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RESUMO

MOTTA, Victor Faria. Beneficios do treinamento intervalado de alta intensidade
(natacdo) na obesidade (estudo experimental). 2014. 54 f. Dissertacao (Mestrado em
Biologia Humana e Experimental) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2014.

E um desafio na sociedade moderna controlar a obesidade e comorbidades
associadas na populacdo. O objetivo do estudo foi avaliar o impacto do treinamento
intervalado de alta intensidade no contexto da obesidade induzida por dieta em
modelo animal. Camundongos C57BL/6 foram alimentados com racéo padréo (grupo
magro - LE) ou dieta rica em gordura (grupo obeso - OB). Ap6s 12 semanas, 0S
animais foram divididos em grupos ndo treinados (LE-NT e OB-NT) e grupos
treinados (LE-T e OB-T) e teve inicio um protocolo de exercicio. Nos grupos
treinados em comparagcado aos grupos nao treinados observou-se que o treinamento
intervalado de alta intensidade levou a reducgdes significativas na massa corporal,
glicemia e tolerancia oral a glicose, colesterol total, triglicérides, lipoproteina de baixa
densidade-colesterol, aspartato transaminase e alanina aminotransferase no figado.
Além disso, nos grupos treinados, o protocolo de exercicio melhorou a
imunodensidade de insulina nas ilhotas, reduziu os niveis de citocinas inflamatérias,
adiposidade e esteatose hepatica. O treinamento de alta intensidade melhorou a
beta-oxidacdo e os niveis de receptores ativados por proliferador de peroxissomo
(PPAR)-alfa e reduziu os niveis de lipogénese e de PPAR-gama no figado. No
musculo esquelético, o treinamento de alta intensidade também melhorou o PPAR-
alfa e transportador de glicose (GLUT) -4 e reduziu os niveis de PPAR-gama. Esses
achados reforcam a nocdo de que o treinamento de alta intensidade € relevante
como uma abordagem néo farmacologica para controlar a resisténcia a insulina,
glicemia, e esteatose hepética. Em concluséo, treinamento de alta intensidade leva a
perda de massa corporal e pode atenuar os efeitos adversos causados pela ingestao
cronica de uma dieta rica em gordura. Apesar de uma ingestéo continua dessa dieta,
o treinamento de alta intensidade melhora as enzimas hepéticas e o perfil
inflamatoério.

Palavras-chaves: Obesidade. Metabolismo lipidico. Treinamento fisico. Diabetes.

Doenca hepatica gordurosa néo alcodlica.



ABSTRACT

MOTTA, Victor Faria. Beneficial effects of high intensity interval training (swimming)
in obesity (experimental study). 2014. 54 f. Dissertacao (Mestrado em Biologia
Humana e Experimental) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2014.

Controlling obesity and other comorbidities in the population is a challenge in
modern society. The aim of this study is to assess the impact of high-intensity interval
training (HIIT) in the context of diet-induced obesity in animal model. C57BL/6 mice
were fed one of two diets: standard chow (Lean group - LE) or a high-fat diet (Obese
group — OB). After twelve weeks, the animals were divided into non-trained groups
(LE-NT and OB-NT) and trained groups (LE-T and OB-T), and began an exercise
protocol. High-intensity interval training leads to significant decreases in body mass,
glycaemia and oral glucose tolerance, total cholesterol, triglycerides, low-density
lipoprotein cholesterol, aspartate transaminase and alanine aminotransferase in the
liver in the trained groups compared to the non-trained groups. Additionally in the
trained groups, the exercise protocol improves the insulin immunodensity in the
islets, reduces inflammatory cytokine levels, the adiposity and the hepatic steatosis.
HIIT improves beta-oxidation and peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR)-
alpha and reduces lipogenesis and PPAR-gamma levels in the liver. In skeletal
muscle, HIIT also improves PPAR-alpha and glucose transporter-4 and reduces
PPAR-gamma levels. The present findings reinforce the notion that HIIT is relevant
as a non-pharmacological approach to control insulin resistance, glycaemia, and
hepatic steatosis. In conclusion, HIIT leads to weight loss and can attenuate the
adverse effects caused by chronic ingestion of a high-fat diet, despite a continuous
intake of this diet, by improving the liver enzymes and the inflammatory profile.

Keywords: Obesity. Lipid metabolism. Exercise training. Diabetes. Nonalcoholic fatty

liver disease.
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INTRODUCAO

A "sindrome metabolica” (SMet), também chamada de sindrome X ou triade
maldita, atinge cerca de 1/4 da populacdo mundial e se caracteriza pela associagao
de diversos componentes, como: hipertensdo arterial sistémica, obesidade,
resisténcia a insulina (RI) ou diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e dislipidemia.

A prevaléncia da SMet estd associada a populagcédo estudada e seus fatores de
risco, tais como genética, idade, meio ambiente e outros. Além disso, o potencial de
aparecimento de hipertensdo, Rl e DM2 aumentam com o envelhecimento da
populacdo. Sendo assim, podemos prever um aumento significativo da
prevaléncia da SMet nas sociedades ocidentais (Alberti et al., 2005).

Diversos mecanismos envolvidos nos diferentes componentes da SMet sao
alvos de estudo para a melhor compreenséo e tratamento da populagdo. A
proposta de utilizar o exercicio fisico como tratamento auxiliar da SMet tem sido
enfatizado recentemente (Strasser, 2013).

Camundongos da linhagem C57BL/6 desenvolvem obesidade e Rl quando
alimentados com dieta rica em gordura, mimetizando a SMet em humanos (Gallou-
Kabani et al., 2007; Fraulob et al., 2010). Estudos prévios em nosso laboratdrio tém
demonstrado que o exercicio atua melhorando praticamente todos o0s
componentes da SMet (Marques et al., 2010; Motta e Mandarim-de-Lacerda,
2012; Schultz et al., 2012; Schultz et al., 2013), inclusive quando a menopausa
se adiciona a SMet (Marques et al., 2006).

O treinamento intervalado de alta intensidade, ou HIT na sigla em inglés para
“High-Intensity Interval training”, € caracterizado por estimulos em intensidade forte
a muito forte com recuperacao curta, gerando um déficit na demanda de oxigénio
para 0 nosso sistema aerébio (Gibala e Jones, 2013). Esse déficit de oxigénio
durante o HIT resulta em um metabolismo acelerado que dura horas apés o término
da atividade (Qiao et al., 2006).

O presente estudo foi realizado para avaliar os efeitos benéficos promovidos pelo
treinamento de natacdo (modalidade HIT) na obesidade e comorbidades, tais como
RI, perfis inflamatorios, esteatose hepatica ndo alcodlica, betaoxidagéo e lipogénese

no figado em um modelo animal de obesidade induzida por dieta.
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Sindrome Metabédlica

SMet é um transtorno de utilizacdo e armazenamento de energia, diagnosticada
por uma ocorréncia de trés em cada cinco das seguintes condicbes médicas:
obesidade abdominal (central), elevacdo da pressdo arterial, glicemia de jejum
elevada, niveis de triglicerideos séricos altos e baixos valores de HDL-colesterol. A
SMet aumenta o risco de desenvolvimento de doencas -cardiovasculares,
insuficiéncia cardiaca e DM2 (DM2) (Ma e Zhu, 2013).

A SMet é também conhecida como sindrome metabdlica X, sindrome
cardiometabolica, sindrome X, sindrome de RI e sindrome de Reaven (em

homenagem a Gerald Reaven) (Reaven e Chen, 1988).

As definicdes mais recentes da SMet feitas pela International Diabetes Federation
(IDF, 2013) e do National Cholesterol Education Program! (NCEP, 2001) sdo muito
semelhantes e identificam os individuos com um determinado conjunto de sintomas
como portadores de SMet. No entanto, ha duas diferencas: a definicdo da IDF afirma
que, se o indice de massa corporal (IMC) é maior que 30 kg/m?, a obesidade central

pode ser assumida e a circunferéncia da cintura ndo precisa ser medida.

Por outro lado, a definicdo do NCEP indica que a SMet pode ser diagnosticada
com base em outros critérios. Além disso, a IDF utiliza pontos de corte especificos
de geografia para a circunferéncia da cintura, enquanto NCEP usa apenas um
conjunto de pontos de corte para circunferéncia da cintura, independentemente da

geografia.?

Os mecanismos exatos das vias complexas da SMet estdo sob investigagcédo. A
fisiopatologia € muito complexa e tem sido apenas parcialmente elucidada. Os

fatores mais importantes sdo a genética, o envelhecimento, o comportamento

! Executive Summary of The Third Report of The National Cholesterol Education Program (NCEP) Expert Panel
on Detection, Evaluation, And Treatment of High Blood Cholesterol In Adults (Adult Treatment Panel 111).
JAMA 285(19): 2486-2497, 2001.

2 International Diabetes F. Diabetes and the millennium development goals. Diabetes Res Clin Pract 100:409-
410, 2013.
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sedentario ou de baixa prética de exercicio fisico (Sato et al., 2007; Heinonen et al.,
2009). O estresse metabdlico também pode ser um fator contribuinte. Existe um
debate sobre se a obesidade ou a resisténcia insulinica é a causa da SMet ou se
eles sdo consequéncias de um disturbio metabdlico de maior alcance. Uma série de
marcadores de inflamacéo sistémica, incluindo a proteina C-reativa, encontra-se
muitas vezes aumentadas, assim como o fibrinogénio, interleucina (IL)-6, fator de

necrose tumoral (TNF)-alfa, entre outros (Bagry et al., 2008).

O panorama atual de consumo alimentar contribui para o desenvolvimento da
SMet pois a dieta ocidental € incompativel com a nossa capacidade bioquimica
(Johnson et al., 2007). Assim, mais do que a adiposidade total, o componente
central da SMet € a gordura visceral e/ou ectépica (isto €, gordura de 6rgdos néo
concebidos para o armazenamento de gordura), sendo a principal alteracéo
metabdlica a RI (Messier et al.,, 2007). O fornecimento continuo e excessivo de
energia na dieta através de carboidratos, lipidios e proteinas leva a um acumulo de
produtos de oxidacdo mitocondrial que esta associado a disfuncdo mitocondrial

progressiva e Rl (Koves et al., 2008).

A relevancia clinica da SMet ganha destaque em virtude de seu impacto no
aumento do risco para o DM2 e para as doencas cardiovasculares (lellamo et al.,
2013). A presengca dessa sindrome na infancia e adolescéncia prediz sua
manutencdo na vida adulta e o desenvolvimento da DM2. Além disso, aumenta o
risco de eventos cardiovasculares prematuros, 0 que ressalta a importancia de
estratégias de deteccdo e prevencdo das anormalidades que a constituem. A
principio, a obesidade precoce, ainda que ndo acompanhada de outros
componentes da SMet, ja se mostra como um fator que anuncia a SMet na vida
adulta (Morrison et al., 2007).

A obesidade é considerada a principal causa da RI, que, por sua vez, associa-se
ao desenvolvimento do DM2 (Alberti et al., 2005). No que se refere as doencas
cardiovasculares, embora criancas e adolescentes ndo apresentem em geral
doenca cardiovascular franca, as criangas obesas apresentam perfil de risco
cardiovascular compativel com seu desenvolvimento precoce. Na adolescéncia, a
RI, particularmente quando simultdnea a obesidade, revela significativo papel no
desenvolvimento de fatores de risco cardiovascular incluidos na SMet (Sinaiko et

al., 2005). A hiperinsulinemia de jejum, como indicador da RI, associa-se as
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alteracdes lipidicas que podem conduzir a aterosclerose (Steinberger et al., 2009).
Adolescentes com excesso de peso e SMet aos 13 anos apresentaram maior
probabilidade de manifestar doenca cardiovascular 25 anos mais tarde em relagcéo
ao grupo de adolescentes inicialmente diagnosticados com excesso de peso e
sem a SMet. A incidéncia de doencas cardiovasculares foi 13 vezes maior nos
individuos obesos com SMet quando jovens do que naqueles nao identificados com

a sindrome (Morrison et al., 2007).

1.2 Obesidade

A obesidade ja foi vista como sinbnimo de beleza, bem-estar fisico, riqueza e
poder. Hoje, considerada a principal causa de morte evitavel, a obesidade constitui
um importante problema de saude publica, tanto pelo seu impacto na expectativa
média de vida, como pelos danos causados a propria qualidade de vida (Popkin e

Doak, 1998). Para a Organizacao Mundial da Saude ja € uma epidemia global.

O indice de Massa Corporal (IMC) é um indicador do grau de obesidade. Através
do célculo do IMC [peso (em kg) /altura (em metros)?] é possivel saber se um
individuo esta acima ou abaixo dos parametros ideais de massa corporal para sua
estatura. No entanto, a maior critica ao IMC é ndo levar em consideracdo a
constituicdo corporal (massa de gordura, massa magra e massa 0ssea) e sim a
massa corporal total. A Organizacdo Mundial da Saude classifica o
individuo como (Alberti et al., 2005):

a) eutrofico, IMC entre 18,5 e 24,9 kg/m?,

b) com excesso de peso, IMC entre 25 e 29,9 kg/m?,
c) obeso moderado, IMC entre 30 e 39,9 kg/m?,

d) obeso mérbido, IMC = 40 kg/m?.

O aumento do numero de pessoas com sobrepeso e obesidade pode ser
determinado pela crescente ingestdo calorica associada a diminuicdo do gasto
energético diario (Whyte et al., 2013). Entretanto, a obesidade ndo esta relacionada

exclusivamente ao excesso de ingestdo alimentar e a inatividade fisica, mas pode se
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relacionar a fatores multiplos e complexos. Assim, a obesidade, que apresenta uma
etiologia multifatorial, pode entdo ser classificada em dois grandes contextos
(Martinez, 2000):

e exoOgena, influenciada por fatores de origens comportamental, dietética e/ou

ambiental, os quais representam em torno de 95% ou mais dos casos;

e endogena, relacionada com o0s componentes genéticos, neuropsicoldgicos,

enddcrinos e metabdlicos, que representam até 5% dos casos.

1.3 Esteatose hepatica

O figado é um orgéao vital e é a principal unidade de fabricacdo e armazenagem
do nosso organismo e um dos responsaveis pela transformacéo das proteinas, dos

acucares e das gorduras que ingerimos (Gentile e Pagliassotti, 2008).

A esteatose hepatica (ou doenca do figado gordo, ou doenca hepatica gordurosa
nao alcodlica) € uma condicdo reversivel na qual grandes vacuolos de gordura
acumulam-se nas células do figado, que € conhecido como esteatose hepatica.
Vérias causas podem estar relacionadas com a origem dessa doenca. As mais
frequentes sdo a ingestdo excessiva de bebidas alcodlicas, a obesidade e o DM2
sem qualquer tipo de controle. Essa condicdo também é associada a outras doencas
qgue influenciam o metabolismo da gordura (Fabbrini et al., 2010; Gentile et al.,
2011).

O aumento das enzimas hepdaticas alanina aminotransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST), gama glutamil transferase (GGT) e fosfatase alcalina (ALP)
esta correlacionado ao diagnostico precoce do acumulo de gordura no figado,
independentemente da obesidade. A avaliagdo sérica da ALT parece ser mais
sensivel na identificacdo da esteatose hepatica, quando comparada a AST e a GGT
(Kotronen et al., 2007; Kotronen e Yki-Jarvinen, 2008).

Os acidos graxos livres (AGLs) no figado sé@o provenientes da gordura na dieta,
liberado pelos adipécitos através da lipolise e da lipogénese de novo hepatica. Um
desequilibrio de qualquer uma das vias envolvidas no envio de triglicerideos, a

sintese (“input”) ou a exportacéo [“output” - oxidacao e secrecdo de lipoproteina de


http://pt.wikipedia.org/wiki/Vac%C3%BAolo
http://pt.wikipedia.org/wiki/Hepat%C3%B3cito
http://pt.wikipedia.org/wiki/Esteatose
http://pt.wikipedia.org/wiki/Metabolismo
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muito baixa densidade (VLDL)], pode contribuir para o acimulo dos AGLs no figado
(Utzschneider e Kahn, 2006). Quando ha RI, ocorre inibicdo da lipdlise no tecido
adiposo favorecendo a entrada de AGLs para o figado via veia porta hepatica (Costa
et al., 2010).

No figado, a hiperinsulinemia favorece a lipogénese de novo por fatores de
transcricdo ativados pela insulina, especialmente o sterol regulatory element binding
protein-1c (SREBP-1c) (Utzschneider e Kahn, 2006; Postic e Girard, 2008). O
SREBP1-c modula os genes relacionados na sintese dos acidos graxos livres e dos
triglicerideos, envolvendo ACC (acetil-coA carboxilase), SCD (stearoyl CoA
desaturase) e FAS (fatty acid synthase) (Schultz et al., 2013). Esse processo é

modulado pela insulina (Utzschneider e Kahn, 2006).

1.4 Resisténcia a insulina

O quadro de RI é uma condicdo de saude em que os niveis normais de insulina
sdo insuficientes para uma resposta normal a insulina nos adipdcitos (células de
gordura), nos midcitos e hepatdcitos (Kodama et al., 2007; Atlantis et al., 2009). A
resisténcia acontece somente em células dependentes de insulina. O transporte de
glicose do meio extracelular para dentro da célula ocorre através de proteinas
carreadoras de glicose (tipo GLUT) (Matsakas e Patel, 2009). Essas proteinas séo
armazenadas em vesiculas dentro das células que, quando recebem um sinal
quimico proveniente das proteinas receptoras de insulina (que também se
autofosfatam para desenvolver uma série de ligagcbes em cadeia até a ativacdo da
transcricdo de novas proteinas transportadoras), se locomovem pelo citosol até a
membrana citoplasmatica e se fundem a ela, aumentando — por causa da maior
quantidade de proteinas transportadoras — a absor¢do de glicose. Com esse
aumento de proteinas do tipo GLUT na membrana da célula, a absorcéo de glicose
ocorre aproximadamente 15 vezes mais rapido do que na auséncia de insulina,

conseguindo um efeito hipoglicemiante rapido e eficaz (Kivela et al., 2008).

A RI (hormoénio hipoglicemiante) consiste em uma falha no reconhecimento do
horménio por parte dos receptores de insulina. A causa pode ser tanto genética

quanto por uma supersaturacdo de moléculas energéticas no organismo (acidos
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graxos, glicerol, glicose e principalmente a acetil CoA) que leva a uma desativacéo

das proteinas receptoras de insulina (Ota et al., 2007).

A RI esta relacionada ao estilo de vida atual. Alguns fatores como tipo de dieta,
pratica de exercicio, habito do tabagismo e situacbes de estresse agudo
provavelmente estdo relacionados a RI. Basicamente sabemos que a dieta ideal
para alterar o quadro de RI deveria reduzir a ingestdo alimentar de gordura e
aumentar o consumo de fibras, levando a diminuicdo da absorcéo intestinal de
gordura. A prética de exercicios também & um fator relevante para o aumento da
sensibilidade celular a insulina, pois esta relacionado ao aumento da translocacéo
do transportador de glicose em tecidos insulinodependentes (GLUT-4) (Terada et
al., 2001).

1.5 Exercicio fisico

“Exercicio fisico” € como denominamos qualquer atividade fisica que mantém ou
aumenta a aptidao fisica em geral e tem o objetivo de alcancar a salde e também a

recreacdo. A razao da pratica de exercicios inclui:

a) reforco da musculatura e do sistema cardiovascular;
b)  aperfeicoamento das habilidades atléticas;
C) perda de massa corporal.

Para muitos médicos e outros especialistas, exercicios fisicos realizados de
forma regular estimulam o sistema imunoldgico, ajudando na prevencéo de doencas
(como cardiopatias, DM2, etc.), moderam o colesterol, ajudando na prevencéo da

obesidade, e traz outros beneficios (Stampfer et al., 2000; Hu et al., 2001).

O exercicio fisico ndo € um componente do estilo de vida atual que, nas suas
distintas modalidades (ginastica, desporto e educacéo fisica), constitui atividades
vitais para a saude, a educacao, a recreacdo e o bem-estar do ser humano. O ideal
para a saude € que o exercicio fisico se torne um habito na infancia ou na

adolescéncia, para nao haver dificuldades de integra-lo a vida adulta.

As consequéncias do sedentarismo para a saude humana sdo nefastas e bem

conhecidas. O sedentarismo esta relacionado ao maior risco de aterosclerose e
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suas consequéncias (angina, infarto do miocardio, acidente vascular encefalico),
aumento da obesidade, aparicdo de problemas como: hipertensdo arterial, DM2,
osteoporose, dislipidemia, doenca pulmonar obstrutiva crénica, asma, depresséo,
ansiedade, além de aumento do risco de afeccBes osteomusculares e de alguns

tipos de cancer de colon e de mama (Hamilton et al., 2007).

No presente estudo, utilizamos a modalidade do HIT (High-Intensity Interval
Training). O HIT é uma forma avancada de treinamento intervalado, utilizando uma
estratégia de periodos alternados de exercicio anaerdbico intenso de curta duracéo,
com periodos de recuperacdo menos intensos (Gremeaux et al., 2012). Sessfes do
HIT podem variar de 4 a 30 minutos. Esses exercicios intensos de curta duracao
podem proporcionar uma melhor capacidade fisica, melhorando o metabolismo da

glicose e a manipulacao de gordura (Qiao et al., 2006).

Uma sessdo de HIT consiste muitas vezes em um periodo de aquecimento
seguido de 3 a 10 repeticbes de exercicios de alta intensidade, separadas por
exercicio de baixa intensidade ou recuperacdo passiva. O exercicio de alta
intensidade deve ser feito proximo da intensidade maxima e nao existe uma formula
especifica para o HIT. Um esquema comum de HIT envolve uma relacdo de 2:1 de
trabalho para periodos de recuperacdo. Uma sessdo completa de HIT pode ser
considerada uma excelente maneira de maximizar um treino quando o tempo € um
fator limitador, promovendo efeitos tdo benéficos quanto os promovidos pelo

exercicio aerdbio (Weston et al., 2013).
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2 OBJETIVOS

2.1 Gerais

¢ Inducéo, com dieta hiperlipidica em camundongos C57BL/6, de componentes

relacionados a SMet humana;

¢ Avaliacdo dos efeitos terapéuticos do exercicio fisico de alta intensidade e curta

duracéo (modalidade natacéo) neste contexto.

2.2 Especificos

e Estudar as alteracdes estruturais em érgdos-alvo da obesidade (tecido adiposo,
pancreas e figado) em animais obesos por dieta e submetidos ao exercicio de alta

intensidade e curta duracéo;

¢ Avaliar os efeitos da dieta hiperlipidica e do exercicio de alta intensidade e curta
duracdo sobre o metabolismo da glicose, RI, perfil lipidico, perfil inflamatério,

enzimas hepaticas, expressao de proteinas e expressao génica;

¢ Avaliar a expressao das proteinas relacionadas na lipogénese e betaoxidacdo (por

western blot e RT-PCR quantitativo).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais e dietas

Os protocolos de manuseio e experimentacdo foram submetidos ao Comité de
Etica em Experimentacdo Animal da Universidade do Estado do Rio de Janeiro
(nimero de protocolo CEA/041/2012). Todos os procedimentos foram realizados de
acordo com os preceitos do "Guia para a utilizacdo do laboratério de cuidados com
os animais " (NIH Publication No. 85-23, revista em 1996, EUA). Os animais foram
mantidos em suas proéprias caixas (cinco animais por caixa), com temperatura (21+2°
C) e umidade (60+10%) controladas, ciclo claro/escuro (12 h claro/12 h escuro), com
caixas ventiladas individualmente (Nexgen Ecoflo, Allentown, Inc., EUA). Os animais

foram avaliados diariamente com relacéo as condi¢des vitais e a alimentacao.

Camundongos machos da linhagem C57BL/6 com 3 meses de idade (n = 40)

foram alimentados com 1 das 2 dietas a seguir:

e dieta padréo (76% das calorias eram provenientes dos carboidratos, 10% das
gordura e 14% das proteinas) (n=20), ou
e dieta hiperlipidica (36% das calorias eram provenientes dos carboidratos, 50%

das gordura e 14% das proteinas) (n=20).

As quantidades de vitaminas e minerais foram idénticas em ambas as dietas e
seguiram as recomendacdes da AIN 93 (Reeves et al., 1993). Apds 12 semanas de
intervencao dietética, os animais foram subdivididos em 4 grupos de acordo com as

respectivas dietas e protocolo de exercicio a que seriam submetidos:

a) magro nao treinado (LE-NT) (n=10),
b) magro treinado (LE-T) (n=10),
c) obeso néo treinado (OB-NT) (n=10),
d) obeso treinado (OB-T) (n=10).

Foram, entdo, submetidos ao protocolo de exercicio com duracdo de 12 semanas,

totalizando 24 semanas de experimento.
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3.2 Protocolo de Treinamento

Os animais destinados ao exercicio (treinados) passaram por um periodo de
adaptacao na piscina (dimensfes: 40x30x80 cm), com agua mantida a temperatura
controlada (32+2°C), durante 2 dias, por 15 min diarios, sem sobrecarga. Os animais
ndo destinados ao exercicio (ndo treinados) fizeram apenas essa adaptacdo para

estarem submetidos ao mesmo ambiente do outro grupo.

Em um segundo momento, os animais treinados foram submetidos a um teste de
namero maximo de séries (TNM), composto por 20 seg de exercicio ativo para 10
seg de recuperacado passiva, com 10% da MC implementada na cauda do animal. O
teste era interrompido quando o animal se mostrava incapaz de retornar a superficie

para respirar depois de 10 seg (Casimiro-Lopes et al., 2008).

No protocolo experimental estabeleceu-se o uso de 50% do TNM. A cada 2
semanas, aumentou-se o0 percentual da carga gradualmente, até alcancar 10% a
15% da MC atual do animal (Fig. 1). O protocolo de exercicio foi realizado 3 vezes

por semana com 12 semanas de duragéo.

Figura 1 - Desenho experimental
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OBESO — dieta hiperlipidica Inicio do protocolo de
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3.3 Massa corporal e ingestao alimentar

A massa corporal (MC) foi mensurada semanalmente desde a 122 semana de
vida até o final do experimento. A dieta foi oferecida diariamente (4g/animal),
medindo-se o resto de comida ndo consumido e deixado na caixa, que era depois
desprezado. Desse modo, controlamos a ingestdo alimentar e caldrica. A ingestédo
energética acumulada dos grupos foi calculada como a soma da ingestdo calorica
(kcal) por animal, antes e depois da aplicacdo do protocolo de exercicio fisico (ao

final do experimento).
3.4 Teste oral de tolerancia a glicose

Foi realizado no inicio e no final do experimento (24 h apds a Ultima sesséo de
exercicio fisico). Para tanto, glicose a 25% em solucao salina estéril em uma dose
de 1g/kg foi administrada oralmente (gavagem orogastrica), sendo este considerado

0 tempo zero.

A amostra de sangue foi coletada na veia da cauda (de uma pequena incisdo na
ponta da cauda) no tempo zero e nos seguintes minutos apos a administracdo de
glicose: 15, 30, 60 e 120 min. Usou-se o glicosimetro Accu-Chek Performa (Roche

Applied Science, Brasil).

O grafico da evolucdo da glicemia foi analisado para o célculo da "area sob a
curva" (programa GraphPad Prism Versdao 6.04 para Windows, San Diego, CA,
EUA).

A RI foi estimada pelo calculo do HOMA-IR (do inglés homeostatic model
assessment, em portugués Modelo de avaliacdo da Homeostase) (Matthews et al.,
1985):

[(insulinemia), em pU/mL - (glicemia), em mmol/L]/22,5
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3.5 Analises bioquimicas plasmaéticas

Colesterol total, triglicerideos, LDL-C, HDL-C, glicose, alanina aminotransferase
(ALT) e aspartato aminotransferase (AST) foram medidos no plasma por método
colorimétrico enzimético usando um espectrofotbmetro automéatico e respectivos kits

para analise (BIOCLIN, Quibasa, Belo Horizonte, Brasil).

Os niveis plasmaticos de insulina e marcadores inflamatorios como: adiponectina,
leptina, resistina, IL-6, PAI-1 e MCP-1 foram analisados utilizando o multiplex
(Biomarker Immunoassays for Luminex XMAP technology (Millipore, Billerica, MA,
USA, cat. no. MADPK7107-M)). Os coeficientes de variagao intraensaio e interensaio
do painel de adipocitocinas plasmaticas de camundongos foram <6% e <11%,

respectivamente.

3.6 Morfometria de adipdcitos e ilhotas pancreaticas

Fragmentos do pancreas e da gordura epididiméaria foram removidos, pesados e
fixados em fixador recentemente preparado (1.27M formaldeido em tampéo 0,1 M de
fosfato de sédio, pH 7,2) durante 48 h a temperatura ambiente. Depois, as amostras
foram processadas e incluidas em Paraplast plus (Sigma-Aldrich, St Louis, EUA) e,
finalmente, os blocos foram cortados com espessura nominal de 5 um e corados
com hematoxilina e eosina. O diametro médio dos adipécitos e das ilhotas foi medido
por meio do software Imagem-Pro Plus (versédo 7.03, Media Cybernetics, EUA), em
fotomicrografias digitais aleatérias, considerando-se 50 adipécitos e 20 ilhotas por
animal (formato TIFF, 24 bits, 1280 x 1024 pixels, camera digital Infinity 1-5C
(Lumenera Co. Ottawa, ON, Canada), microscopio Leica DMRBE, Leitz Wetzlar,
Alemanha) (Santos et al., 2013).

3.7 Estereologia do figado

Fragmentos de todos os lobos do figado foram coletados e fixados em fixador
preparado no dia (1.27M formaldeido em tampé&o 0,1 M de fosfato de sédio, pH 7,2)
durante 48 h a temperatura ambiente. Depois disso, as amostras foram processadas

e incluidas em Paraplast plus (Sigma-Aldrich, St Louis, EUA) e, finalmente, os blocos
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foram cortados com espessura nominal de 5 um e corados com hematoxilina e
eosina. Dez fotomicrografias digitais foram obtidas por animal para avaliagdo da
esteatose hepética (formato TIFF, 24 bits, 1280 x 1024 pixels), camera digital Infinity
1 -5C (Lumenera Co. Ottawa, ON, Canada), microscopio Leica DMRBE (Leitz
Wetzlar, Alemanha). Cinco campos microscopicos aleatdrios por animal foram
analisados. Um sistema-teste com 36 pontos (Pr) foi produzido pelo programa
baseado na web STEPanizer (Tschanz et al, 2011) e sobreposto as

fotomicrografias.

Estimou-se a densidade de volume de esteatose hepética (Vv[esteatose] como:
Vv|[esteatose].=Pp[esteatose]/Pt, onde Pp representa o numero de pontos do
sistema-teste contados na gordura intra-hepatécitos (Aguila et al., 2003; Catta-Preta
et al., 2011).

3.8 Western blot

A expressédo das proteinas de sterol regulatory element-binding proteins (SREBP-
1c - Santa Cruz Biotechnology, sc-codigo 367, CA, USA), PPAR-alfa (Santa Cruz
Biotechnology, sc-9000 cédigo, CA, EUA), PPAR-gama (Santa Cruz Biotechnology,
codigo sc- 7273, CA, EUA), transportador de glicose (GLUT4 - Millipore, cat # 07-
1402, MA, EUA), FAS (fatty acid sinthase - Santa Cruz Biotechnology, codigo sc-
20140, CA, EUA) foi detectada por imunoblotting utilizando anticorpos policlonais de
coelho. Aproximadamente 120 mg de figado e de musculo esquelético foram
homogeneizados em tampé&o de lise (pH 6,4) contendo inibidores de protease. A
concentracdo de proteina no sobrenadante foi determinada com um kit de ensaio de
proteinas BCA (Thermo Scientific, Rockford, IL, EUA). Trinta microgramas de
proteina foram separados por eletroforese num gel de poliacrilamida a 10% (SDS-
PAGE) e transferidos para uma membrana de PVDF (GE Healthcare BioSciences).
As membranas foram bloqueadas com 5% de leite em p6 desnatado em solugéo
salina tamponada com Tris (TBS) (Amershan Biosciences, Uppsala, Suécia)
contendo 0,05% de Tween-20 (Bio Rad, CA, EUA) e, em seguida, incubadas durante
a noite a 4°C com anti-SREBP-1c, anti-FAS, anti-PPAR-alfa, anti-PPAR-gama, anti-
GLUTA4.
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Subsequentemente, as membranas foram lavadas 3 vezes com TBS contendo
0,05% de Tween-20 e incubadas com o anticorpo secundario durante 1 hora. A
proteina estrutural B-actina (Santa Cruz Biotechnology, sc - codigo 81178, CA, EUA)
foi obtida por extracdo das proteinas da membrana de PVDF do figado e do musculo
esquelético e foi utilizada para correcdo da expressao das proteinas mencionadas.
As bandas foram detectadas por quimiluminescéncia, utilizando o kit de reagente
ECL (GE Healthcare BioSciences) e obtido pelo sistema de imagens ChemiDoc (Bio
Rad, EUA). A densidade dos sinais foi analisada usando a versdo do software
ImageJ 1.47q (Wyne Rasband, National Institutes of Health, EUA).

3.9 PCR quantitativo em tempo real

O RNA total foi extraido a partir de 50mg de figado e 30mg do musculo
esquelético, utilizando reagente Trizol (Invitrogen, CA, EUA). A quantificacdo do
RNA foi determinada utilizando espectroscopia NanoVue (GE Life Sciences), e 1 mg
de RNA foi tratado com DNase | (Invitrogen). A sintese da primeira cadeia de cDNA
foi realizada utilizando iniciadores Oligo (dT) para RNAm e Superscript Il da
transcriptase reversa (ambos da Invitrogen). O PCR quantitativo em tempo real (RT-
gPCR) foi realizado utilizando StepOne Plus Real-Time PCR System (Life
Technologies, CA, USA) e o SYBR Green mix (Invitrogen). Primers para gPCR foram
concebidos utilizando o software Primer3 on-line e estédo indicados na Tabela 1. A
beta-actina (B-actina) foi utilizada para normalizar a expressdao dos genes

selecionados.

As eficiencias de RT-gPCR para o gene alvo e da [-actina foram
aproximadamente iguais, e foram calculados a partir de séries de diluicdo de cDNA.
As reacdes em tempo real de PCR foram realizadas como se segue: depois de uma
pré-desnaturacdo e programa de ativagdo da polimerase (4 min a 95°C), 44 ciclos,
cada um consistindo em 95°C durante 10 s e 60°C durante 15s foram seguidos por
um programa de curva de fusdo (60°C a 95°C, com taxa de aquecimento de
0.1°C/s). Os controles negativos consistiram em pog¢os nos quais o cDNA foi
substituido por 4gua deionizadas. A relacdo de expressao relativa (RQ) de RNAm foi
calculado pela equacdo 222, em que -ACT expressa a diferenca entre o nimero de

ciclos (TC) dos genes-alvo e da B-actina.
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3.10 Eutanéasia

Na 242 semana, 24 h apés o ultimo dia de treinamento fisico, os animais foram
mantidos em jejum por 6 h e foram profundamente anestesiados (pentobarbital
sddico intraperitoneal, 150 mg/kg). As amostras de sangue foram obtidas por puncéo
cardiaca para andlise bioquimica, centrifugadas a 120 g durante 15 min a
temperatura ambiente e o plasma foi armazenado a -80°C até o dia do ensaio. A
MC, bem como as massas de tecido adiposo, figado e pancreas foram corrigidas

pelo comprimento da tibia (Yin et al., 1982).

3.11 Analise estatistica

Os dados estdo apresentados como a média e o erro padréao da média.

As amostras foram testadas quanto a normalidade e homogeneidade das

variancias.

As diferencas entre os grupos foram testadas por analise de variancia one-way
ANOVA e pés-teste de Holm-Sidak. Para todas as andlises, um valor de P<0,05 foi
considerado estatisticamente significativo (GraphPad Prism versdo 6.04 para
Windows, San Diego, Califérnia, EUA).
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4 RESULTADOS

4.1 Massa corporal

Desde a primeira semana de consumo da dieta experimental, houve diferenca
significativa na MC dos grupos magros e obesos (20%, P<0,001) que permaneceu
até a 122 semana do experimento. A principal razdo para o aumento da MC foi a
ingestao de dieta com alta densidade energética. A partir da 132 semana e do inicio
do protocolo de exercicio, o grupo LE-T reduziu sua MC em comparagdo com o
grupo LE-NT (11%, P<0,001), e também o grupo OB-T reduziu sua MC gquando
comparado com o0 OB-NT (11%, P<0,001) (Fig. 2).

4.2 Bioguimica e citocinas inflamatérias plasmaticas

A Tabela 1 mostra os resultados da bioquimica e citocinas inflamatérias
plasméticas.

Em comparacdo com o grupo LE-NT, o grupo OB-NT teve aumento dos niveis de
CT (91%), TG (84%), LDL-c (369%), AST (76%) e ALT (131%) (P<0,001). Além
disso, todos esses dados foram significativamente menores no grupo OB-T em
comparacao ao grupo OB-NT (P<0,001).

Note-se que os camundongos tendem a ter um aumento dos niveis de HDL-c
guando alimentados com uma dieta rica em gordura; mas o grupo LE-T, no presente
estudo, mostrou um aumento efetivo dos niveis de HDL-c em comparac¢ao ao grupo
LE-NT.

Os niveis de adiponectina no plasma foram menores nos grupos obesos (OB-NT
e OB-T) em comparagcao aos grupos magros (P<0,001). Em relacédo aos efeitos, o
treinamento de alta intensidade em natacéo, foi eficaz na reducéo dos valores das
citocinas inflamatoérias, mesmo no grupo OB-T, que continuou a se alimentar com a

dieta rica em gordura (P<0,001, para todas as citocinas).
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Figura 2 - Evolucao da Massa Corporal

45

40}

35

30}

25

Evolucao da Massa Corporal (g)

20}

-0- LE * . LE

-0- OB t# LE-NT +

- LE-T el r
§+ OB-NT

-0- LE-NT

-

-0

0

Legenda:

12 3 4 5 6 7 8 910111213 14151617 18 19 20 21 22 23 24

Semanas

Grupos: LE-NT, magro néo treinado; LE-T, magro treinado; OB-NT, obeso néo treinado;
OB-T, obeso treinado. Quando indicado, houve uma diferenca significativa (P < 0,05) 1 LE-
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Tabela 1: Bioquimica e perfil inflamatério plasmaticos.

DADOS GRUPOS
LE-NT LET OB-NT OB-T
CT (mg/dl) 121,7411,0 943601 23214601 192,5+1,01§
TG (mgldl) 75720  582+201  1391+40f  985+201§
LDL-C (mg/dl) 13,0£2,0 80+201  61,0£301  230+20%§
HDL-C (mg/dl) 72,0£30 8204101 1030301  121,0+4,01,§
Glicemia (mg/dl) 1200420  98,0+201  1560#601  12643,01.§
Insulina (U/ml) 186434 1184301  423+38t1  251#311§
HOMA-IR (a.u) 2,70,2 1,640,3 1 642041  39+021§
AST(ULL) 840£23  490+361 19404621  990+351§
ALT (ULL) 34022  100+161  61,06321  350£331§
Adiponectina (ug/ml) 138+09 183091  96+101f  134+091§
IL-6 (pg/mi) 125419 43+131 332422t  129+2,01§
Resistina (10%pg/ml) 132¢14  81+15%  298+15t  187+141§
MCP-1 (pg/ml) 17,8413 124%1,61 3384201  230£3,91§
Leptina (10%pg/mi) 154417 724161  349+1,81  159+171§
PAI-1 (102pg/ml) M,7+¢11 602071 22511t 9,840,748

Legenda: Os dados estdo expressos como médiat erro padrdo da média. Simbolos representam
diferenga significativa em comparagdo com: 1 LE-NT, ¥ LE-T, e § OB-NT, P<0,05, one-way
ANOVA, pos-teste de Holm-Sidak. Grupos: LE (magro), OB (obeso), NT (ndo treinado), T
(treinado). Abreviaturas: IL-6 (Interleucina-6), MCP (proteina quimiotatica de mondcitos), PAI
(inibidor do ativador do plasminogénio).
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4.3 Teste oral de toleréncia a glicose

Antes do inicio do protocolo de exercicio, a concentracdo de glicose plasméatica
aumentou no grupo OB (39%, P<0,003) devido ao consumo da dieta rica em gordura,
provocando uma forma de RI, em comparacdo ao grupo LE. No final do protocolo de
exercicio, os grupos treinados mostraram uma area sob a curva diminuida (LE-T, 23%,
P<0,01 e OB-T, 16%, P<0,01), quando comparado aos grupos nao treinados,
respectivamente. I1sso sugere que o exercicio foi eficaz em reduzir a Rl provocada pela dieta

rica em gordura (no presente caso, o grupo OB-T). (Fig. 3)

Figura 3 - Teste oral de tolerancia a glucose.
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Legenda: (A) Andlise de 120 minutos, e (B) comparando a area sob a curva (AUC) em unidades arbitrarias
(UA). Grupos: LE-NT, magro néo treinado; LE-T, magro treinado; OB-NT, obeso néo treinado; OB-
T, obeso treinado. Quando indicado, houve uma diferenca significativa (P < 0,05) T LE-NT, f LE-T,
e 8 OB-NT (one-way ANOVA e pds-teste de Holm-Sidak).
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4.4 llhotas pancreéticas

O consumo excessivo da dieta hiperlipidica promoveu hipertrofia das ilhotas
pancreéticas no grupo obeso (46%, P<0,01), corroborando os resultados do teste
oral de tolerancia a glicose, com uma hiperfuncdo da secrecdo de insulina (119%,
P<0,001) e uma diminuicdo da captacdo de glicose. O efeito protetor do exercicio
promoveu uma reducdo no didmetro das ilhotas nos grupos LE-T (40%, P<0,01) e
OB-T (22%, P<0,01) e reduziu a secrec¢éo de insulina nos grupo LE-T (35%, P<0,01)
e OB-T (31%, P<0,001), em comparacdo com 0S respectivos grupos nao treinados
(Fig. 4).

Figura 4 — llhotas pancreaticas

Legenda: Representantes dos grupos marcados com imunohistoquimica de insulina (células beta): (A) grupo LE-
NT, (B) grupo LE-T; (C) grupo OB-NT; (D) grupo OB-T.
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4.5 indice de adiposidade e didametro dos adip6citos

A dieta rica em gordura promoveu um aumento no didametro dos adipécitos no
grupo OB-NT quando comparado com LE-NT (85%, P<0,001). No fim do
experimento, o grupo LE-T reduziu o diametro médio dos adipdécitos (23%, P<0,01),

em comparacao com o Sseu respectivo grupo néo treinado.

O mesmo aconteceu com o grupo OB-T em relacdo ao OB-NT, com uma reducéo
de 12% no didametro dos adipdcitos (P<0,01).

O indice de adiposidade aumentou significativamente no grupo OB-NT (137%,
P<0,001), em comparacdo com o grupo LE-NT, e diminuiu nos grupos treinados (LE-
T; 49%, P<0,001 e OB-T; 24%, P<0,001) (Fig. 5).

Figura 5 — Andlise do tecido adiposo
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Legenda: (A) Distribuicdo de adipécitos em relagdo ao tamanho dos grupos, (B) indice de adiposidade. Quando
indicado, houve uma diferencga significativa (P < 0,05) 1 LE-NT, ¥ LE-T, e § OB-NT (one-way ANOVA e
pos-teste de Holm-Sidak). As fotomicrografias de (C) a (F) sdo representativas de uma amostra de
adipécitos dos grupos: (C) LE-NT, (D) LE-T, (E) OB-NT, (F) OB-T.
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4.6 Esteatose hepética

No grupo OB-NT, a estrutura do figado foi caracterizada por uma infiltracdo de
gordura e pela presenca de macro e microvesiculas intra-hepatécitos, caracterizando

a esteatose hepatica.

No primeiro momento, a dieta provocou um acumulo excessivo de gordura no
figado no grupo OB (554%, P<0,001), quando comparado com o grupo LE. Ao final
do experimento, o grupo LE-T apresentou menos esteatose (57%, P<0,05) em
comparacao com LE-NT. Essa reducéo da esteatose hepatica foi também observada
no grupo OB-T (77%, P<0,001) quando comparado ao grupo OB-NT (Fig. 6).

Figura 6 — Analise de esteatose hepatica
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Legenda: (A) A densidade de volume da esteatose estimada nos grupos (média e erro padrdo da
média). Quando indicado, houve uma diferencga significativa (P < 0,05) + LE-NT, £ LE-T, e §
OB-NT (one-way ANOVA e pés-teste de Holm-Sidak). Esteatose macro (setas cheias) e
microvesicular (setas vazias) nos grupos (B) LE-NT (muito pouca gordura nos hepatdcitos),
(C) LE-T (muito pouca gordura nos hepatdcitos); (D) OB-NT (este grupo mostra a grande
quantidade de gordura nos hepatécitos), (E) OB-T (gordura moderada nos hepatécitos).
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4.7 Western blot (figado): FAS, SREBP1-c e PPARs

O grupo OB-NT apresentou aumento da expressao da FAS. Esta expressao foi
reduzida nos grupos treinados (LE-T, 41%, P<0,001 e OB-T; 34%, P<0,001). A
expressdo de SREBP1-c foi maior no grupo OB-NT (170%, P<0,001) quando
comparado com o grupo LE-NT. Os grupos treinados apresentaram uma expressao
reduzida de SREBP1-c (LE-T; 66%, P<0,001 e OB-T; 39%, P<0,001), quando
comparados com 0s grupos néo treinados. A expressdo hepatica de PPAR-alfa foi
reduzida no grupo OB-NT e aumentada nos grupos treinados: LE-T (26%, P<0,001)
e OB-T (102%, P<0,001). A expressdao de PPAR-gama foi aumentada nos grupos
nao treinados (LE-NT, 19%, P<0,001 e OB-NT, 22%, P<0,001). Nao foi observada
diferenca na expresséo de B-actina das membranas. (Fig. 7)

Figura 7 - Andlise por Western Blot do figado (bandas representativas das proteinas

sdo mostradas na parte inferior da figura)
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Sidak). Sterol regulatory element-binding proteins-1c (SREBP-1C); Fatty acid synthase (FAS);
Peroxisome proliferator-activated receptors (PPAR-alfa); PPAR-gama.
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4.8 Western blot (musculo esquelético): GLUT-4 e PPAR

A expressdo de PPAR-alfa foi reduzida no grupo OB-NT (52%, P<0,001), e nos
grupos treinados aumentaram significativamente (LE-T; 47%, P<0,001 e OB-T;

150%, P<0,001). A expressdo de PPAR-gama foi aumentada nos grupos nao
treinados (LE-NT, 23%, P<0,001 e OB-NT, 62%, P<0,001). A expresséo de GLUT4
foi maior nos grupos treinados quando comparados com os nao treinados (LE-T,;
48%, P<0,001 e OB-T; 41%, P<0,001). Nao foi observada diferenca na expresséao de

B-actina das membranas. (Fig. 8)

Figura 8 - Andlise por Western Blot do musculo esquelético (bandas representativas

das proteinas sdo mostradas na parte lateral da figura)
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Legenda: Os valores sdo apresentados como a média e o erro padrdo da média. Quando indicado, houve uma
diferenca significativa (P < 0,05) ¥ LE-NT, £ LE-T, e 8 OB-NT (one-way ANOVA e pés-teste de Holm-
Sidak). Glucose transporter member 4 (GLUT4); Peroxisome proliferator-activated receptors (PPAR-

alfa); PPAR-gama.
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4.9 RT-PCR quantitativo do figado e musculo esquelético

No tecido muscular esquelético, a expressdo de RNAm do PPAR-alfa foi reduzida
no grupo OB-NT, e nos grupos treinados foi aumentada (LE-T; 113%, P<0,01 e OB-
T; 207%, P<0,01). A expressdo de RNAm do PPAR-gama foi aumentada nos grupos
nao treinados (LE-NT, 64%, P<0,01 e OB-NT; 47%, P<0,01). Analisando o figado, o
grupo OB-NT mostrou um aumento na expressdao do RNAm da FAS, sendo essa
expressao reduzida nos grupos treinados (LE-T, 70%, P<0,01 e OB-T; 37%,
P<0,01). A expressdo do RNAmM da SREBP1-c foi maior no grupo OB-NT (51%,
P<0,01), quando comparado com o grupo LE-NT. Os grupos treinados apresentaram
uma expressdo reduzida (LE-T; 51%, P<0,01 e OB-T, 36%, P<0,01) quando
comparado com 0s grupos nao treinados. A expressao de RNAm do PPAR-alfa foi
reduzida no grupo OB-NT, e foi aumentado nos grupos treinados: LE-T (110%,
P<0,001) e OB-T (140%, P<0,01). A expressdao de RNAm do PPAR-gama foi
aumentada nos grupos néao treinados (LE-NT, 55%, P<0,01 e OB-NT, 42%, P<0,01).
(Figuras 9 e 10)

Figura 9 - Expressdes relativas de RNAmM no musculo esquelético (corrigidos por B-

actina)

hied
=1

I t2LENT +
t# LET
§+ OBNT

T« LE-NT

§# OB-NT _’lr_

-
[<;]

T

! 1

T

et
o

Expressao relativa mRNA de PPARYy
Musculo (u.a./corrigida pela p-actina)

Expressao relativa mRNA de PPARx
Musculo (u.a./corrigida pela p-actina)
(=]

o
=

LE-NT LE-T OB-NT 0B-T LE-NT LE-T OB-NT 0B-T

Legenda: Os valores sao apresentados como média e o erro padrdo da média. Quando indicado, houve uma
diferencga significativa (P < 0,05) ¥ LE-NT, £ LE-T, e 8 OB-NT (one-way ANOVA e poés-teste de Holm-
Sidak). Peroxisome proliferator-activated receptors (PPAR-alfa); PPAR-gama.
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Figura 10 - Expressoes relativas de RNAm do figado (corrigidos por B-actina)
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5 DISCUSSAO

O modelo animal escolhido no presente estudo tem susceptibilidade fenotipica
para o desenvolvimento de obesidade e outros componentes relacionados com a
SMet de seres humanos quando alimentados com uma dieta de alto teor de gordura
(Gallou-Kabani et al., 2007; Fraulob et al., 2010). De fato, observou-se que,
enquanto o grupo magro (LE) ndo mostrou mudancas significativas na biometria
corporal, no metabolismo da glicose e no perfil pré-inflamatoério, o grupo obeso (OB)

mostrou todas essas alteracdes, caracterizando o modelo animal de SMet.

Com a progressao da aplicacdo do protocolo de exercicio, as alteracées no grupo
OB foram progressivamente atenuadas e também foram melhoradas no grupo LE. O
beneficio do HIT nos grupos OB e LE foi relacionado com a reducao significativa da
gordura corporal. Com isso houve melhora no metabolismo da glicose/RI e no perfil

pré-inflamatério.

Sabemos que ha beneficios promovidos pelo exercicio (carater aerdbico, esteira
ou natacdo) na Rl e esteatose hepéatica (Fujimoto et al., 2010; Marques et al., 2010;
Schultz et al., 2012). Na obesidade induzida por dieta, o exercicio diminui os efeitos
deletérios da dieta (Jimenez-Pavon et al.,, 2013). O protocolo de alta intensidade
parece promover melhora superior na aptiddo e melhora semelhante em alguns
fatores de “risco cardiometabdlico”, em comparagcdo com o exercicio moderado
continuo, quando realizado por individuos saudaveis ou em pacientes clinicos
(Kessler et al., 2012). Entretanto, esta comparacdo entre HIT e outros tipos de

exercicio ndo fez parte do objetivo do presente estudo.

A relacdo entre a qualidade de vida e a inatividade contribui para o
desenvolvimento de varias comorbidades da SMet, tais como a obesidade e RI/DM2
(Babraj et al., 2009). O tratamento da obesidade é multifatorial, mas principalmente
leva em consideracdo as terapias farmacologica e nutricional, cirurgia e atividade
fisica (Hansen et al., 2010). O objetivo do exercicio é recuperar a saude, garantindo
ao individuo melhora na qualidade de vida através da perda de MC gradual e
reversdo de alteragbes metabolicas e hormonais, além de agir como um anti-

inflamatorio natural (Petersen e Pedersen, 2005).
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E sabido que o exercicio tem papel anti-inflamatdrio e melhora a sensibilidade a
insulina (Shing et al., 2013). Isso concorda com os resultados do presente estudo,
pois foram demonstrados os beneficios do treinamento de alta intensidade em
animais obesos, mesmo se mantendo o consumo continuo de uma dieta

hiperlipidica.

A SMet € uma indutora potente de pro-inflamagéo. O exercicio tem um papel
relevante no aumento da inducdo sistémica de citocinas com propriedades anti-
inflamatorias (Kessler et al., 2012). No presente estudo, a acdo do treinamento de
alta intensidade foi significativa para a diminuicdo dos niveis das citocinas proé-
inflamatérias MCP-1, IL-6, PAI-1, leptina e resistina. Além disso, nossos achados
com o HIT concordam com as observacdes relatadas na literatura, sobre o aumento
da concentracdo de adiponectina em resposta ao exercicio de alta intensidade e da

reducdo da porcentagem de gordura corporal (Mitrou et al., 2011).

O efeito da oxidacdo alterada da gordura tem importancia na regulacdo da
energia pelo sistema nervoso central e no desenvolvimento de importantes
comorbidades da obesidade, incluindo a inflamacao sistémica, RI/DM2 e doencas
cardiovasculares (Rogge, 2009). E bom enfatizar que, nos casos extremos de
obesidade (obesidade moérbida), o tecido adiposo subcutaneo libera IL-6, a qual
pode, em seguida, mediar a Rl no musculo esquelético (Mitrou et al., 2011). Nesses
casos, apesar de haver um aumento concomitante da secrecdo de leptina pelo
tecido adiposo subcutaneo, o nivel de leptina aparentemente ndo esta associado
com a sensibilidade a insulina no metabolismo da glicose muscular (Tsuchiya et al.,
2013).

Associado a RI sistémica, o consumo de uma dieta rica em gordura leva a um
aumento da secrecao de insulina pelas ilhotas pancreaticas, sem associacdo com
um aumento da qualidade de producédo de insulina (Terada et al., 2001). No
presente estudo, observou-se hipertrofia de ilhotas no grupo OB, associado ao
aumento na imunodensidade das células-beta. Isto concorda com a literatura que
relata uma producdo excedente de insulina nos casos de obesidade, mas essa
insulina ndo atua na captacdo de glicose circulante, levando a hiperglicemia e a
hiperinsulinemia basal (Postic e Girard, 2008), que também foi observado em nossos

resultados. Mais do que isso, verificou-se uma atenuacao da hipertrofia das ilhotas e
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da imunodensidade das células-beta em animais obesos submetidos ao HIT,

associou-se a uma atenuacédo da RI desses animais.

O exercicio aumenta a taxa de captacdo de glicose porgue as necessidades do
musculo esquelético estdo aumentadas. Esse efeito € semelhante a acéo da insulina
sobre a glicose e sobre o0 mecanismo de estimulacdo da absorcéo de glicose, que
envolve a translocacdo dos transportadores de glicose (no caso do musculo
esquelético, o GLUT4) para a membrana plasmatica e tubulos transversais. Assim, 0
periodo de pos-exercicio € caracterizado por um aumento da sensibilidade a insulina

para a captacdo de glicose no musculo (Younossi, 2008).

O exercicio tem efeitos significativos sobre os mecanismos independentes de
insulina utilizados para aumentar a absorcdo de glicose no musculo esquelético,
como acontece nos individuos com DM2 (Wei et al., 2008). Segundo os resultados
do presente estudo, com o uso de HIT, houve uma expressédo maior de GLUT4 nos

animais treinados em comparagcdo com 0s animais nao treinados.

Temos que considerar os efeitos nocivos da obesidade sobre o figado. O
desenvolvimento de esteatose hepatica esta associado ao desequilibrio de vérios
processos celulares relacionados a sinalizagdo da insulina, incluindo o aumento do
fluxo de acidos graxos livres no figado (lipolise), betaoxidacdo, estresse oxidativo,
etc (Tsekouras et al., 2008). Essas alteracbes estdo relacionadas com a elevacéo

das enzimas hepaticas, ALT e AST (Browning e Horton, 2004).

A reducdo da MC, principalmente com a correcdo da obesidade central
conseguida através da combinacdo de medidas dietéticas e com o0 aumento da
atividade fisica, corresponde ao "padrdo ouro" de manutencdo da doenca nao
alcodlica do figado gorduroso. Isso € muito importante porque, se ndo levada a
sério, esta alteracao do figado pode evoluir para a esteatohepatite, que corresponde
a rota que termina na cirrose hepatica e no cancer do figado (Farrell e Larter, 2006).
A doenca néo alcoolica do figado gorduroso esta fortemente associada com DM2 e
obesidade abdominal e sua prevaléncia mundial aumentou dramaticamente nos
altimos anos, sendo projetada para ser a principal etiologia para transplante de

figado na préxima década (Anstee et al., 2013).

No contexto da RI, a lipogénese no figado é aumentada pela ativagdo de genes

lipogénicos, tais como acetil-CoA carboxilase, FAS e estearoil-CoA desaturase 1,
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todos eles ativados pela SREBP-1c (Pyper et al., 2010; Cintra et al., 2012).
Contrariamente, a expressdo de PPAR-alfa correlaciona-se a uma elevada atividade
de betaoxidacdo mitocondrial (Anstee e Goldin, 2006). O exercicio fisico melhora
praticamente todos os indicadores hepaticos quando héa esteatose hepatica
associada a obesidade (Rector et al., 2008; Schultz et al., 2012; Centis et al., 2013).

Durante o exercicio, a maior fonte de energia para o trabalho muscular vem da
glicose do figado. A regularidade da pratica do exercicio fisico reduz
significativamente o quadro de esteatose hepatica quando associado a uma
correcdo simples da dieta (com reducdo da quantidade de gordura) (Racil et al.,
2013).

O exercicio € um beneficio em potencial na prevencdo do agravamento da
esteatose hepatica, independentemente da perda de MC, devido ao aumento da
utilizacdo de gordura como energia (Fujimoto et al., 2010; Schultz et al., 2012). Em
relacdo a oxidagcdo de gordura, o HIT tem um efeito pds-exercicio maior do que o
treinamento de baixa a moderada intensidade (Magkos et al., 2008). Além disso, 0
HIT reduz a taxa de secrecdo de VLDL pelo figado de homens sedentarios (Malhi e
Gores, 2008). Os nossos resultados demonstraram que o HIT levou a uma reducéo
significativa da esteatose hepatica e das enzimas hepaticas, mesmo nos animais

gue foram alimentados com uma dieta rica em gordura de forma continuada.
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CONCLUSAO

Em conclusado, os achados do estudo atual reforcam a importancia do exercicio de
alta intensidade na modalidade de natacdo como uma abordagem né&o
farmacoldgica para o controle da resisténcia insulinica, no controle da glicemia e na

atenuacao da esteatose hepatica.

O exercicio de alta intensidade leva a perda de MC e é capaz de atenuar 0s
efeitos adversos causados pela ingestdo cronica de uma dieta rica em gordura,
mesmo com a ingestdo continuada dessa dieta, melhorando as enzimas do figado e

o perfil inflamataorio.
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