiperlipidica) vs treinamento (sedentério versus treinado)] seguido do teste post hoc de Tukey
para miltiplas comparacdes. Todos os dados foram analisados pelo programa Statistica 7.0
(Stat. Soft. Tusa Inc., OK, EUA). As figuras foram elaboradas no programa Graphpad® 5
(San Diego, CA, EUA). O nivel de significAncia adotado foi de 5% (valor de P<0,05).
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6. RESULTADOS

6.1. Massa corporal

Os resultados de massa corporal dos animais no inicio do treinamento (semana 1) ndo
apresentaram diferenca estatistica entre 0s grupos analisados. Na sexta semana do
treinamento, o grupo SED-OB tinha massa corporal significativamente maior quando
comparado aos grupos SED e TR (P<0,05; tabela 2). N&o foram observadas diferencas
estatisticas entre os respectivos grupos treinados (TR e TR-OB) e sedentarios (SED e SED-
OB).

ApOs 12 semanas de treinamento, 0s grupos tratados com dieta hiperlipidica
apresentaram valores de massa corporal superiores quando comparados com 0S grupos com
dieta padrdo (P<0,01). O grupo TR ndo apresentou diferenca em relacdo ao grupo SED. No
entanto, foram observadas diferencas na comparagdo entre os grupos SED-OB e TR-OB

(P<0,01), sendo que a massa corporal foi significativamente maior no grupo SED-OB.

Tabela 2. Massa corporal dos animais durante o periodo experimental.

Grupos Experimentais

SED SED-OB TR TR-OB

Semana 1 402,60 +12,76 411,51 + 16,14 389,41 + 16,42 400,92 + 10,99

Semana 6 426,15+ 15,04 493,63+21,08 419,38 +17,33" 452,74 + 14,76

Semana 12 453,97 + 14,06 566,42 + 22,16 431,52 +16,83° 500,32 + 16,36*"¢

Os valores sdo apresentados como média + erro padrdo da média (n=8). SED = Grupo
sedentario; SED-OB = Grupo sedentario Obeso; TR = Grupo treinado; TR-OB = Grupo
treinado obeso. * em comparagcdo ao grupo SED; b em comparagdo ao grupo SED-OB; ¢ em
comparagdo ao grupo TR. Nivel de significAncia adotado P<0,05.
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6.2. Ingestéo

A andlise da ingestdo realizada pelos animais durante o periodo experimental
demonstrou que o0s grupos SED e TR apresentaram um consumo alimentar (g/dia)
estatisticamente maior (28,41% e 27,89%, respectivamente) comparado ao grupo SED-OB
(P=0,0001) e TR-OB (P=0,0001). Apesar desta diferenca ndo houve diferenca significativa
entre 0s grupos para a ingestdo energética (kcaldia) (P>0,05; tabela 3).

Devido as diferentes composicdes das dietas o consumo de carboidratos, gorduras e
proteinas foi diferente entre os grupos alimentados com dieta padrdo comparada a
hiperlipidica. Os grupos SED-OB e TR-OB mostraram um consumo significativamente maior
de gorduras (P=0,0001) e menor de carboidratos (P=0,0001) e proteinas (P=0,0001) quando

comparados aos grupos SED e TR.

Tabela 3. Andlise dietética da ingestdo alimentar durante o periodo experimental.

SED SED-OB R TR-OB
Consumo
alimentar 2372+088 1698+047°  2276+075° 16,41 + 0,50%C
(g/dia)
Consumo
energético 101524379  9341+262  97.41+322 90,25 + 2,75
(kcal/dia)
Car?g%?ar;‘tos 16844062 9324026  1616+053° 9,02+ 0.273¢
Gordura 142+005 509 +0,14° 1,36 + 0,04 4.92+ 0,15%¢
(g/dia)
Proteina 545+020  2.54+0,07% 523+017° 246 + 0,07%¢
(g/dia)

Os valores s@o apresentados como média + erro padrdo da média(n=8). SED = Grupo
sedentario; SED-OB = Grupo sedentario Obeso; TR = Grupo treinado; TR-OB = Grupo
treinado obeso. * em comparagdo ao grupo SED; ° em comparacéo ao grupo SED-OB; em
comparacdo ao grupo TR. Nivel de significincia adotado P<0,05.
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6.3. Carga de carregamento e forca relativa

A carga de carregamento ndo apresentou diferenca estatistica entre 0s grupos treinados
apos 12 semanas de treinamento. Entretanto, nas duas primeiras semanas foi possivel observar
diferenca nesta varidvel entre os grupos com maiores valores de carga no grupo TR-OB
(P<0,01) comparado com TR. Nas semanas seguintes, ndo observamos diferencas entre o0s
grupos (figura 10). A forca relativa foi superior no grupo TR quando comparado com 0 grupo
TR-OB (P<0,01; figura 11).
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Figura 10. Evolucdo da carga de treinamento durante o periodo experimental. Os valores
sdo apresentados como média + erro padrdo da média (n=8). TR = Grupo treinado; TR-OB =
Grupo treinado obeso. * diferenca estatistica entre os grupos. Nivel de significancia adotado
P<0,05.
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Figura 11. Forca relativa dos grupos treinados ap0s o periodo experimental. Os valores sdo
apresentados como média + erro padrdo da média (n=8). TR = Grupo treinado; TR-OB =
Grupo treinado obeso. ~ diferenca estatistica entre os grupos. Nivel de significAncia adotado
P<0,05.
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6.4. Avaliacdo da composicdo corporal.

N&ao houve diferenca estatistica entre 0s grupos experimentais quando analisamos as
varidveis de composicdo corporal antes do inicio do treinamento resistido. Os grupos
experimentais apresentaram um aumento significativo na quantidade de massa magra quando
comparamos 0 momento pré com o poOs-treinamento (P<0,05). O mesmo resultado foi
observado para as varidveis massa gorda, percentual de gordura total e troncular nos grupos
SED, SED-OB e TR-OB (P<0,05). Contrério a estes resultados, o grupo TR apresentou uma
diminuicdo significativa no percentual de gordura total (P<0,05) e nd demonstrou
modificacdo significativa para as varidveis massa gorda e percentual de gordura do tronco
(P>0,05; tabela 4).

Os resultados da composicdo corporal demonstraram ainda que apds 12 semanas de
treinamento, o grupo TR apresentou um menor percentual de gordura corporal, massa gorda,
gordura troncular, além de mais massa magra quando comparado aos grupos sedentarios
(SED e SED-OB) e ao grupo TR-OB (P<0,01). Ja este grupo (TR-OB) apresentou maior
percentual de gordura, massa gorda e percentual de gordura troncular em comparacdo com o
grupo SED. Apesar desse resultado, a massa magra ndo apresentou diferenca estatistica entre
os dois grupos. O grupo SED-OB apresentou maior percentual de gordura corporal, massa
gorda, percentual de gordura troncular e menos massa magra quando comparados aos grupos:
SED (P<0,001), TR (P<0,001) e TR-OB (P<0,001).
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Tabela 4. Dados da composicdo corporal antes e ap6s o periodo de treinamento.

SED SED-OB TR TR-OB

Pré Pos Pré Pas Pré Pos Pré Pos

MM (g)

MG (g)

% Gordura
total

% Gordura
tronco

22960+ 7,39 260,80+10,97* 231,91+6,03 217,60+8,63** 227,80+ 12,62 288,53 + 10,40%2P 228 + 7,25 247,87 + 9,67*P°

139,5 + 6,81 177,1+9,92*  153,1+1223 2926 + 20,32*?2 128,6 + 4,80 127,4 + 9,51%° 1483 +8,16 231 + 13,88**b¢
37,54 + 1,38 40,41 + 1,61 38,58 + 1,81 55,71 + 1,43* 36,29 + 1,36 30,70 + 1,62%%P 39,21+1,59 48,13 + 1,82%2bC
35,19 + 0,91 40,41 + 1,58* 37,98 + 1,42 54,29 + 1,24*?2 33,99 + 1,28 20,88 + 1,69%° 39,20+ 1,68 46,84 + 1,68*2PC

Os valores sdo apresentados como média + erro padrdo da média(n=8). SED = Grupo sedentario; SED-OB = Grupo sedentario Obeso; TR =
Grupo treinado; TR-OB = Grupo treinado obeso. MM = massa magra; MG = massa gorda; % Gordura total = Percentual de gordura total;, %
Gordura tronco = Percentual de gordura do tronco. * diferenca estatistica entre 0 momento pré e pds. ® em comparacdo ao grupo SED; b em
comparagdo ao grupo SED-OB; © em comparacgdo ao grupo TR. Nivel de significancia adotado P<0,05.
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6.5. Densidade mineral 6ssea e contetido mineral 6sseo total

Nédo foram observadas diferencas significativas entre 0s grupos experimentais para a
densidade mineral Ossea total (figura 12A). Em contrapartida, o conteddo mineral 0sseo foi
significativamente maior no grupo SED-OB comparado aos grupos SED (p=0,05) e TR
(P<0,05; figura 12B).
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Figura 12. Densidade mineral 6ssea (A) e conteGdo mineral 6sseo total (B) dos grupos
experimentais. Os valores sdo apresentados como meédia + erro padrdo da média(n=8). SED =
Grupo sedentario; SED-OB = Grupo sedentario obeso; TR = Grupo treinado; TR-OB = Grupo
treinado obeso;  em comparacdo com o grupo SED;  em comparagdo ao grupo SED-OB; ©
em comparacdo ao grupo TR. Nivel de significancia adotado P<0,05.
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6.6. Depositos de gordura

O grupo SED-OB exibiu maior deposicdo de gordura epididimal, retroperitoneal e
mesentérica, bem como, a maiores valores para soma total dos trés depoésitos de gordura
comparado aos grupos experimentais SED e TR (P<0,05; tabela 5). Quando comparado com o
grupo TR-OB foram observadas diferencas para os depostios de gorduras retroperitoneal,
mesentérica e a soma dos trés depdsitos (P<0,01).

O grupo TR apresentou menor deposicdo de gordura quando comparado com 0 grupo
TR-OB para todos os depositos analisados (P<0,01). Ja em comparacdo ao grupo SED, foram
observadas diferencas para as gorduras mesentérica e a soma das trés gorduras (P<0,01).

Os depositos de gordura retroperitoneal e mesentérico ndo foram diferentes entre os
grupos TR-OB e SED (P<0,01), ndo sendo observado diferenca estatistica no deposito

epididimal e a soma dos trés depdsitos.

Tabela 5. Efeitos da dieta hiperlipidica e do treinamento de forca no peso relativo dos tecidos
adiposos (g/100 g do peso corporal).

Grupos experimentais

SED SED-OB TR TR-OB
EPI 2,21+0,13 3,07 £0,11° 1,78 + 0,08° 2,87 +0,22%¢
RET 1,66 +0,11 2,91 + 0,242 1,28 0,14 1,95 +0,13°¢
MES 2,93 +0,23 4,81 +0,30° 1,90 + 0,16*° 3,67 + 0,26°¢

SOMA  6,81+1,25 10,80 * 1,34 4,97 +0,92%P 8,44 + 1,56%"°

Os valores sdo apresentados como média + erro padrdo da média(n=8). SED = Grupo
sedentdrio; SED-OB = Grupo sedentario Obeso; TR = Grupo treinado; TR-OB = Grupo
treinado obeso; EPI = Gordura epipidimal; RET = Gordura retroperitoneal; MES = Gordura
mesentérica; SOMA = Soma dos trés depositos de gordura; * em comparacgdo ao grupo SED;
® em comparacéo ao grupo SED-OB; ¢ em comparacido ao grupo TR. Nivel de significancia
adotado P<0,05.
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6.7. Percentual de gordura tecidual.

6.7.1 Percentual lipidico do ventriculo esquerdo

Ndo foram observadas diferencas quando comparados os dois grupos sedentarios
(SED e SED-OB, P>0,05; figura 13). Entretanto, ao compararmos os grupos treinados (TR e
TR-OB) esta diferenca foi notada. O grupo TR-OB apresentou valores superiores na
concentracdo de lipidios no ventriculo esquerdo quando comparado com o TR (P<0,05). Néao
foram observadas diferencas estatisticas entre os grupos sedentarios (SED e SED-OB) e

também entre os grupos treinados (TR e TR-OB).
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Figura 13. Contetudo lipidico do ventriculo esquerdo. Os valores sdo apresentados como
média + erro padrdo da média(n=8). SED = Grupo sedentario; SED-OB = Grupo sedentario
Obeso; TR = Grupo treinado; TR-OB = Grupo treinado obeso. * em comparagéo ao grupo
SED; ® em comparagdo ao grupo SED-OB; © em comparacdo ao grupo TR. Nivel de
significincia adotado P<0,05.
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6.7.2. Conteudo lipidico do figado

Em relacdo ao conteldo lipidico do figado, foram observadas diferengas estatisticas ao
compararmos 0s dois grupos sedentarios (SED e SED-OB, P<0,05; figura 14). O grupo SED-
OB apresentou o contetdo lipidico do figado maior que o grupo SED (P<0,01) e TR (P<0,01).
N&do houve diferenca estatistica entre 0s grupos treinados. Além disso, ndo foram observadas

diferencas estatisticas entre os grupos SED-OB e TR-OB.
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Figura 14. Conteudo lipidico do figado. Os valores sdo apresentados como média + erro
padrdo da média(n=8). SED = Grupo sedentario; SED-OB = Grupo sedentario Obeso; TR =
Grupo treinado; TR-OB = Grupo treinado obeso; ® em comparacdo ao grupo SED; ° em
comparacdo ao grupo SED-OB; ¢ em comparacdo ao grupo TR. Nivel de significancia adotado
P<0,05.
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6.7.3. Conteudo lipidico dos musculos esqueléticos biceps e gastrocnémio.

N&o houve diferenca estatistica entre 0s grupos analisados. Entretanto, existe uma
aparente diferenca biologica entre os grupos. Foram observados valores maiores de contetdo
lipidico nos grupos alimentados com dieta hiperlipidica em comparacdo com aqueles

alimentados com dieta padréo (figuras 15A e 15B).
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Figura 15. Contetdo lipidico do biceps (A) e gastrocnemius (B). Os valores sdo apresentados
como média £ erro padrdo da média (n=8). SED = Grupo sedentario; SED-OB = Grupo
sedentario Obeso; TR = Grupo treinado; TR-OB = Grupo treinado obeso; * em comparacéo ao
grupo SED; ° em comparacdo ao grupo SED-OB; © em comparacéo ao grupo TR. Nivel de
significdncia adotado P<0,05.
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6.8 Area de adipocito da gordura retroperitoneal e expressdo imunohistoquimica do
receptor ativado proliferador de peroxissomo-y (PPAR-y) e fator de crescimento do
endotélio vascular (VEGF).

O grupo SED-OB apresentou uma area do adipécitos significativamente maior quando
comparado aos grupos: SED (P<0,001), TR (P<0,01) e TR-OB (P<0,01). Enguanto, este
ultimo apresentou apresentou valores significativamente maiores quando comparado com 0s
grupos SED (P<0,05) e TR (P<0,05; figura 16).

Foi possivel observar uma maior expressdao de PPAR-y nos grupos treinados quando
comparados com o0s sedentarios (figura 17). O mesmo resultado foi observado quando
analisamos a expressdo de VEGF nos grupos treinados comparados com os sedentarios
(fgura 18).
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Figura 16. Andlise da area do tecido adiposo retroperitoneal. Os valores sdo apresentados
como média + erro padrdao da média(n=8). SED = Grupo sedentéario (1); SED-OB = Grupo
sedentario obeso (I11); TR = Grupo treinado (I11); TR-OB = Grupo treinado obeso (IV); # em
comparagdo ao grupo SED; b em comparacdo ao grupo SED-OB; © em comparagdo ao grupo
TR. Nivel de significancia adotado P<0,05.
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Figura 17. Fotomicrografia da expressdo imunohistoquimica de PPAR-y do tecido adiposo
retroperitoneal.I= grupo sedentario; Il = grupo sedentario obeso; Il = grupo treinado e IV =
grupo treinado obeso. Aumento de 200x.
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Figura 18. Fotomicrografia da expressdo imunohistoquimica de VEGF do tecido adiposo
retroperitoneal | = grupo sedentério; Il = grupo sedentario obeso; Il = grupo treinado; e IV =
grupo treinado obeso. Aumento de 200x.
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6.9. Pressdo arterial sistolica (PAS), diastdlica (PAD) e média (PAM)

O grupo SED-OB apresentou maiores valores de PAS, PAD e PAM em relacdo aos
grupos SED, TR e TR-OB (P<0,05; tabela 6). J4 o grupo TR apresentou valores menores de
PAS e PAM quando comparados com os grupos SED-OB e RT-OB (P<0,05).

N&o foram observadas diferencas estatisticas entre os grupos TR e SED. Os grupos
experimentais SED, RT e RT-OB ndo apresentaram diferenca estatistica quando analisamos a
PAD. Contrario a estes resultados, os valores desta variavel dos grupos SED, TR e TR-OB
foram menores comparados ao grupo SED-OB (P<0,001). A PAM foi estatisticamente

superior quando comparada com o grupo TR (P<0,001).

Tabela 6. Efeito da dieta hiperlipidica e treinamento resistido nos parametros
cardiovasculares.

Grupos experimentais

SED SED-OB TR TR-Ob

PAS ) ) b
iy 12110399 14636%4.36 117,60 + 2,26 12752 + 2,51
PAD 94,13 + 2,91 116,452 3.28° 90,38 + 1,48" 96,25 + 2,93
(mmHg)
PAM 105404200  121.61+206° 9913+ 095" 106.3 + 2,43b¢

Os valores s@o apresentados como média + erro padrdo da média (n=8). SED = Grupo
sedentario; SED-OB = Grupo sedentario obeso; TR = Grupo treinado; TR-OB = Grupo
treinado obeso; PAS = pressdo arterial sistolica; PAD = pressdo arterial diastdlica; PAM =
pressdo arterial média; ® em comparacdo com o grupo SED; ° em comparacéo ao grupo SED-
OB; “em comparacdo ao grupo TR. Nivel de significancia adotado P<0,05.
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6.10. Medidas do coracéo e do ventriculo esquerdo e suas relacfes com a massa corporal
e magra

A variavel massa do coracdo, massa do ventriculo esquerdo (VE) e massa VE/massa
corporal ndo apresentaram diferencas entre 0s grupos experimentais. A varidvel massa
coracdo/massa corporal foi menor no grupo SED-OB quando comparado com os grupos SED
(P=0,001), TR (p=0,001) e TR-OB (P=0,001; tabela 7).

A varidvel massa do VE/massa magra foi menor nos grupos SED e TR quando
comparados com 0s grupos SED-OB e TR-OB. AlEm disso, o grupo TR-OB mostrou menor
valor desta mesma varidvel quando comparada com SED-OB (P<0,001).

Tabela 7. Medidas da massa do coracao e ventriculo esquerdo dos grupos experimentais apos
0 periodo de treinamento resistido

SED SED-OB TR TR-OB
Massa(;;”a@ao 1.35 + 0,04 1,34+ 0,03 1,28 + 0,05 1,39 + 0,05
Massa VE () 0,49 + 0,01 0,62 + 0,03 0,53 + 0,03 0,62 + 0,03
Massa
coracao/MC 3,00 + 0,10 2.37 +0,05° 2.97 +0,05° 2.81 +0,15°
s
assa
1,10 + 0,04 1,10 + 0,05 1,25+ 0,11 1,26 + 0,08
MC(mg/g)
0,0019 0,0028 0,0018 0,0025
Massa
VE/MM(g/g) +0,0001 +0,0001° +0,0001° +0,0001°¢

Os valores s@o apresentados como média + erro padrdo da média (n=8). SED = Grupo
sedentario; SED-OB = Grupo sedentario obeso; TR = Grupo treinado; TR-OB = Grupo
treinado obeso; Peso VE = Peso do ventriculo esquerdo; MC = massa corporal; MM = massa
magra; * em comparagdo com o grupo SED; b em comparagdo ao grupo SED-OB; ¢ em
comparacdo ao grupo TR. Nivel de significancia adotado P<0,05.
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6.11. Atividade da metaloproteinase do tipo 2 no ventriculo esquerdo.

Em relacdo a MMP-2 pr6, os grupos treinados apresentaram valores superiores de sua
atividade no ventriculo esquerdo quando comparados com 0s grupos sedentarios (P<0,05;
figura 19). Além disso, o grupo SED-OB apresentou valores superiores quando comparado
com o grupo SED (P<0,05).

A atividade da MMP-2 intermediaria no grupo SED-OB foi inferior comparada com
0s grupos SED (P=0,01), TR (P<0,001) e TR-OB (P<0,01). Entretanto, ndo foram observadas
diferencas nas atividades da MMP-2 pré e intermedidria entre os grupos treinados. A
atividade da MMP-2 ativa ndo foi diferente entre 0s grupos experimentais. Apesar de ndo
atingir nivel de significancia estatistica, foi possivel observar uma tendéncia a uma maior

atividade da MMP-2 ativa no grupo TR ao compara-lo com o grupo SED-OB (P=0,06).
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Figura 19. Efeito do treinamento resistido e dieta hiperlipidica na MMP-2 pro6 (A), intermediaria (B) e ativa (C) no ventriculo esquerdo. Os géis
foram analisados pela densitometria e atividade (62 kDa) foi expressa como unidade arbitraria (AU). Os valores s@o apresentados como média +
erro padrdao da média(n=8). MMP-2 = Metaloproteinase do tipo 2; SED = Grupo sedentério; SED-OB = Grupo sedentario obeso; TR = Grupo

treinado; TR-OB = Grupo treinado obeso; ® em comparagdo ao grupo SED; ° em comparacéo ao grupo SED-OB; ¢ em comparacdo ao grupo TR.

Nivel de significancia adotado P<0,05
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6.12 Interacdes entre dieta hiperlipidica e o treinamento resistido

A dieta hiperlipidica e o treinamento resistido demonstraram interacbes significativas
para as seguintes variaveis: massa gorda (P<0,05), percentual de gordura do tronco (P<0,05),
area de adipdcito (P<0,001), conteldo lipidico do coracdo (P<0,05), MMP-2 pr6 (P<0,01),
PAM (P<0,05) e massa do coracdo/massa corporal (P<0,05).

O treinamento resistido influénciou a massa corporal (P<0,05), massa magra
(P<0,001), percentual de gordura total (P<0,001), peso relativo da gordura
epididimal(P<0,001), retroperitoneal (P<0,001) e mesentérica (P<0,001), soma dos trés
depésitos de gorduras (P<0,001), massa do ventriculo esquerdo (P<0,01), massa do ventriculo
esquerdo/massa corporal (P<0,05), PAS (P<0,05), PAD (P<0,01), MMP-2 intermediaria
(P<0,01) e MMP-2 ativa (P<0,05).

A dieta influénciou a massa corporal (P<0,001), consumo alimentar (P<0,001),
consumo energético (P<0,05), massa magra (P<0.01), percentual de gordura (P<0.01), PAS
(P<0.001) e PAD (P<0.05), conteudo mineral 0Osseo (P<0,01), conteudo lipidico do
coracdo(P<0,05), conteldo lipidico do figado (P<0,001), peso relativo da gordura
epididimal(P<0,05), retroperitoneal (P<0,001) e mesentérico (P<0,001), soma dos trés
depositos de gordura(P<0,001),), massa do ventriculo esquerdo (P<0,05), massa ventriculo
esquerdo/massa magra (P<0,001) e MMP-2 intermedidria (P<0,001)
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7. DISCUSSAO

O presente estudo investigou se o treinamento resistido realizado durante 12 semanas
em ratos alimentados com dieta hiperlipidica poderia alterar a composicdo corporal, a
atividade da MMP-2 no musculo do ventriculo esquerdo, a presséo arterial, a adiposidade, a
area de adipdcitos e a expressdo de VEGF e da PPAR-y no tecido adiposo retroperitoneal.

Os resultados demonstraram que esta modalidade de treinamento empregada neste
estudo promoveu, concomitantemente, reducdes na massa corporal, na massa de gordura, no
percentual de gordura total e tecidual e na area de adipocitos e ainda elevou a quantidade de
massa magra, independe da dieta. Foi possivel também demonstrar reducBes nos niveis
pressoricos sistdlico e diastolico, além de uma maior expressdo da VEGF e PPAR-y no tecido
adiposo retroperitoneal. Por fim, o treinamento resistido também induziu maior atividade da
MMP-2 no ventriculo esquerdo. Esses achados apontam que o treinamento resistido pode ser
uma estratégia ndo-farmacologica contra os efeitos deletérios do consumo de uma dieta rica
em gordura, com impacto em varios sistemas fisiologicos relacionados com a génese de
comorbidades associadas a obesidade.

Assim, nossa hipdtese inicial foi confirmada com a demonstracdo de que o
treinamento resistido pode promover concomitantemente mudangas positivas na Composicao
corporal, na adiposidade, nos niveis de pressdo arterial e no remodelamento cardiaco. A
relevancia clinica destes achados é baseada no fato de que a excessiva adiposidade em
resposta ao balanco energético positivo tem sido considerada um fator importante para o
aparecimento de comorbidades associadas a obesidade (TINAHONES et al., 2012a),
resultando em um aumento nas doencas cardiovasculares e da insuficiéncia cardiaca (SAITO,
ASAIl & SATO, 2012). Talvez o habito do treinamento resistido adquirido por um individuo
exposto a um ambiente obesogénico possa prevenir ou retardar o aparecimento de algumas
comorbidades.

Os resultados deste estudo demonstraram que o consumo da dieta hiperlipidica
proposta determina importantes alteracbes na massa e composicdo corporal, demonstrando
gque a massa corporal foi significativamente maior nos grupos alimentados com esta dieta em
comparacdo com aqueles alimentados com a racdo padrdo. Este achado é corroborado por
evidéncias cientificas previamente publicadas (ROPELLE et al., 2010; PANVELOSKI-
COSTA et al., 2011; SPERETA et al.,, 2012). No entanto, apesar de observarmos uma
aparente reducdo na massa corporal do grupo TR, ndo houve diferenca estatistica deste em

comparacdo com o grupo SED ao final das 12 semanas de treinamento.
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E relevante salientar que, os resultados do consumo alimentar (g/dia) foram
significativamente diferentes entre os grupos alimentados com racdo hiperlipidica e racao
padrdo. Os animais alimentados com dieta hiperlipidica apresentaram um consumo alimentar
significativamente menor quando comparados com aqueles alimentados com a dieta padréo.
No entanto, quando analisamos o0 consumo energético diario (kcal/dia) ndo observamos esta
diferenca entre 0s grupos. Esse resultado se deve principalmente ao valor calérico de cada
tipo de racdo e estudos anteriores observaram que ratos alimentados com dieta hiperlipidica
ingeriam maior consumo cal6rico, porém com menor consumo alimentar (BURNEIKO et al.,
2006; SENE-FIORESE et al., 2008; SPERETTA et al, 2012). Esse tipo de comportamento
alimentar observado em animais pode ser atribuido a diminuicdo na eficiéncia alimentar e
aumento na eficiéncia metabdlica associado ao consumo de uma dieta rica em lipidios
(SPERETTA et al., 2012). Neste sentido, os resultados do presente estudo sugerem que 0s
ratos alimentados com dieta hiperlipidica sofrem influéncia do contetdo energético e do alto
teor de gordura da dieta e, em decorréncia do mecanismo de saciedade, sdo estimulados a
consumir uma menor quantidade de alimento (HIMAYA et al., 1997; KRETSCHMER et al.,
2005).

Neste estudo, ndo observamos uma influéncia do treinamento resistido no consumo
calérico e energético naqueles grupos submetidos ao treinamento, apesar de estudos
demonstrarem que o0 exercicio pode levar a diminuicdo da ingestdo alimentar (ROPELLE et
al., 2010; SPERETTA et al.,, 2012). O mecanismo pelo qual o exercicio pode modificar a
ingestdo alimentar em ratos foi demonstrado por ROPELLE et al. (2010). Neste estudo, 0s
autores demonstraram que 0 exercicio aerébio aumentou a expressdo hipotalamica da IL-6 e
IL-10, resultando em aumento na sensibilidade a insulina e a leptina neste tecido através da
inibicdo do complexo quinase Ikp (IkKp) e reducdo do estresse no reticulo endoplasmatico. A
melhora da sensibilidade hipotalamica & acdo da leptina e também da insulina favoreceu a
saciedade nestes animais e a consequente reducdo na ingestdo alimentar quando comparados
com aqueles animais ndo-treinados. Por conseguinte, a diminuicdo da ingesta alimentar
somado ao aumento no gasto energético, ambos promovidos pelo execicio, podem influenciar
no ganho de massa corporal ao longo do periodo de treinamento. Apesar de ndo observarmos
diferenca na ingesta alimentar daqueles animais submetidos a dieta hiperlipidica, ainda assim
os animais treinados (TR e TR-OB) apresentaram valores menores de massa corporal quando
comparados com 0s grupos sedentarios (SED e SED-OB), demostrando que o treinamento

resistido pode ser uma ferramenta eficiente para evitar o ganho de peso ao longo do tempo.
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Os resultados observados estdo também associados com mudancas significativas na
composicdo corporal. Foi possivel demonstrar que o treinamento resistido pode aumentar a
massa magra e diminuir a massa gorda, o percentual de gordura total e troncular quando
comparado com 0s respectivos grupos sedentarios. No entanto, quando analisados 0S grupos
treinados se torna evidente que a dieta é um fator que influencia fortemente o resultado da
composicdo corporal, ja que valores significativamente maiores foram observados no grupo
TR-OB em comparacdo a0 TR nos componentes da composi¢do corporal, independente da
carga de carregamento empregada no treinamento de ambos 0s grupos. A auséncia de
diferenca em relacdo a carga de carregamento demonstra que o0s animais treinados, foram
submetidos a uma intensidade de exercicio semelhante, independente da dieta. No entanto,
quando analisamos a forca relativa, ou seja, a divisdo da carga de carregamento pela massa
corporal no final do periodo experimental nota-se um valor maior para esta variavel para o
grupo TR em comparacdo ao TR-OB. Apesar deste resultado, fica claro que o treinamento
resistido de alta intensidade pode modificar positivamente a composicdo corporal em ratos
alimentados com dieta hiperlipidica.

O mecanismo responsavel pela melhora da composicdo corporal pode estar ligado a
dois fatores principais: 0 gasto energético, durante e ap6s a sessdo de treinamento, e 0
aumento da massa magra, com consequente elevacdo da taxa metabdlica basal, maiores gasto
calérico e oxidacdo de gorduras, durante e ap6s a sessao de treinamento (DONNELLY et al.,
2009).

Este € o primeiro estudo a demonstrar o impacto de 12 semanas de treinamento
resistido de alta intensidade na composicdo corporal de ratos alimentados com dieta
hiperlipidica medido por DEXA. Isto permite uma andlise mais detalhada do efeito desta
modalidade como ferramenta para atenuar os efeitos do consumo da dieta hiperlipidica e o
aumento do tecido adiposo em ratos.

Uma serie de evidéncias cientificas mostram que o consumo de dietas ricas em
gorduras estdo associadas ao aumento da adiposidade e aos depoésitos de gorduras ectdpicas,
bem como, a hipertensdo, a alteracdes nos perfis lipidico e inflamatorio e ainda a prejuizo na
homeostase da glicose e & alteracfes cardiacas importantes em ratos (BRADLEY et al., 2008,
PINHEIRO et al., 2007; SENE-FIORESE et al., 2008; GOLLISCH et al., 2009, SPERETTA
et al, 2012).

No presente estudo, o consumo da dieta hiperlipidica exerceu forte influéncia no
aumento da deposicdo de gordura, evidenciado pelo aumento dos depdésitos de gordura

retroperitoneal e mesentérico, além da gordura ectopica no coracdo, figado e musculos
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esqueléticos. O protocolo de treinamento foi capaz de reduzir principalmente os depdsitos de
gordura retroperitoneal, mesentérico e a variavel soma dos trés depositos de gordura. Além
disso, observamos que a concentracdo de lipidios teciduais foi menor nos grupos treinados
guando comparados aos sedentarios.

Evidéncias cientificas corroboram estes achados, visto que o consumo da dieta
hiperlipidica pode promover aumentos significativos no peso relativo das gorduras e na area
de adipécitos (SCHRAUWEN & WESTERTERP, 2000; GAUTHIER et al., 2003;
ESTADELLA et al., 2004; GUERRA et al., 2007; PINHEIRO et al., 2007, SENE-FIORESE
et al., 2008). No entanto, ainda sdo escassos estudos que analisam o impacto do treinamento
resistido na adiposidade e na area de adipdcitos. Neste sentido, LEITE et al. (2009) e
SPERETTA et al. (2012) demonstraram que, 0 treinamento resistido foi capaz de diminuir a
adiposidade, a area de adipdcitos, bem como o percentual de lipidios no misculo esquelético
e figado.

Alem disso, o contetdo lipidico do figado tem demonstrado sofrer fortes influéncias
do exercicio. A expressdo de fatores transcricionais que regulam o conteudo lipidico hepatico,
como o receptor ativado proliferador de peroxissomo alfa (PPAR-a), a proteina 1-C ligadora
do elemento regulado por esterdis (SREBP-1c) e a esteroil coenzima-A dessaturase (SCD-1),
todas estas relacionadas com a lipogénese; estdo diminuidas no figado daqueles animais que
realizavam o treinamento resistido(PAQUETTE et al.,, 2008. DOBRZYN et al., 2004,
DOMINGOS et al.,, 2011). Desse modo apesar de ndo ter sido testada no presente estudo,
podemos especular que o treinamento resistido pode induzir a ativacdo de outra enzima, a
monofosfato de adenosina kinase (AMPK), com subsequente decréscimo na expressdo dos
fatores de transcricdo relacionados a lipogénese, melhorando a oxidacdo de gorduras no
figado e subsequente reducdo do contetdo lipidico neste érgdo.

Descreve-se que 0 treinamento resistido exige a participagdo de varios grupamentos
musculares durante sua execucdo para a acdo de subida do aparato de treinamento proposto
neste estudo (PIGHON et al., 2009). E possivel que a reducdo do conteddo lipidico no
misculo pode ter sido afetado pela ativacdo muscular ocorrida durante a subida, além da
caracteristica metabolica oxidativa dos misculos esqueléticos envolvidos nesta modalidade de
treinamento empregada. Um dos mecanismos que pode explicar esta diminuicdo se refere
também a ativacdo da mesma via metabdlica da AMPK, que também esta envolvida no
metabolismo oxidativo de lipidios no misculo esquelético e no tecido adiposo. Sua ativacéo
ocorrida durante e ap0s 0 exercicio promove oxidacdo de gordura nestes tecidos
(RUDERMAN et al., 2003; LAVOIE & GAUTHIER, 2006).



67

Outro provavel mecanismo que envolve a diminuicdo dos depositos de gordura e da
concentracdo de lipidios teciduais se refere as mudancas metabodlicas exercicio-induzidas,
expressas por elevacdo das catecolaminas plasméticas e pela ativacdo subsequente da lipase
hormdnio-sensivel. Dessa forma, noradrenalina e adrenalina estdo associadas com a oxidacédo
lipidica do tecido adiposo visceral pelo aumento da fungdo dos receptores B3-adrenérgicos e
uma diminuicdo na ativa¢do dos receptores a2-adrenérgicos (CHAPADOS et al., 2008).

Nossos resultados também demonstram uma maior expressao do PPAR-y no tecido
adiposo. Evidéncias cientificas tém mostrado que a realizacdo do exercicio pode afetar a
sinalizacdo metabolica através da ativagdo deste receptor. Este fato pode promover beneficios
cardiovasculares e anti-anterogénicos (BUTCHER et al., 2008; YAKEU et al., 2010,
RUSHKE et al., 2010). RUSCHKE et al. (2010) demonstraram que 0 exercicio realizado por
quatro semanas pode aumentar a expressdo de PPAR-y no musculo esquelético e no tecido
adiposo, com impacto benéfico na sensibilidade a insulina. Secundariamente a esta ativacéo,
pode-se relacionar beneficios potenciais na expressdo de adiponectina, IL-6, TNF-a, PAI-1,
angiotensinogénio, e ainda, uma reducdo da concentracdo serica de acidos graxos ndo-
esterificados (PUIGSERVER & SPIELGEMAN, 2003).

Pesquisas recentes tém sugerido que a hipbxia do tecido adiposo pode ocorrer
secundariamente ao acumulo excessivo deste tecido, com consequente déficit de vasculatura
por area de tecido adiposo (ELIAS et al., 2012; TINAHONES et al., 2012b). Este talvez
possa ser o fator deflagrador do processo inflamatorio neste tecido, ja que foi demonstrado
que esta hipoxia relativa € capaz de recrutar macréfagos para o tecido adiposo (ELIAS et al.,
2012). Como resposta compensatéria em decorréncia desta hipoxia tecidual hd um aumento
do VEGF, o que promoveria a formagdo de novos vasos no intuito de reduzi-la. Este estudo
mostrou que a expressao do VEGF estd aumentada nos animais que realizaram o treinamento
resistido. Recentemente foi observado que o treinamento aerdbio induz ao aumento da
expressdo de VEGF no tecido adiposo em ratos alimentados com dieta padrdo e camundongos
alimentados com dieta hiperlipidica (HATANO et al., 2011; BAYNARD et al., 2012). Assim,
esta modalidade de exercicio empregada pode induzir a uma resposta compensatéria do tecido
adiposo para prevenir a hipertrofia do adipocito associado a reducdo na quantidade de
oxigénio local e aumento na expressio de VEGF (BAYNARD et al., 2012). Nossas
observacOes testadas neste estudo, sugerem um potencial papel protetor ao tecido adiposo
induzido pelo treinamento resistido, possivelmente com maior demanda a formacdo de novos
vasos neste tecido naqueles animais submetidos ao treinamento e consequentemente, embora

ndo testado,um menor grau de inflamacao.
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Os excessos de massa corporal e adiposidade estdo ligados ao aumento da frequéncia
cardiaca, do volume sanguineo, bem como ao aumento da pressdes arteriais sistélica e
diastélica (KENCHAIAH et al., 2002). A sobrecarga cardiaca imposta por estas alteracdes
pode influenciar o remodelamento cardiaco, manifestado por alteracbes na estrutura e funcéo
do miocardio. Como descrito anteriormente, 0 estresse crénico que o sistema cardiovascular
esta submetido pode alterar a matriz extracelular, a partir do desequilibrio entre as MMPs e
seus inibidores teciduais, resultando em um remodelamento alterado (SCHRAM &
SWEENEY et al., 2008; ABEL, LITWIN & SWEENEY 2008; SCHRAM et al., 2011).

O remodelamento do tecido cardiaco esta intimamente ligado com a patogénese de
algumas alteracBes que atingem o miocardio induzidas pela obesidade. Esse envolve a
degradacdo de colageno, fundamental na manutencdo da integridade estrutural do tecido
miocardico. No entanto, em determinadas condicbes como o infarto do miocérdio, a
hipertensdo arterial e até mesmo a insuficiéncia cardiaca observa-se um remodelamento
patoldgico. Previamente, demonstrou-se que a degradacdo alterada da matriz extracelular
pelas MMPs, especialmente a MMP-2, esteve correlacionada com o desenvolvimento de
desordens cardiovasculares incluindo: aterosclerose, insuficiéncia cardiaca congestiva, infarto
do miocardio, cardiomiopatia e hipertrofica do ventriculo esquerdo, patologias estas
relacionadas a obesidade (AHMED et al., 2006).

O remodelamento da matriz extracelular no tecido cardiaco induzido pela obesidade
contribui para anormalidades cardiacas funcionais e estruturais que culminam em mudancas
da composicdo dos cardiomiocitos da matriz extracelular (ZIBADI et al, 2011). A
consequente sobrecarga pressdrica secundaria a elevacdo da pressdo arterial € outro fator que
influencia 0 remodelamento, ou seja, 0 estresse mecanico. A sobrecarga de pressdo afeta a
matriz extracelular e suas conexfes com as células e essa interacdo pode resultar também em
um remodelamento alterado da matriz extracelular (FAN & SCHULZ, 2012). Esse processo
pode ser confirmado em ratos alimentados com dieta hiperlipidica que desenvolveram
hipertensdo e hipertrofia do ventriculo esquerdo (OUWENS et al., 2005; PINHEIRO et al.,
2007). De acordo com estes autores, demonstrou-se que a exposicdo a dieta rica em gorduras
resuta em elevacdes dos niveis pressoricos com impacto importante na massa do ventriculo
esquerdo e na atividade do MMP-2. Nestes estudos, maior quantidade de tecido adiposo, alta
concentragdo de citocinas, como leptina, TNF-a, IL-6 e IL-1p, hipertensdo arterial e ativacéo
do sistema nervoso simpatico (AUKRUST et al., 2004; HILFIKER-KLEINER,
LANDMESSER & DREXLER, 2006) podem ter influenciado o remodelamento cardiaco e a
atividade da MMP-2.
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O treinamento aerdbio e resistido tém sido recomendados como modalidades de
exercicios para promover ndao somente o aumento do gasto energético e da capacidade
cardiorespiratoria, reducdo da massa corporal e mudancas da composicdo corporal, mas
também para reduzir o risco cardiometabolico relacionada com a obesidade. Nossos dados
corroboram em parte esta afirmacdo, jA& que demonstramos que 0 emprego do treinamento
resistido em ratos submetidos ou ndo a dieta hiperlipidica induziu as mudancas positivas na
composicdo corporal, na pressdo arterial e no aumento da atividade da MMP-2 no ventriculo
esquerdo. [Essas alteragbes podem ser atribuidas amaior massa magra induzida pelo
treinamento de forca e a uma possivel elevacdo da taxa metabolica basal e do gasto
energético. E possivel que a alta intensidade do treinamento resistido realizado tenha induzido
a maior mobilizacdo de acidos graxos livres e oxidacdo de gorduras (STOKES, 2003; LEITE
etal., 2011).

Os efeitos do treinamento resistido no metabolismo do tecido adiposo e inflamacdo de
baixo-grau sdo bem estabelecidas e de acordo com alguns autores, esta modalidade diminui a
area do tecido adiposo e a adiposidade total em ratos (CORRIVEAU et al., 2008; PIGHON et
al., 2009; SPERETTA et al.,, 2012). Além disso, esta eleva a quantidade de massa magra e
promove um efeito anti-inflamatorio, demonstrado por diminuicdo do TNF-a, da proteina C-
reativa e da IL-6 (TALEBI-GARAKANI & SAFARZADE, 2012). Recentemente,
SPERETTA et al. (2012) também demonstraram que o treinamento resistido, agora em ratos
com obesidade induzida por dieta hiperlipidica, foi capaz de promover todos esses beneficios,
com especial reducdo na expresséo do TNF-o no tecido adiposo visceral. Um estudo
conduzido por MARQUETI et al. (2012) também demonstrou que o treinamento de salto de
alta intensidade na &gua induziu maior atividade da MMP-2 e também maior contetdo
protéico no ventriculo esquerdo em ratos (MARQUETI et al., 2012). Neste sentido, nosso
estudo demonstra que o treinamento resistido induz aumento na atividade da MMP-2 no
ventriculo esquerdo nos animais treinados, independente do padrdo alimentar proposto, isto €,
racdo padrdo ou hiperlipidica. O estimulo induzido pelo treinamento é importante para manter
tanto o turnover enzimatico quanto a funcdo cardiaca e, pode ser visto como um mecanismo
fisiologico que promove adapatagdo (XU et al., 2008).

Um ponto que reforca os nossos achados foi o maior valor da massa do ventriculo
esquerdo no grupo treinado (TR) quando comparado ao sedentario (SED), observado também
com maiores valores de massa do ventriculo esquerdo:massa corporal nos grupos treinados

(TR e TR-OB) ao compara-los com os grupos sedentérios (SED e SED-OB).
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A obesidade sarcopénica, definida como a perda relativa da massa magra associada a
obesidade (ROUBENOFF, 2004), tem sido relacionada com o aumento do risco
cardiovascular, possivelmente pelo acumulo de gordura, pelo aumento de marcadores
inflamatdrios e por uma menor quantidade de massa magra e consequente menor eficiéncia
metabdlica. Na verdade, esse achado pode estar relacionado pela possivel associacdo entre a
massa do ventriculo esquerdo e a quantidade de massa magra. Recentemente, DE SIMONE
et al. (2012), encontraram que a deficiéncia de massa magra tem sido associada ao excesso de
adiposidade e a valores aumentados da massa ventricular esquerda. Nossos resultados
demonstram que a dieta hiperlipidica gerou menor massa magra e maior adiposidade e massa
do ventriculo esquerdo no grupo SED-OB. Por outro lado, o treinamento resistido foi capaz
de aumentar a massa magra com menor massa adiposa. A relagdo massa ventriculo
esquerdo/massa magra foi significativamente maior no grupo SED-OB em comparacdo a
todos os outros grupos. Entretanto, com a observacdo de uma melhora nesta relacdo no grupo
TR-OB, é possivel que o treinamento resistido possa ter um papel importante em modificar
esta variavel, com potencial efeito protetor.

Apesar dos resultados positivos mostrados neste estudo, é importante salientar que
consideramos existir algumas limitaces que poderiam nos ajudar a explicar 0os mecanismos
fisiologicos, celulares e moleculares dos resultados encontrados. Assim, a medida das
adipocinas, do perfil lipidico, dos niveis glicémicos e da insulina plasméatica poderiam ajudar
na explicagdo dos mecanismos envolvidos tanto na inducdo da obesidade quanto no efeito do
treinamento resistido. Apesar disso, foi possivel a observacdo de efeitos benéficos do
treinamento resistido em ratos alimentados com dieta hiperlipidica, sugerindo um potencial

papel protetor desta modalidade de exercicio.
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8. RESUMO DOS ACHADOS

» O treinamento resistido melhorou a composicdo corporal representado por elevacdo na
quantidade de massa magra e reducGes na de massa gorda, no percentual de gordura

total e troncular.

» O treinamento resistido promoveu reducdo dos niveis pressoricos nos animais

alimentados com dieta hiperlipidica.

» O treinamento resistidlo promoveu maior expressdao na atividade da pro-MMP-2,
independente do programa alimentar, e da MMP-2 intermediaria no grupo alimentado

com dieta hiperlipidica.

» O treinamento resistido demonstrou ser uma ferramenta importante capaz de diminuir
depdsitos de gordura retroperitoneal, mesentérico e epididimal, independente do

programa alimentar proposto.

» O treinamento resistido reduziu a area de adipOcitos nos animais alimentados com
dieta hiperlipidica e promoveu uma maior expressdéo de VEGF e PPAR-y no tecido

adiposo retroperitoneal em ambos 0s grupos treinados.
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9. CONCLUSAO

O treinamento resistido mostrou-se capaz de influenciar de forma benéfica algumas
alteracOes fisiopatoldgicas relacionadas ao consumo excessivo de alimentos com alto teor
lipidico, promovendo mudancas importantes na composicdo corporal, na atividade da MMP-2
no ventriculo esquerdo e nos niveis pressoricos em animais experimentais. Além disso, esta
modalidade de treinamento também foi capaz de promover mudancas com impacto positivo
na expressdo de PPAR-y e de VEGF em sitios de gordura retroperitoneal e no conteudo de
adiposidade total. Com base em nossos achados, concluimos que o treinamento resisitido deve
ser considerado uma ferramenta de valor contra os efeitos deletérios induzidos pelo excessivo

consumo de gorduras e as comorbidades associadas a este habito.
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10. CONSIDERACOES FINAIS

Face aos resultados obtidos neste estudo podemos sugerir que o modelo animal de
treinamento resistido na escada pode possivelmente promover reducdo no risco cardiovasular
associado a obesidade. J& que houve melhora do remodelamento cardiaco, da composicdo
corporal, da pressdo arterial, bem como reducdo da adiposidade. Portanto, essa modalidade de
exercicio empregada pode ser considerada uma ferramenta ndo-farmacologica de valor na
obesidade, uma vez que atenua os efeitos deletérios desta doenca sobre suas comorbidades.
Provavelmente todos esses beneficios foram mediados pela realizagdo do treinamento
resistido. Entretanto, os mecanismos envolvidos com estes resultados ndo foram elucidados
com nossos achados e consideramos que estudos adicionais sdo necessarios para esclarecer as

vias metabdlicas e seus mediadores envolvidos nos beneficios observados.
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ARTICLEINFO ABESTRACT
Article Hstary: Objective. The purpese of this study was to evaluate the effect of resistance training (RT)
Received 15 January X013 on body composition, systolic and diastolic blood pressures (BF), and activity of muscle
Accepted 14 May X013 MMP-2 in the left ventricle of high-fat fed rats.

Materiaks/methads. We haveevaliated 32 male Wistar rats divided into four experimental
Keywards: groups (n = Heach) according to diet and exewise status: sedentary (SED; standard diet),
Resiztance raining sedentary obess (SED-OB; diet: 3086 of fat), BT (ET; standard diet) and KT obese (RT-OE; diet:
Obeity 0% of fat). After weaning (day 1), animak were subjected to the experimental dist
Left wniricle according to thelr groups during 24 weeks. & 17-week stength-training period was usad,
Matrix metallopeptidasse during which the rate climbed a 1.1-m wvertical ladder with weights attached to thelr tails.

Sessions were performed three times/week (Mondays, Wednesdays and Fridays), with 49
climbe/zesgion and 8-12 dynamic moverments/climb.

Resule. BT induced higher mugcle MMP-2 activity in the left ventricle in RT and RT-0B
groups. Moreover, this study demonstrated that BT promated lower body and fat masses, fat
perentage, systolic and diastolic BPs and higher fat free mass in both trained groups.

Abbreviations: ECM, Extracelular matrie; MMPs, Metalloproteinasss, MMP-2, Metalloproteinase-2; BF, Blood pressure; CV, Candiovas-
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free mase; THNF-w, Turmour necrosis factor-alfa.
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Condigion. BT increased muscle MMP-2 activity in the left veniricle, induced positive
changes on body compesition and lowered BPs in high-fat diet fed rats, suggesting that it
may be a useful tool to prevent altemtions induced by high-fat diet consumption.

@ 2013 Elsevier Inc. All rights reserved.

i Introduction

Obesity per se is able to trigger the onset andfor to induce
impaortent changes in the heart and vesoular system that
could lead to heart failure [1-3]. Cardizc remodeling is 2
progressive process that induces an adaptative and/or com-
pensatory reaponse of multiple heart structure and fundion
oversustained periods 4] Several conditions are able to cause
cardiae remodeling such aa cbesity, hypertension, ischemis—
reperfigion injury and myocardial infardtion [=7]) and one of
the most important changes induced by obesity is left
ventricle hypertrophy. Cardisc muade remodeling by itself
could induce all changes mentioned above [£,9].

kemodeling of extracellular matrix (ECM) is one of the
components involved on cardiac remodeling and is the result
of increased synthesis and deposition of ECM components
[10]. Orgeanization and structure of myocardial ECM may be
maodified by chronic cardiovascular stress or other patholog-
ical stimuli, like hypertension and obesity, resulting in altered
cardiac size, structure and function [4]. Metalloproteinases
(MMP3) are & group of enzymes from zinc-dependent endo-
peptidase farnily [11] responsible for the breakdown of ECM
components th at contributes to normal tissue regulation and
remodeling. Actuslly, they are being considered ss direct
mediators of ventricular remodeling [12]. In this pathophys-
iological process, an inareased activity of these extracelular
protesses isnoted [10,13] and several clinical conditions, such
&3 obeaity, hypertension, hyperglycaemia, dyslipidemia and
also inflammatory and pro-oxidant states are &ll correlated to
it [14].

(n spontaneously hypertensive rats, Mujumdar and co-
warkers [15] reported that cardiac hy pertrophy was sssociated
with increased MMP-2 sctivity leading to decreased cardiac
tizsue tensile strength and subsequent systolic and disstolic
dysfunctions in this pathological condition. On cbesity, in
view of the sbove-mentioned evidences, there is growing
interest to study interventiona for prevention and also
trestment of cardiac remodeling, possibly resulting in im-
proved heart fanction.

In this sense, the exercise has become one of the moat
importent aspecs of the non-pharmacological strategy to
treat obesity and to prevent weight gain, in eddition to its
protective effect againat obesity comarbidities. In this regard,
exercise mctuslly has been considered s a useful tool to
promote cardioprotection [16]. Aerobic exercise improves
cardioreapiratory fitness, promoting positive changes on fat
mas3, dyslipidemiz, hypertension, insulin resistance, diabetes
end many other obesity comotbidities as well 5, 7,17,18]. Of
note, Finheirn and co-workers [6] demonstrated, in obese mis,
thatendurance exercise attenuated blood preasure (BF) levels,
cardiac hypertrophy and reduced myocardial fitrosis.

While sembic exercise has some of the above-mentioned
positive effects, ther is growing interest on effects of

resistance training &3 & stretegy to improve cardiac remodel-
ing. Recently, Marqueti and co-warkers [19] have shown that
training =ts by jumping in the water carrying loads signifi-
cantly incressed MMP-2 activity and protein level in the left
ventricle tissue, suggesting an improvement on cardiac
remodeling. Doustar and co-workers [20] demonstrated that
four weeks of KT induced physiolgical candiac hypertrophy
without any significant change onits function. Of note, Soufi
and co-workers [21] demeonatrated a cardioprotective effect
against myocerdial infarction in mts subjected to resistance
exerdses during 12 weeks.

Higher fat mass, lower muscle mass and higher BF are
generally sssodated to cardiovsscular risk (OV) in obesity. Many
smdies have alresdy shown somne benefidal effects of RT not
anly on body compogition but also onobesity relsted comorkid-
ities [23-25]. We have hypothesized that RT in high-fat fed rats
could positively alter MMP-2 adtivity on the keft ventricde with
concomitant benefits on body composition and BP.

2 Materials and methods
21, Animals

All experiments were canducted sccording to the Guide for
Care and Use of Leboratory Animals (Metional Research
Council, 1998). Thirty-two male 12-week-old Wistar rats
(Rattuz novergicus var. albinue, Rodentia, Mammalic) weighing
4011 + 93 g were used. The animals were kept in collective
cages (5 rats per cage) at constant temperature (X2 &2 °C)
subjected to cycles of 12 h light/12 h darkness.

A virgin female (three months old) was caged with a male
mt and after mating, it was pleced in an individual cage
with free scoess to weter and food. To evoid litter effect,
within 21 days from birth (day 0), the excess number of pups
was removed and only six males per dam were kept to
mnduce higher lactation performance [26). During lactation
(21 days), rat dams received stendard laboratory chow
(Muvilab®, Parand, Brazil) and weter sd libitum. The
research protocol was previously approved by the State
Univemity of Rio de Janeiro (UER]) Committes on Exper-
mentz]l Animals (CELADS/2013).

22, Experimental groups

On postnatsl day 21, rats were mndomized and divided in
different litters (2 animals/esch litter] into four experimental
groups (B enimals per group): sedentary (SED), sedentary
obese (SED-0B), resistance training (RT) and BT obese (RT-0B)
groups. SEDand SED-OB animals were kept in their cagea for
12 weeks without any type of exercise. Trained groups (RT and
RT-0B) performed 12 weeks of RT and training started &t the
same time for each group.

Please cite this artide as: Leite RD, et &l, Resistance Training may concomitantly benefit body composition, blood pressure
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2.3 IDnet

Diets were manufectured once 8 week and stored as pellets
gt 4 °C in sgreement with the American Institute of
HMutrition (AIN-93 M) recommendations [27]. Sedentary and
RT groupa received the standard chow diet (Nuvital,
HWuvilab, PR, Brezl), in pellet form, which contained 3%
of protein, 71% of carbohydrate, &% of totsl fat and 5% of
fiber. High-fat diet wes composed by standard rat chow
(Muvital, Muvilab, Colombro PR, Brazil) plus shortening
(Primor, SC, Brazil) and condensed milk (Mestlé, S3o Paulo,
SF, Brazil), achieving & composition of 15% of protein, 30%
of total fat and 55% of carbohydrate [§]. Caloric densities of
high-fat diet and standard chow were respectively, 5.50 and
4.28 keal/g.

All components of the high-fat diet were grounded and
blended. SED-0B and RT-OB groups received high-fat diets
during experimental (24 weeks of high-fat diet) and ako
during resistance training period (the last 12 weeks of
experimental period). All animala had free sccess to their
allowed diet and water durng the course of the experi-
mental period

2.4  Resistance training protocol

241  Famliarization

The rats were adapted to RT protocol by climbing & vertical
ladder (1.1 m; 0.18 m, 2-cm grd, 80° indine) with the load
spparatie without weight for two non-consecutive days (48 h
of rest interval). The load apparatus was fixed to the tail by
Wrapping its praximal portion with & self-adhesive foam strip.
With the load spparatus fixed to the tail, each mt was placed
at the bottom of the ladder and familiarized with the dimbing
procedure. Ifneceasary, & stimulis with tweezers was applied
to the snimal's teil to initiete movermnent. When the rats
reached the top of the ladder (house chamber), they were
allowed to rest for 120 2. This procedure was repested unti
they would voluntarily climb the ledder for three consecutive
tums without eny stimuli

242 Determination of mmdmum carrying boad

Two days after the familiarization procedure, each animal
wad evaluated to establish its maxdmum carrying load (CL)
that consisted of 49 ladder climbs with progressive heavier
loads. The initial climb was performed with 75% of the
animal's body masa and after an additional 30-g weight was
edded until & load with which the rat could not dimb the
entire length of the ladder was reached.

The highest load that the animal successfully carried the
entire length of the ladder was conaidered the rat's maximal
carrying capacity for that treining session. Failure was
deterrined when the animal could not progreas upthe ladder
after three successive stimuli to the tail.

243 Traming period

After sbove-mentioned procedurea, the resistance training
period was started and performed three times Mondays,
Wednesdays and Fridays) per week during 12 weeks and
congisted of four ladder climbs with 50%, 75%, 90% and 100%
ofthe mt's previously established maximeal CL. [f a rat reached

108 of its CL, an additional 30-g load was added until a new
CL was determined. The rest period between each dimb was
120 5 and resistance treining protoool was sdapted from Leite
end co-workers [25].

244  Body mass, fat percentoge and food mtoke

Body mass was measured weekly during the experimentzl
period while food intake wes sssessed three times per week
[Mondays, Wednesdays and Friday). Totsl fat percentage,
m3seased by dual-energy X-my absorptiometry (DEXA; Lunar
DEMA 200368 GE instrument; Lunar, Wisconsin, USA) was
performed before the last training sesgion after eight houms of
fast with animals aneesthetized with ketamine (100 mgkg)
and xylazine (10 mg'kg) Analysis was performed by specific
software (Encore 2008 Version 12.20; GE Healthcare).

245 Blood pressure measurement

Systolic, disstolic and mean BPs wer messured in the last
training week Before BF messurement, rats were familiarized
to protocol during five days and, to avoid acute and sub scute
effects, these parameters were evelusted 48 h after the last
training seagion by uging & non-invesive method of the tail-
cuff plethysmography in conscious rats (Letica LE 5100,
Panlsb, Barcelona, Spain).

246 Tissue preparation

After 12 weeks of KT, animals were sacrificed by decapitstion
4% h after the last training seagion. The heart was removed,
washed with ssline and weighed. Subsequently, the left
ventricle was isolated, weighed, frozen in liquid nitrogen
end stored at -B0°C for later analysis. Heart mass to body
maas ratio (HM:BM), left ventricle mess to body mess (LV:BM)
end to fat free mess (LV:FFM) ratios were determined by
dividing heart masa and left ventride masa by body ar free fat
mass [28].

247 Determination of MMP-2 activity in the left ventricle
The frozen left ventride was washed three times with cold
agline and then 25 mg of it incubated in 2 ml of extraction
buffer [10 mmol/L cacodylic add (pH 5.0); 0.15 mal/L NaCl,
1 pmal/L ZnCly; 20 mmolL CaCly; 1.5 mmol/lL NaMsy; 0.01%
Triton X-100 (w'v)], at 4 °C for 24 h. After this period, the
solution was centrifuged for 10 min (13,000 = g at 4 °C) and
3 pg of total protein, measured with BCA Protein Assay
Kit (Pierce, Rockford, IL, USA), was loaded and applied in
each lane of sodium dodecyl sulfate (SDE}-10% polyacryl-
amide gels prepared with 1 mg/mL gelatin. After electro-
phoresis, gels were washed twice for 20 min in 2.5% Triton
X-100 to remove SDS. Gela were rinsed and incubated in
buffer substrate [50mmolLl Tris-HCl (pH £0); & mmollL
CaCly; 0.02% MNaMs] at 37 °C for 20h. Gels were steined
with Coomassie brilliant blue for 1.5 h and destained with
eeetic acid:methanolwater (1:4:5) for visualization of
ectivity banda. Gels were photographed with a Canon G&
Power Shot 7.1-megepixel camera. Densitometric quant-
tative snalyaia of MMP-2 protein bands seen in the
zymography gels were performed using Gene Tools
version 306 software (Syngene, Cambridge, UK). All pro-
cedures were perfarmed a3 previously described by
Marquetti and co-workers [19].

and musde MMP-2 activity on the left ventricle of ..., Metabolism (2013), httpy//dx doi.org/10. 1016,
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25 Smtistical analysis

The statisticel snalysis was performed by Statistice 7.0
software packege (StatSoft, Tulsa, OK, USA). Gaussian distri-
bution wes certified by Shapiro-Wilk normality test. All
variables presented normael distribution and were reported
B3 meens + standerd error of the mean (SEM).

The variables body maas, total fat percentage, heart mass,
HM:EM, LM:FFM, BPs and MMP-2 activity were analyzed using
twro-way analygis of variance (ANOVA; [diet (normal chow va.
high-fat diet} vs. training (sedentary and RT groups)]), fol-
lowred by Tukey's post hoc tests (Significant Main Effects) for
multiple comparisona. Final meximal CLs for treined groups
were anelyzed wing Student t test. Two-tailed P value = 005
was considered statistically significant.

3. Results

3.1.  Biometrical parameters and final maximal
carrymg load

SED and ET groups presented lower body mass compared to
SED-0B and RT-OB after the experimentzl period (Tehble 1,
P < 0.05). Additionelly, the RT-0B grouphad significently lower
body mass than SED-08 one (P = 0.00&; Tahle 1).

High-fat diet induced significantly higher fat percentage
and lower amount of fat free mass in SED-0B group compared
to SED, BT end RT-0B ones (F < 0.05). Of note, KT was shle to
induce & significent decresse on fat percentage (P = 001) in
the RT-0B group compared to SED-0B. The RT group showed
gignificantly lower amoun ts of total fat compared to SED, SED-
OB and ET-0B (P < 0.05 Teble 1). On the other hend, the RT
group had significently higher amount of fat free mass
compared to other experimental groups (P < 0.05), while
high-fat diet induced significantly lower fat free mass in
SED-0B groupcompared to SED(F < 0.013), RT (P = 0.0001) and
RT-0B ones (P < 0.05).

HMBM was statistically lower in the SED-OB group
compared to SED (p = 0.001), RT (p= 0001) and RT-0B ones
(p= 0.001). LV:FFM was significantly deessed in SED and BT

when mmpared to SED-OB (P < 0.05) and ET-0B (P < 0.05)
groups. Moreover, RT-0B presented significantly lower LV
FFM compared to SED-0B. No statistically significant differ-
ences were observed between all experimentsl groups for
hesrt mass, keft ventricle mass or LV:BM. The treined groups,
KT and RT-0B, did not differ in final maximal CL(914.3 £ 28.1
wa, B421 & 279 g N5).

32, Blood pressure

The BT group presented lower systolic end mean BPs than
SED-0B and RT-0B(p < 0.05) while no difference was observed
between KT and SED grmups. Disstolic BP was not different
arnong SED, BT and RT-0B groups. On thecounterpart, SED-0B
had higher disstolic BF when compared to other groups
[F = 0.05; Table 3).

33, MMP-2 activity

KT groups hed higher velues of pro-MMP-2 compared to
sedentary ones (P< 00% Fig. 1). We have also noted &
difference between SED end SED-OB groups (P <0.085), the
former one presenting higher values than the last.

Intermediate MMP-2 activity for the SED-OB group waes
lower when compared to SED (P < 0.01), BT (P = 0.0001) and
ET-0B (P < 0.01) ones. Mo difference was cbaerved between
trained groups for pro- end intermediste MMP-2 adivity,
while active-MMP-2 did not change significantly in any group
[MS Fig. 1).

34.  Spedfic effects of BT and high-fat diet (interactions)

The intergction between KT and high-fat diet significantly
determined observed results on pro-MMP-2 (F < 0.01), mean
BP (p < 0.05) and HMBM ratio (P <0.05) with the former
stimulua influendng more extensively the results than high-
fat diet Accordingly, the following parameters were influ-
enced by BT: body mass (P < 0.05), fat free mass (P < 0.001), fat
percentage (P < 0.001), left ventricle mass [P < 0.01), LV:BEM
[ < 0.05), systalic BP (P < 0.05), diastalic BP (P < 0.01), inter-
mediate-MWP-2 (F < 0.01) and active-MMP-2 (P < 0.05), while

Table 1 - Differences between body composition and heart biome trical parameters among stdied groups,

SED SED-0B RT RET-0B
Bedly mass (3 45195 + W.06 S+ TIE 415 + 1601 S0+ 1696
Fat free mass fg) 26080 + 10.57 21760 263" 28953 = 1040 247 85 + 9677#
Fat (% 4041 = 161 s 143" 070+ 1627 w11
Heart mass fg) 135 + 004 134 + 003 128 + 005 139 + 005
LV mass () 0.49 = 001 082 003 053 003 062 + 003
HMEM [mgg) 300+ 010 247+ 005" 247 + 0057 281+0.157
LV:EM {mg/g) 110 + 0.04 1.10 + 005 15 + 011 1.26 + (.08
LV-FEM (') 00019 = 0.0001 0008 00001 Q00A + 000017 00035 + 000017#

Valwes are presented o means + SBAP <005

D= Ssdentary group; SID-0B = Sadentary Obssa group; BT = BT group; RT-0B = RT Obese group; Fat= percent of total fat; IV mass = Left
Ventride mass HMEM = Heart Mass: Body Mass LV:EM = Left Ventricle mass: Body Mass; LV FFM = Left Ventricke mass: Fat Free Mass,

: Compared toSH).
T Compared to Sad-0R.
# Compared to RT.
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Table 2~ Elood pressure results.

SED SED-OB ET RT-0B
Systolic BP {mmHg) 12110+39 4636 +4.36" 1760 +2 267 12752 + 251
Diastolic BF (mmHg) 9413291 11645 +3.28" 9033 +1487 9675+ 2937
Mean BP 10540 +2.00 12161 + 206" 9913+ 0957 1063 + 2437

Values are prgented 25 means + SEM P « 005,

SHD = Sadentary group; SED-0B = Sedentary Obese group; BT = Resistince training group; RT-0B = RT Obsse group; BF = blood pressume.

* Compared to SED.
T Compared to Sed-0R.
¥ Compared to BT.

high-fat diet influenced body massa (P < 0.001), fat free masa
(F = Qu01), fat percentage (P < 0.01), LVFFM (P < 0.001), aystalic
(P < @u001) and disstolic BPs (P < 0.05) and &lso intermediate-
MMP-2 activity (P < 0.001).

4, Discussion

The present study investigeted whether resistance training
performed during 12 weeks on high-fat fed rats could alter
MMP-2 ectivity at the level of left ventricle muscle and our
regults have demonstrated that resistanee treininginduced an
incressed ectivity on pro and intermediate-MMP-2 while no
statistica] difference was observed for active-MMP-2 between
experimentzl groups. Since activetion of MMP involves many
steps end ell forms are impomant to teke the ulimate
enzymatic function, this finding paints to 2 possible mprove-
ment on cardiac remodeling response in anim als subjected to
registance training progrem. Moreover, our study slso
showed that resistance tmining concomitanty promoted
lower body end fat masses, fat percentage, systolic and dia-

gtolic BFs and higher fat free masa as well, independently of
diet. All these findings confirmed our initial hypothesis, in
which resistance tmining could modulate MMP-2 activity on
the left ventricle sssociated to improvernent on body compo-
gition and BF in high-fat fed rats.

The clinicel relevance of our findings is based on the fact
thet excessive adiposity in response to B positive energy
balance has been considered an imporant risk factor for
the sppearance of obesity-essocisted comorbidities [29], re-
sulting in an incresse in camdiovascular diseases and heart
failure [8]. Several sdentific evidences have shown that high-
fat diet consumption wes associated to incressed amount of
tote] ediposity and ectopic fat depota, hypertension, altered
lipid and inflammatory profiles, impaired gluose homeosts-
gis and marked cardiac derangements in rats [6,17, 22 30,31].
In this sense, previous dets demonstrated altered degreds-
tion of ECM by MMPs, especially MMP-2, which was correlated
to the development of cardiovesculer disorders including
stheroaderoais, congestive heart failure, myocardial nfarc-
tion, cardiomyopathy and left ventricle hypertrophy gl of
thern related to obesity [32].
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Cbesity-induced cardiac ECM remodeling contributes to
cardizc functional and structursl sbnormalities, resulting in
changes in cardiomyocytes and extracellular composition
[33]. Higher levels of BP lead to pressure overlozd that could
be viewed B3 mechanical stresa. Pressure overoad affects
ECM &nd cell-ECM connections end these interactions may
also cause an altered ECM remodeling [34]. It was already
confirmed that rats fed with high-fat diets develop hyper-
tension and left ventricle hypertrophy 23 consequence of
obesity, induced by positive energy balance [6,35]. In agree-
ment with these previous studies, our own has shown that
long-term exposure to high-fat diet led to higher systolic
and diastolic BPs impacting left ventricle mass and MMP-2
activity. Larger tissue mass, higher cytokines levels such as
leptin, tumour neozis factor-alfa (THF-z), interleukin-6 and
interleukin-1p are associsted to the presence of coexisting
hypertension and adtivation of sympathetic nervous sys-
tem [3637] which were &ll related to myocardisl remodeling
and MMP-2 activity. These factors might have influenced
the results,

Endurance training, concurrent training (defined by asso-
ciation between endurance and resistance trainings) and
resistance traming have been recommended as exerdse
maodelities to promote not anly inaeeses in energy expendi-
ture, reductions n body weight, changes on body compaosi-
ton, improvements on cardiorespiratory fitness, but also
reductions of obesity-related cardiometebalic Ak Our atudy
has elso showed thet resistance training induced positive
changes on body compaosition, BP and higher MMP-2 activity
in the left ventricle in lean and obese mts. These altertions
maey be attributed to higher skeletal muscle mass that may
result in higher basal metsbolic rate and energy expenditure.
We may speculste a3 well that high intensity resistance
training possibly induced free fatty acids mobilization and
axidation during and after exerdse due to increased hormaone
sensitive lipase activity, s a result of higher catecholamine
levels, thyroid and others hormones, such s cortisol and
growthhormane relesse [32 39]. Therefore, hypotheticslly and
based on our results, long-term high intensity RT may repre-
sent & tool for improvement of body compaosition, finally re-
sultingin & lower pro-inflammatory profile.

Effects of resistance training on adipose metzbolism and
low-grade inflammation are being established. Some authors
have shown that resistance training was effective to derease
adipose tissue sres and total ediposity in rats [22,25,4041], to
increase fat free mass [42] and also to cause &n Ent-
inflammatory effect, expressed by decreased levels of TNF-z,
C-reactive protein &nd interleukin-6 [43]. Recently, Speretta
and co-workers [22] ako noted that BT was able to promote
all these benefits with special focue on decreased THF-a ex-
pression on viscersl adipose tissue in high-fat diet rats. Pre-
viously, we have demonstrated that high intensity jump
training on water induced higher MMP-2 activity and protein
content in the left ventricle in rata [19]. In the same way, the
present study demomstrated that resistance training also
induced increases in MMP-2 activity in the left ventricle both
in high-fat fed and control rats. These stimuli induced by
exercise training are important to maintasin enzymatc
trnover end normal cardiac functon end could be viewed
a3 & physiclogical mechanism that promotes sdaptation [44].

Another point that cormoborates our findings was noted by
higher values of left ventride weight on RT group when
compared to the sedentary one (SED) which were also corro-
barated by the observation of higher values of LV:EM ratio in
trained groups (RT and KT-OB) compared to sedentary ones
(SED and SED-08).

Sarcopenic obesity, defined a3 & wlative bas of free fat
mass agsociated to obesity [45]) hes been associsted to
mnoreased risk of morbidity and higher cardiovascular risk
[28], possibly coanring due to fat sooumulation, increase in
inflammeatory merker end also diminished amounts of
muscle mass. Actually, it is recognized that left ventricular
mess B strongly influenced by fat free mass on skeletal
muacle [28]. Recently, Simone and co-workers [28] found that
relative fat free mass defidency was associsted to higher
left ventricle mass and excessive adiposity. Hersin, we have
observed that high-fat diet induced signifiently lower fat
free mass and higher amounts of fat mass n SED-OB group.
Surprisingly, there was no statistical difference for left ven-
tricde mass between &ll experimental groups. However, we
have cbserved atrend in LV mass suggesting higher LV mass
in the obese groups (SED-0B and RT-0B) compared with SED
and BT group. On the other hand, RT induced an increase on
fat free masa with lower fat mass while the L\V:FFM ratio was
significantly higher in SED-0B than in SED, RT and RT-OB
groups. Therefore, there must be 2 role of BT indudng &n
improvement in this ratioin RT-0B group. In this sense, there
B & great intereat to understend the interactions among all
ayaternic elterations induced by obesity, MMP-2 and cardiac
memodeling in rats and humans. Taken together, these re-
sults suppest that resitance training provides & potentisl
strategy to attenuate the impact of obesity on cardiovasaular
gystem and support an important functional role for MMPs
in the regulation of cardizc remodeling and turnover.

Considering our results, we may suggest that msistance
training tested in ladder may improve cardiovascular risk
azsociated to cbeaity, improving cardisc remodeling second-
ary to higher MMP-2 activity en the left ventricle, lower levels
of systolic and diestolic BPs, better body composition and
lower amounts of adiposity. Limitations of our results warrant
mention, and the lack of testing inflammatory markers
such as leptin, TNF-« and interleukin-6 could have sugpested
some mechanistic insights o ow resulis. Additionaly, the
metabolic profile should add information, if tested In con-
dusion, we presented evidence suggesting that RT was
associated o better MMP-2 activity, systolic and disstolic
BP3 and body composition in high-fat fed rata. Probably, all
these benefits were mediated by resistance training but fur-
ther studies are necessary to test the exact mechanisms in-
volved on these findings.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

The aims of our study were to investigate effects of postnatal overnutrition, obtained by restricting the
number of pups per litter, on microcirculatory reactivity, fat depots, its total percentage and lipid profile.
Microvascular reactivity was evaluated in the cremaster muscle of 24 hamsters divided into four groups, with
6 animals in each one: normal (ML) and restricted (RL) litter groups, both at 6th and 21st weeks of age. The
ML group had 8-9 pups and the RL 3 pups per litter and to avoid the litter effect, only one animal was used per
litter. The results have shown that the RL group had higher velocity of weight, body mass and far gain
compared to the NLone at weeks 6 and 21. Significant differences were also observed on urogenital fat depot,
total cholesterol and low density lipoprotein between groups. At the lowest concentration of Ach, the RL
group showed smaller arteriolar dilatation at the 2 1st than at the 6th week [5(3=13) vs 19(8-40)%, p=<0.01]
while the NL one did not show any difference within the group. The highest concentration of Ach at the 2 1th
week pointed to endothelial-dependent microvascular dysfunction in RL compared to NL [3(8-26) vs.
13(8-26)%, p<0.05]. Endothelial-independent microvascular reactivity was similar betwesn groups, Our data
suggest that postmatal overnutrition is associated to muscle endothelial-dependent microvascular
dysfunction, greater body mass and total percentage of fat and impaired the lipid profile. In conclusion, the
imprinting promoted by this experimental model of obesity was able to influence microvascular reactivity
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later in life.

@ 2012 Elsevier Inc. All rights reserved.

Introduction

Animal growth and development is a complex and dynamic
process induding genetic and/or environmental factor interactions.
During early postnatal life stimulus and/or disturbances in any factor
of development can induce important physiological adaptations in
key tissues or organ system (Lucas et al, 2001; Warner and Ozanne,
2010).

Since 1957 it is known that animals raised in small litters become
obese (Kennedy, 1957). At this period of life, overnutrition is an
important modulator of metabolic and cardiovascular disturbances
and represents a risk factor for adult obesity (Rodrigues et al., 2009,
2011). Altered adipose tissue storage and circuits in the hypothala-
mus able to control food intake and energy balance in adulthood may
be the culprit of accelerated body weight gain (Faust et al,, 1980;
Plagemann et al, 1999; Rodrigues et al,, 2009) .

Metabolic syndrome (MS) is referred as a cluster of cardiovascular
risk factors in which abdominal obesity, impaired glucose tolerance

* Corresponding author at: Rua 530 Frandsco Xavier, 524, Ap cwde: 20550013, Rio
de Janeiro, Rio de Janeiro, Brazil.
E-mail address: gkraemer@igoombr (LG, Kraemer-Aguiar).

0026-2862/% - see front matter © 2012 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi: 10101 6/j.mvr 2012.03.009

or type 2 diabetes mellitus, dyslipidemia, raised blood pressure, pro-
inflammatory and pro-thrombotic factors are all players and could
altogether or separately elicit endothelial dysfunction. Increased
production of free fatty acids, angiotensinogen, leptin, resistin and
inflammatory mediators such as TNF-a (tumoral necrosis factor-alfa)
and IL-6 (interleukin-6) among others can also be related to the
pathophysiclogical process (Jonk et al., 2007).

In view of the aforementioned concerns, our hypothesis is that
ovemutrition during the weaning period may alter muscle microvascular
reactivity and fat depots imprinting its impairments later in life. Thus, the
aim of this study was to investigate the effect of postnatal overnutrition
on muscle microvascular reactivity in an in vivo experimental model.

Methods
Experimental animals

Primiparous timed-pregnant golden hamsters (Mesocricetus auratus,
Botucatu, S3o Paulo, SP, Brazil) aged between 3 and 4 months were
followed during all pregnancy (~2 weeks) housed individ ually in plastic
cages under controlled lighting (12 h light: 12 h dark cycle) at constant
temperature (21.5 +0.5 °C) with light from 06:00 to 18:00. The animals
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received commercial rodent chow (Labina-Paulinia, Sdo Paulo-Brazil)
and water ad libitum. Food intake was not monitored during the
experimental period. Females were paired with males during 10days
after which males were removed. After parturition (day 0 of lactation),
pups were counted and followed for 4 days. On day 4th, animals were
divided into 2 different groups: normal — (NL, 8-9 pups) and restricted
—(RL, 3 pups) litter size. On RL it was allowed only three male pups per
licter, while on NL group, litter could not exceed 8-9 pups (including
males and females), and the exceeding ones were sacrificed. For the
following 17 days nurture was allowed for both groups until day 21,
when female pups of the NL groups were sacrificed.

To avoid the litter effect, only one animal per litter was used.
Twenty-four male hamsters were divided into four experimental
groups, with 6 animals in each one: normal (NL) and restricted (RL)
litter groups both at 6th and 21st weeks of age.

The protocol was approved by the Ethical Committee of the State
University of Rio de Janeiro. Experiments were performed according
to Guide for Care and Use of Laboratory Animals published by the U3
National Institute of Health (NIH publication No. 85-23, revised in
1996).

Body weight and fat percentage

Weights of individual pups were measured weekly until day 30
and after that at day 60 after parturition. At weeks 6 and 21 body
weight and fat percentage were measured by dual energy X-ray
absorptiometry GE Lunar Prodigy Advanced System (GE Healthcare,
Milwaukee, WI, USA).

Cremaster muscle analysis
Tissue preparation

Microcirculatory experiments were performed using the cremaster
muscle preparation Anesthesia was induced by an intraperitoneal
injection of 0.1-02 ml of sodium pentobarbital {Pentobarbital sodique,
60 mg/ml, Sanofi Santé Animale, Paris, France ) and maintained with
a-chloralose [100 mg/kg body weight (Sigma Chemicals, 5t. Louis
MO, USA)]. Animals were placed on a heating pad, controlled by a
rectal thermistor and their body temperature was maintained at
37.5 °C (LTB 750 Thermostat System, Uppsala, Sweden).

For the experiments, the cremaster muscle was dissected accord-
ing to Baez (Baez, 1973) and mounted in an experimental chamber
continuously superfused at a rate of 4 ml/min by a HEPES-supported
HCO~,-buffered saline solution [composition in mM: NaCl 1100, KCI
47, CaCly 2.0, MgS0;, 1.2, NaHCO+ 18.0, N-2-hyd roxyethylpiperazine-
N’-2ethanesulfonic acid (HEPES) 1539 and HEPES Na*-salt 14.61]
bubbled with 5% CO.-95% N, The pH was set at 7.4 and the tem-
perature maintained at 37.5 °C.

The preparation was placed under an intravital microscope (Leica
DMLFS, Germany, optical magnification » 600, NA 0.65) coupled to a
closed-circuit TV system and allowed to rest for 30 min before mea-
surements were taken. Images were recorded in sVHS and analyzed
after the experiment.

The anterior aspect of the scrotum was gently shaved with electric
dippers and the hamsters were then placed ventral side up onto the
viewing stage. The initial incision was made in the skin and fasda
above the scrotum, over the ventral aspect of the right scrotum,
extending this incision along the top of the inguinal fold and down to
the distal end of the scrotum. After separating the connective tissue
from the cremaster muscle, a transversal incision was made at the
superior portion of it; testicule and epididymis were then extracted.
The open cremaster lay flat on the glass stage with four hooks (bent
six gauge neddles) attached to threads and taped down, placed along
the edges of the tissue (two on each side) t hold it down onto the
glass stage. The cremaster muscle is stable in terms of microvessel

diameter, spontaneous arteriolar vasomotion, arteriolar blood flow
and functional capillary density for, at least, 4 h of microscopic
observation (data not shown ).

Intravital microscopy

In each preparation, three arterioles were selected taking into
account the possibility to retum exactly to the same site (presence of
fat cells, bifurcations, etc.) for consecutive measurements. Experi-
ments were performed by taking 3 min videotape recordings of
selected microvessels in initial control conditions (before the addition
of any drug) and subsequently 10-15min after each experimental
intervention.

Microvascular reactivity

Three arterioles were studied in each cremaster muscle prepara-
tion. Mean internal microvessel diameter was determined using an
Image Shearing device (Vista Eletronics, Model 908, San Diego, CA,
USA), at baseline and after topical application, 10 min each, with a
syringe infusion pump 22 (model 55-2222, Harvard Apparatus,
Massachusetts, USA), of three concentrations of freshly prepared
acetyicholine (Ach) (1075 107 % and 10~ *M; Sigma Chemicals, St.
Louis, MA, USA) and sodium nitroprusside (1075, 107 and 10~ M;
Sigma Chemicals, St. Louis, MA, USA) in a cumulative dose-response
curve.

Adipose tissue collection

Urogenital, mesenteric and retroperitoneal far depots were
collected, weighed and stored at — 80 "C.

Analytic methods

Immediately after the sacrifice, blood was collected, centrifuged
[3000 r min~" (1157 xg) for 10min at 4 °C], and stored at — 80 °C
until analyses of total triglycerides (TG), total cholesterol (TC), and
high-density lipoprotein (HDL). TG, TC, and HDL concentrations were
determined using a Biosystem kit commercially available with
sensitivity of 0.7 mmoll™", 0.14 mmol1™", and 0.5 mmol ™", re-
spectively. Low-density lipoprotein (LDL)=TC—HDL—(TGLx02)
and very low density lipoprotein ( VLDL) = TGL/5) were calculated by
Friedewald's equation (Friedewald et al, 1972).

Statistical analysis

The statistical analysis was performed initially by Kolmogorov-
Smirnov normality and homoscedasticity tests (Bartlett criterion).
Body mass, fat percentage, fat depots and lipid profile presented
normal distribution and are reported as means + standard error of the
mean. Microvascular reactivity did not show normal distribution and
is reported as median [1st-3rd quartiles]. Variables with normal
distribution were analyzed using Student t test to compare differ-
ences between groups at G6th and 21st weeks. The Mann-Whitney
test was used to analyze microvascular reactivity between groups at
Gth and 21st weeks. All data were analyzed by Prism 5.0 (Graphpad
Inc., San Diego, CA, USA) and p=<0.05 was considered significant.

Results

Overnutrition during early postnatal life elicited endothelial-
dependent muscle microvascular dysfunction associated to acceler-
ated weight gain and greater body mass in adulthood. Microvascular
reactivity was significantly different between groups, weeks of life,
doses and drugs employed. Endothelial-dependent microvascular
reactivity is shown in Fig. 1. Main findings of our work were noted
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Fig 1. Microvascular reactivity results after topical application of acetylcholine in different concentrations (107 % 10°% and 10 * M). Percentual values represent quantitative
difference between ML versus RBL groups. 6 wk = 6 weeks; 21 wk = 21 weeks; *significant difference from restricted hivter group (p=005)

using 10~ %M and 10~ * M of Ach. With the 10~ %M concentration, it
was shown that RL had significantly lower vasodilatation at 21st week
compared to NL group [115(6.88-19.78) vs 1582(6.58-18.88) %,
p=001], respectively. With the highest concentration of Ach, at the
21st week, we have detected endothelial-dependent microvascular
dysfunction in the RL group when compared to the NL one [17(9.10-
2532)vs, 20,14( 11.9-24.43)%, p<005 (Fig. 1). Endothelial-independent
microvascular reactivity was similar between groups (Fig. 2).

Overnutrition during early posmatal period resulted not only in
accelerated weight gain but also in greater body mass at adulthood.
Accelerated weight gain was noted on RL from 14 days on, where we
hawe observed that this group presented significantly greater body
mass compared to NL, specifically in the 14th (p<005), 21st
(p=0.001), 30th(p<0.001) and G0th days (p<005 — Table 1),

Table 2 also depicts body composition and fat distribution. It should
be noted that the RL group presented significantly greater body mass
compared to NL one at 6th (120.25 +4.70 vs 106824+ 5.12; p<0.05)
and 21stweeks ( 153.62 +9.36 vs 13593 + 6.08; p<0.05), respectively.
Similar results were observed in animals subjected to ovemutrition. The
RLgroup presented significantly greater fat percentage compared to the
NL one in both age periods { Table 2).

Urogenital fat depot at 21st week was significantly greater in the
RL group (4.044 027) compared to NL (3.224 0.65). There was no
statistical difference between groups at the 6th week Similar results
were observed for mesenteric and retroperitoneal fat depots at 6th
and 21st weeks (Table 2).

The RL group showed higher TC, LDL, VLDL and TGL levels than the
NL one as shown in Table 3, but there were statistical differences

B Reswictedlitter group
[ ronmal ittar group
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only on TC and LDL levels between groups. The RL group presented
significantly higher serum TC compared to NLone at 6th week (185+
0.12 vs 165 4+ 0.11), respectively. Similar results were observed at 6th
week for LDL level between RL (0.46+ 0.11) and NL (D.27+0.15)
groups (Table 3).

Discussion

Our main finding in an in vivo experimental model of postmatal
overnutrition was the occurrence of musde microvascular endothelial-
depende nt dysfunction noticed solely at week 21th. At the 6th week we
did not detect any difference on the microcrculation between the
groups investigated. This finding points to a possible imprinting
mechanism on muscle microcirculation due to eady postnatal over-
nutrition. Our initial hypothesis was partially confirmed, overnutrition
during early periods of life was able to impair endothelial-dependent
microvascular reactivity, assodated to increased weight gain, greater
body fat and mass, and altered the lipid profile. Urogenital fat depots
presented greater values for RL group at 21th week when compared to
MLone, Moreover, we could notice a trend towards greater mesenteric
and retroperitoneal fat depots in the RL group.

Previous data in the literature have demonstrated that overfeed-
ing during lactation was associated to greater weight gain occurring
as early as the 7th day of life, which remained later in life (Dantas et
al, 2010; Rodrigues et al, 2009). In addition, Plagemann and co-
workers (Plagemann, 2006) demonstrated that reduction in litter size
induced hiperinsulinemia and hyperleptinemia, besides an increased
growth rate notonly in early life but also in the post weaning period.
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Fig 2. Microvascular reactivity results after topical application of sodium nitroprusside in different concentrations (10°%; 1079 and 107 *M). Percentual values mepresent

guantitative difference between ML versus RL groups. 6 wk = 6 weeks; 21 wk = 21 weeks,
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Table 1 Table 3
Increment in body mass after birth on both groups. Lipid profile of normal (ML} and restricted litter (RL) groups.
ML KL Mormal btter group Restricted litter group
Day 3 4794022 457 +0.16 & weeks 21 weeks 6 weeks 21 weeks
Day 7 9514023 11.12 +0.40* [(n=6) (n=E8) (n=8) (n=6)
Day ;: ;?ﬁi g-j?; if!; i?‘ﬁ_ TC (mmold) 165 +0.04 2254020 1.85 + 0.05* 2604027
D":"m 65-621 a5 ??-JSiI-TG' HOL{mmol 1) 1284009 1644002 1094015 1.51 +0.19
g:m ||u-iuiu5 |zzuuiisa' LDL{mmal/1) 0274006 045+006  046+005°  0.59+0.12
- . VIDL(mmuol1) 028 +0.02 0.31 40,04 0294002 0.35 +0.05
All values are presented as mean + standard error of the mean. * Significant difference TGLimmol 1} 1414015 1.56 4+ 020 1444010 .78 £ 025

between normal and restricted litter group (p=<0.05).

One possible mechanism by which ovemutrition induces body
weight gain could be associated to hyperphagia starting at the beginning
of life (Rodrigues et al, 2007, 2009). Furthermore, the literature has
described leptin downregulation signaling pathway in the hypothala-
mus, which helps to explain greater body mass and high adiposity in the
RL group (Rodrigues et al, 2009). Therefore, postnatal experimental
ovemutrition in hamsters seems to imprint them inducing higher
growth rate early in life. Although, some authors have already described
that even later in life some rodents keep the hyperphagia and greater
amount of adiposity, we could obtain similar results using the hamster
model. At 6th and 21st weeks, the restricted litter group has shown
greater percentage of body fat than the normal litter one.

Several studies have demonstrated that increased adiposity in-
duces elevated production of free fatty acdds, angiotensinogen, leptin
and resisitin and adipose tissue accumulation has been considered an
important determinant of inflammatory cytokines and others (Hajer
et al, 2008; Otto and Lane, 2005; Wellen and Hotamisligil, 2003).
Increased fat mass is linked to insulin resistance, type 2 diabetes
mellitus, dyslipidemia, hypertension and increased nsk for cardio-
vascular diseases.

Urogenital fat depot was significantly greater in the restricted
litter group at 21st week and mesenteric and retroperitoneal fat
depots tended to be greater as well in the RL group but did not reach
statistical difference between the groups. The apparent controversy in
the results could be attributed to greater subcutaneous fat deposition
or greater fat-free mass. Recently, Conceigio et al. demonstrated
that early overnutrition promoted a specific fat depot hypertrophy
{(Conceicao et al., 2011). They have compared both subcutaneous and
visceral adipocyte area in early overfed rats and found that visceral fat
depot is more sensitive to fat accumulation than subcutaneous one.
Furthermore, the fat distribution has been found to be an important
determinant of endothelial dysfunction {Hashimoto et al, 1998) and
is considered also a strong modulator of microvascular reactivity
(Singer and Granger, 2007).

The mechanisms underlying the impaired vascular response later in
life probably involves nitric oxide (NO) and others factors that me-
diate insulin vasodilator effects in combination with pro-inflammatory
adipocytokines, such as IL-6 and TNF-xx ( Bourgoin et al., 2008; Scherrer

Table 2
Body composition, fat percentage and fat depots in the experimental periods.

Mormal litter group Restricted litter group

Gwk(n=6] 2Iwk(n=6) Gwk(n=6) 21wk (n=6)
Body mass(g) 106824209 135934248 120254 192% 15362 +3182%
Fat (%) 1408 +037 26144126 2087 +0.69° 387 +219%
Uro depot 3054025 3224026 3644032 404 0117
Mes depot 2454020 2734021 2854028 3124019
Ret depot 1464012  196+0.19 195 +0.24 2184015

All values are presented as mean + standard error of the mean. * Significant difference
from Gth week (p<0.05). # Significant difference from 21st week. Fat (%) =Fat
percentage; Uro depot=Urogenital fat depot (g/100g of body mass); Mes
depot = Mesenteric fat depot [ g/100 g of body mass); Ret depot = Retropertoneal fat
depot (g/100 g of body mass).

All values are presented as mean =+ standard deviation. *Significant difference from Gth
week (p<005)TC = total cholesterol; HDL = high density lipoprotein; LIL = low
density ipoprotein; VLDL = very low density ipoprotein; TGL = trighycerides,

et al, 1994; Steinberg et al., 1994). Several studies have demonstrated
high levels of insulin and insulin/glucose ratio in early life, Thus, dis-
turbances on glucose and lipid metabolism could be important factors
to impair NO bicavailability and vasodilator effects (Galili et al., 2007).
Another physiological consequence of early life overnutrition could be
the high production of endothelium-derived contracting factors, such
as endotelin-1. Endotelin-1 is a vasoconstrictor factor associated to
endothelial-dependent vasoconstriction in rats and mice. Thus, we may
speculate that impaired microvascular responses later in life could be
attributed to changes in the profile of vasodilator and vasoconstrictor
factors promoted by overnutrition in early life. Moreover, obesity-
related endothelial dysfunction can induce high plasma levels of leptin
(Knudson et al, 2005) and free fatty acids (de Kreutzenberg et al,
2000). However, mechanisms through which eary life overnutrition
induces endothelial dysfunction are not clear.

Overnutrition in early life can also affect the renal system
promoting important physiological alterations that could also influ-
ence blood pressure control Yim and co-workers (2011) demon-
strated that postnatal early overnutrition decreased kidney/body
weight ratio and promoted up-regulation of renin and angiotensin
type 1l receptor. These data could represent higher activation of the
renin-angiotensin system together with sympathetic stimulation
resulting in hemodynamic alterations (Wahba and Mak, 2007).

Other important marker that may contribute to reduced
endothelium-dependent vasodilatation on RL is the lipid profile.
Postnatal overnutrition could modify the serum lipid profile inducing
higher TC and LDL levels. Such alteration is strongly associated to an
increased risk of cardiovascular disease and atherogenic profile, These
results may be related to higher levels of fat percentage and fat depots
found in the RL group compared to NL one. In humans, total
cholesterol levels have been considered a parameter that impairs
vasodilation (Creager et al., 1990, 1992).

In summary, we have presented evidence suggesting that postnatal
overnutrition is assodated to muscle endothelial-dependent microvas-
cular dysfunction in later life, which could induce greater body mass,
increase total fat percentage and impair the lipid profile. In the present
study the imprinting promoted by the experimental model of obesity
was able to influence microvascular reactivity later in life preceding the
programming of obesity and dyslipidemia.
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