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RESUMO

A prevaléncia e a incidéncia da obesidade tem aumentado em todo o
mundo e esta associada a varias doencas cronicas, como diabetes mellitus
tipo 2, isquemia do coracdo, hipertensdo e cancer e, como consequéncia,
esta relacionada a um risco de mortalidade prematura. Por outro lado, o
exercicio fisico tem se caracterizado como um dos principais fatores
ambientais para prevenir e reduzir a obesidade, aumentando a massa
magra e diminuindo a gordura corporal. Enquanto existe unanimidade
sobre os efeitos benéficos do exercicio aerdbio sobre o controle ponderal,
os efeitos do exercicio resistido (mais comumentemente relacionado a
exercicios de peso) ainda carecem de maiores investigacdes. Nesse
sentido, este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos dos
treinamentos de resisténcia muscular, hipertrofia e forca sobre a
adiposidade corporal, alteracbes metabdlicas e moleculares nos tecidos
adiposo e muscular em camundongos Swiss obesos por dieta
hiperlipidica. Para isso, foram utilizados dois grupos de camundongos
Swiss machos: magros e obesos divididos aleatoriamente em oito grupos,
(i) camundongos controle magro (dieta padréo) ndo treinado (DPNT); (ii)
camundongos controle obeso (dieta hiperlipidica) ndo treinado (DHNT);
(iii) camundongos magros submetidos ao treinamento de resisténcia
muscular (DPTR); (iv) camundongos obesos submetidos ao treinamento
de resisténcia muscular (DHTR); (v) camundongos magros submetidos
ao treinamento de hipertrofia (DPTH); (vi) camundongos obesos
submetidos ao treinamento de hipertrofia (DHTH); (vii) camundongos
magros submetidos ao treinamento de forca (DPTF); e (viii)
camundongos obesos submetidos ao treinamento de forca (DHTF). A
dieta hiperlipidica consistiu de 38,5% de carboidrato, 15% de proteina,
46,5% de gordura e foi ofertada, assim como a agua, ad libitum. O
protocolo de treinamento consistiu em escaladas, por um periodo de dez
semanas de exercicios, com frequéncia de dias alternados (dia sim, dia
ndo). Nas 18, 42 72 e 10% semanas, realizou-se coletas de sangue caudal
para andlise de lactato para verificagéo da intensidade do treino. Quarenta
e oito horas apos a Ultima sessdo de treinamento os animais sofreram
eutanasia. O sangue foi coletado e centrifugado para analises do acido
graxo livre e glicerol. O tecido adiposo epididimal, o perirenal, o
retroperitoneal e o mesentérico foram retirados e pesados para
determinacdo do indice de adiposidade. Em seguida o tecido adiposo
epididimal e o quadriceps foram homogeneizados e analises moleculares
realizadas através da técnica de western blot, como também fixados em






parafina para analises histol6gicas. No tecido adiposo foram analisados
os niveis de proteinas pHSL"6%0 pPKA, e pPerilipina, enquanto que no
tecido muscular as moléculas analisadas foram a pAMPK e SDH. Para a
andlise dos dados, foi utilizado o teste ANOVA two-way seguido pelo
teste post hoc deTukey, considerando significativo um p<0,05. A carga de
treinamento ocorreu de maneira constante e igualitaria, com excessao da
primeira coleta que os grupo DPTF e DHTF apresentaram uma
concentracdo de lactato maior que os grupos DPTR e DHTR,
respectivamente. Nos animais obesos, os resultados demonstaram que as
trés modalidades de treinamento reduziram o peso corporal, a area
adipocitaria e aumento da area da fibra muscular do quadriceps quando
comparados ao grupo DHNT. A reducdo do indice de adiposidade foi
observada nos grupos DHTH e DHTF quando comparado ao grupo
DHNT. Os camundongos magros treinados ndo reduziram 0 peso
corporal, o indice de adiposidade e a area adipocitaria quando
comparados com o grupo DPNT. Os niveis séricos do acido graxo livre e
glicerol apresentaram diferenga somente nos grupos DPTH e DPTF
versus DPNT. Os niveis proteicos de pHSL3"% e de pPerilipina foram
menores nos grupos que realizaram treinamento de hipertrofia e de forga,
tanto nos camundongos magros como nos obesos em comparacdo ao
grupo ndo treinado; e os niveis proteicos de pPKA apresentaram-se
elevados em todos os grupos que realizaram treinamento quando
comparados ao grupo nao treinado, em ambas as dietas. Em relacdo as
analises moleculares no tecido muscular observou que os niveis proteicos
de pAMPK aumentaram em todos os grupos que realizaram treinamento,
tanto nos camundongos magros como nos obesos em comparacdo ao
grupo ndo treinado; e os niveis proteicos de SDH também aumentaram
em todos 0s grupos que realizaram treinamento quando comparado ao
grupo nao treinado, tanto nos camundongos magros como nos obesos, e
0s grupos DPTH e DPTF apresentaram valores maiores quando
comparado ao grupo DPTR, assim como os grupos DHTH e DHTF
apresentaram valores maiores que o grupo DHTR. Em conjunto, 0s
resultados demonstraram que o protocolo de treinamento resistido
utilizado pode reduzir a adiposidade em camundongos obesos - reducéo
no peso corporal, redugdo no indice de adiposidade e, redugdo na &rea
adipocitaria; demonstrando ser eficiente para o controle da adiposidade.

Palavras-chave: Obesidade; Exercicio resistido; Treinamento de
resisténcia; Treinamento de hipertrofia; Metabolismo lipidico.






ABSTRACT

The prevalence and incidence of obesity has increased in the world and is
associated with many chronic diseases such as type 2 diabetes, heart
ischemia, hypertension, and cancer. Consequently, they are related to a
risk of premature mortality. On the other hand, exercise has been
characterized as an important environmental factor reduce and prevent
obesity, increase lean body mass and reduce body fat. While there is
unanimity regarding the beneficial effects of aerobic exercise on weight
control, resistance exercise (most commonly related to weight exercises)
still deserves further investigation in the case of obesity therapy. In this
effort, this study is aimed at evaluating the effect of muscle endurance
training, hypertrophy, and body strength on adiposity and metabolic and
molecular changes in adipose and muscle tissue in obese mice on a high
fat diet (HD). The study population was composed of two groups of male
Swiss mice, lean and obese, randomly divided into eight groups (i) lean
control mice (standard diet) untrained (DPNT); (ii) obese control mice
(fat diet) untrained (DHNT); (iii) lean mice subjected to endurance
training (DPTR); (iv) obese mice subjected to endurance training
(DHTR); (v) lean mice subjected to hypertrophy training (DPTH); (vi)
obese mice subjected to hypertrophy training (DHTH); (vii) lean mice
subjected to strength training (DPTF); and (viii) obese mice subjected to
strength training (DHTF). The high fat diet consisted of 38.5%
carbohydrate, 15% protein, and 46.5% fat and included water ad libitum.
The training protocol consisted of climbing for a period of ten weeks with
alternate days (day in, day out). During the 1st, 4", 7t and 10" weeks,
blood was collected for lactate analysis in order to check training
intensity. Forty-eight hours after the last training session, the animals
were euthanized. Blood was collected and centrifuged for free fatty acid
and glycerol analyses. The epididymal, perirenal, mesenteric and
retroperitoneal adipose tissues were removed and weighed to determine
the adiposity index. Then the epididymal adipose tissue and the
quadriceps were homogenized and molecular analyzes performed by
western blot but also fixed in paraffin for histological analysis. In a
second stage, the adipose tissue were analysed levels of proteins
pHSLse¢0 pPKA and Perilipina, where as in muscle tissue were analysed
molecules pAMPK and SDH. Two-way ANOVA was applied for data
analysis, and Tukey test was used for post-hoc analysis. The alpha level
was set at 0,05 for all statistical tests. The training load was constant, with






the exception that the first collection of blood of the DPTF and DHTF
groups showed a higher concentration of lactate than the DPTR and
DHTR groups. In obese mice, the study results demonstrated that the
three training modes induced reductions in body weight, and increased
adipocyte in the quadriceps fiber area compared to the DHNT group. The
reduction of adiposity index was observed in DHTH and DHTF groups
when compared to DHNT group. Trained lean mice did not show a
reduced body weight, adiposity index and adipocyte area when compared
with the DPNT group. Serum free fatty acid and glycerol levels showed
differences only in DPTH and DPTF versus DPNT groups. Protein levels
pHSL%60 and Perilipina were lower in groups who underwent
hypertrophy and strength training, both in lean mice as in obese compared
to the untrained group; and protein levels are elevated pPKA presented in
all groups were trained compared to the untrained group in both diets. In
relation to molecular analyzes in muscle tissue observed that the protein
levels of pAMPK increased in all groups were trained in both lean mice
as in obese compared to the untrained group; and protein levels of SDH
also increased in all groups were trained compared to untrained group in
both lean mice and in obese, and DPTH and DPTF groups showed higher
values compared to DPTR group as well as groups DHTH and DHTF
showed higher values than DHTR group. Together, the results showed
that resistance training protocol used can reduce adiposity in obese mice
- reduction in body weight, reduction in adiposity index and reduction in
adipocyte area; demonstrated to be effective for controlling adiposity.

Keywords: Obesity; resistance exercise; endurance training; hypertrophy
training; lipid metabolism.
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1 INTRODUCAO
1.1 OBESIDADE

A prevaléncia e a incidéncia da obesidade tém aumentado em todo o
mundo. Estudos da Organizagdo Mundial da Satde (OMS) estimam que,
em 2025, terdo 2,3 bilhdes de pessoas com excesso de peso (IMC > 25
kg/m?) e 700 milhdes de obesos (IMC > 30 kg/m2), apresentando
aumento de 75% nos casos de obesidade comparando dados do ano de
2005 (Nguyen e El-Serag, 2010), o que representa o dobro de pessoas
obesas desde 0 ano de 1980 (Who, 2015). No mundo, a regido que teve o
maior aumento foi a Oceania (1,8 kg/m? por década), seguida pela
América do Sul e Central (1,4 kg/m? por década) (Finucane et al., 2011).
No Brasil, 0 nimero de pessoas obesas maiores de 18 anos aumentou
rapidamente. Atualmente, no pais, 17,9% da populag&o encontra-se obesa
e 52,5% apresenta excesso de peso (Vigitel, 2014). Esses dados, tdo
alarmantes, tornam a obesidade um problema de sa(de publica e
implicam um alto custo para o setor econdmico do pais (Visscher e
Seidell, 2001; Mokdad et al., 2003; Swinburn et al., 2011).

A obesidade e o sobrepeso sdo definidos como um acdmulo anormal e
excessivo de gordura que pode ser prejudicial para a sadde (Castanon et
al., 2015) e est4 associada a varias doencgas cronicas nao transmissiveis e,
se consolida como fator responsavel por aproximadamente 80% de casos
de diabetes mellitus tipo 2 (DM2), por 35% dos casos de isquemia do
coragdo, por 55% dos casos de hipertensao (WHO, 2014), aumenta o risco
de desenvolvimento de cancer (Renehan et al., 2008), doengas renais
(McAinch, 2016), alteracGes no humor e disfun¢des cognitivas (Francis e
Stevenson, 2013). Como consequéncia, 0 excesso de peso estd
relacionado a um risco de mortalidade prematura (Cerhan et al., 2014),
causando, anualmente, quase trés milhdes de mortes em todo 0 mundo
(Visscher e Seidell, 2001; Bouchard, 2003; Rose et al., 2007; Okay et al.,
2009; Finucane et al., 2011).

Com etilogia complexa e multifatorial, a obesidade pode ser atribuida a
uma interacdo entre o ambiente, a predisposicdo genética e o
comportamento humano (Kopelman, 2000; Abeso, 2009; Nguyen e El-
Serag, 2010). O peso corporal é resultado do balanco energético que é
determinado pela ingestdo e pelo gasto energético (Bouchard, 2003;
Abeso, 2009). Tal gasto é determinado pela taxa metabélica basal (60 a
70%), pelo efeito térmico dos alimentos (10%) e pelo gasto de energia
com atividade fisica (20 a 30%) (Abeso, 2009), ou seja, a obesidade pode
ser um resultado do desequilibrio no balanco energético (Who, 2014).
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Em relacdo a individuos com predisposicao genética para a obesidade,
Samaras et al. (1999) observaram, em 950 mulheres gémeas, que, quando
realizavam execicio fisico, apresentaram efeitos positivos na diminuicao
da massa adiposa, que sugere que o sedentarismo e 0 aumento da ingestao
caldrica sdo os fatores ambientais mais determinantes que o genético para
0 ganho de peso. Dessa forma, constata-se que o ambiente e o estilo de
vida sdo fatores preponderantes no que concerne a aquisicdo ou a
manutencdo de uma apropriada faixa de peso (Strasser, 2013). Embora
exista forte tendéncia de que a origem da obesidade seja dependente de
fatores genéticos, isso ndo impede que fatores ambientais contribuam para
a reducdo do peso (Abeso, 2009) e que a herdabilidade relacionada a
obesidade possa ser modulada pela atividade fisica vigorosa (Reddon et
al., 2016).

A partir da concepcao de que a obesidade €, principalmente, decorrente
de fatores ambientais, a adocdo de dietas hiperlipidicas vem sendo
utilizada como modelo de inducgéo a obesidade em animais roedores para
a realizacdo de estudos invasivos (Estadella et al., 2004; Rosini et al.,
2012; Farias et al., 2013). Uma dieta padrdo na sua composi¢do, por
exemplo, tem em torno de 4-6% de lipideos, ja na dieta hiperlipidica, os
lipideos correspondem a 20-30% da sua composicdo, de tal modo que a
dieta padrdo tem, aproximadamente, 3.948kcal/kg e, a dieta hiperlipidica
5.358Kkcal/kg (Pauli et al., 2009; Marinho et al., 2012). Uma dieta rica em
lipideos induz ao acimulo de gordura corporal em animais, promovendo
um aumento no tamanho e no ndmero de adipécitos, induzindo ao ganho
de massa corporal, promovendo mudancas no perfil dos lipideos e,
consequentemente, promovendo os efeitos deletérios relacionados a
obesidade (Lino 2013). Assim, a dieta hiperlipidica € um modelo
frequentemente utilizado por induzir a obesidade nos roedores (Estadela
et al., 2004; Panveloski-Costa et al., 2011; Speretta et a., 2012; Leite et
al., 2013; Shen et al., 2015) e por sua semelhanca com as respostas
metabdlicas decorrentes da obesidade em humanos (Tschop e Heiman,
2001; Rosini et al., 2012).

1.2 EXERCICIO FiSICO E SAUDE

A atividade fisica é caracterizada por qualquer movimento corporal no
qual se contrai um musculo esquelético para realizar movimento ou
manter postura que gaste energia. O exercicio fisico, por sua vez, consiste
na atividade fisica intencional, organizada, realizada ou praticada para
desenvolver, melhorar ou exibir uma forga ou capacidade especifica
(Robergs e Roberts, 2002) e estd relacionada com uma melhora da
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capacidade do sistema cardiorrespiratério e forca muscular, atuando de
forma eficiente na salde e capacidade funcional (Powell et al., 2011).

Os exercicios fisicos podem ser classificados de acordo com a tipo de
treinamento (aerdébio versus resistido), e cada um desses produzem uma
resposta metabdlica, molecular e fisiologica diferente (Egan e Zierath,
2013). Os exercicios aerdbios sdo baseados na aptidao cardiorespiratoria,
sdo de alta frequéncia, de baixa poténcia na contracdo muscular, podem
durar alguns minutos ou mesmo algumas horas, com predominio dos
sistemas de energia oxidativo. Os exercicios resistidos, por sua vez,
caracterizam-se por serem atividades de forca de curta duracdo em
intensidades elevadas e maximas, sua performance ocorre com baixa
frequéncia e alta carga, e tém predominio dos sistemas ATP-fosfogénio e
glicolitico (Egan e Zierath, 2013).

O exercicio fisico tem se caracterizado como um dos principais fatores
ambientais para prevenir e reduzir a obesidade, considera-se uma terapia
primaria para pacientes obesos (Klein et al., 2004). Existem evidéncias
cientificas de que o excesso de peso esta inversamente associado ao
exercicio fisico (Church, 2011). Ha uma predominancia de pesquisas
sobre o treinamento aerébio, bem como sua relagdo com o gasto de
energia e metabolismo oxidativo, auxiliando, assim, na redugdo de peso
e do tecido adiposo visceral (Sarsan et al., 2006; Ismael et al., 2012;
Strasser, 2013). Em adicdo, o treinamento combinado de exercicios
aerobios e de forca tem demonstrado resultados positivos no controle
ponderal, melhores do que o treinamento aerdbio realizado de forma
isolada (Park et al., 2003; Church, 2011; Ropelle, 2011; Sanal et al.,
2013). O treinamento resistido tem despertado interesse em
pesquisadores, uma vez que evidéncias tém mostrado aumentar a massa
muscular e reduzir a massa gorda (Bean, 1999; Strasser e Schobersberger,
2011; Egan e Zierath, 2013; Strasser, 2013; Clark e Goon, 2015). Embora
ja evidenciado que o aumento da massa muscular pode ser um fator
protetor para comorbidades; estudos sobre o treinamento resistido
progressivo (TRP) no tratamento da obesidade s&o inconclusivos e
carecem de maiores investigacoes.

1.3 EXERCICIO RESISTIDO

Exercicio resistido é sinbnimo de exercicio de forga, exercicio com
peso, exercicio contra a resisténcia muscular (Fleck e Kraemer, 1999;
Winett e Carpinelli, 2001; Mota et al., 2010), que envolve contra¢des
ativas do musculo esquelético de um determinado segmento corporal
contra uma resisténcia externa (Forjaz et al., 2003). Assim como a forga,
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é definida como “a capacidade neuromuscular de superar uma resisténcia
externa e interna” (Bompa, 2002), podendo ou ndo estar relacionada com
a area transversal do musculo (Egan e Zierath, 2013). Os exercicios
resistidos sdo realizados em conjuntos de repeticdes (um movimento
completo de um exercicio proposto) e séries (nimero de repeti¢bes
desenvolvidas de forma continua) (Fleck e Kraemer, 1999; Teixeira,
2008).

Para promover mudangas na composicao corporal e aumento de massa
muscular, o treinamento resistido deve ser desenvolvido por um periodo
gue compreenda de 6 a 24 semanas (Fleck e Kraemer, 1999). O aumento
da forga muscular por consequéncia de um aumento da area transversa do
musculo implica adaptagdes morfoldgicas desse tecido, tais como
aumento no tamanho e ndmero de miofibrilas, mudancas no tipo de fibra,
aumento da densidade capilar por fibra muscular, aumento no nimero
total de fibras musculares e alteragéo do tecido conjuntivo (Bompa, 2002;
Folland e Williams, 2007). No entanto, essas adaptacGes fisioldgicas
estdo associadas a intensidade e ao nimero de repeticBes executadas
(Winett e Capinelli, 2001). A intensidade do exercicio pode ser avaliada
como um percentual de uma repeticdo maxima (1RM) (Fleck e Kraemer,
1999).

O treinamento resistido pode ser classificado em treinamento de
resisténcia muscular (alta repeticdo e baixa resisténcia), treinamento de
hipertrofia (média repeticdo e média resisténcia) e treinamento de forca
méaxima (baixa repeticdo e alta resisténcia) (Badillo e Ayestaran, 2001;
Badillo e Serna, 2002; Campos et al., 2002). A forga dindmica maxima
melhora nos trés protocolos de treinamento, e a resposta hipertréfica
(aumento da area transversal da fibra muscular) é mais evidente nos
grupos que realizam treinamento de hipertrofia e forca (Campos et ao.,
2002).

O treinamento de resisténcia muscular caracteriza-se pela “capacidade
de realizar, durante um tempo prolongado, 0s exercicios com pesos,
mantendo os pardmetros do movimento” (Gomes, 2009). O treinamento
de resisténcia muscular engloba um volume maior de repetigdes com
menores cargas. Nessa perspectiva, a intensidade pode ser entre 20% a
60%, com 15 a 30 repetigdes por série, 0 que produz uma resisténcia geral
(Badillo e Ayestaran, 2001).

O treinamento de hipertrofia caracteriza pelo aumento da hipertrofia
muscular, que é conhecida como o aumento transversal do musculo
(aumento da massa muscular) e pode se dar pelo aumento da fibra
muscular, pelo aumento no nimero e do volume de miofibrilas e ao
aumento do tamanho do tecido conjuntivo e de outros tecidos ndo
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contrateis do musculo (Gomes, 2009; Badillo e Ayestaran, 2001). A
classificacdo para o treinamento de hipertrofia é de 6 a 12 repeti¢cdes por
série, comum a intensidade de 65%-80% de 1RM, com 1 min de repouso
entre as séries, e com a via glicogénio anaerdbia como fonte de energia
predominante (Badillo e Ayestaran, 2001).

O treinamento de forga pode se dar de duas formas, com a melhora na
coordenacdo neuromuscular e com a hipertrofia das fibras musculares
(Gomes, 2009). A melhora da coordenacdo neuromuscular permite um
ganho de forca em um curto periodo de tempo, no entanto, pode
representar um acréscimo de peso do individuo. Para o0 ganho de massa
muscular se faz necessario um periodo de treinamento maior (Gomes,
2009). Para melhorar a for¢a maxima séo recomendados exercicios com
carga de 70% a 95% de 1RM, uma vez que utilizando uma carga de 95%
de 1RM (2 a 3 repeticBes), 0 nimero méximo de unidades motoras séo
envolvidas, ja uma carga de 70% a 80% (8 a 12 repeti¢des) ocorre maior
estimulo a sintese de proteinas das fibras musculares (Gomes, 2009). Os
autores Badillo e Ayestaran (2001) classificam o treinamento de forca
méaxima como aqueles que envolvem de uma a seis repeticfes por série,
com uma intensidade entre 80% a 100%, e nos quais a fonte de energia
predominante é a via anaerobia alatica.

O treinamento resistido contribui para elevar a taxa metabdlica de
repouso (Santarém, 2012; Silva e Ferreira, 2014) e para maior sintese de
proteinas musculares (Evans, 2001; Souza e Pauli, 2013), assim, resulta
em maior massa muscular, que, por sua vez, exige mais energia em
repouso para a manutencdo do tecido, aumentando o gasto energético
(Mota et al., 2010). No entanto, ainda ndo estdo claros nem a prescrigdo
nem os protocolos de exercicios para o tratamento de obesidade, visto que
0 gasto energético depende de algumas variaveis, tais como intensidade,
velocidade, séries e intervalo entre as séries de execucdo dos exercicios
(Ropelle, 2011; Souza e Pauli, 2013).

1.4 EXERCICIO RESISTIDO E OBESIDADE

Uma das recomendagdes para a prevengdo e o tratamento da obesidade
é a de que se mantenha um estilo de vida ativo (Atlantis et al., 2009;
Strasser, 2013). Revisdes sistematicas mostraram que individuos obesos
que fazem atividade fisica podem ter redugfes nos fatores de riscos para
doencas cronicas. No entanto, ndo esta clara a prescricdo das variaveis do
exercicio fisico que é eficaz para reduzir os fatores de risco e reduzir o
peso em obesos (Strasser e Schobersberger, 2011; Ismael et al., 2012;
Katzmarzyk e Lear, 2012; Strasser et al., 2012; Silva e Ferreira, 2014).
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As evidéncias registradas na literatura sugerem que o treinamento
resistido progressivo (TRP) promove um balango energético negativo e
pode alterar a distribuicdo da gordura corporal e 0 aumento da massa
muscular. Nesse sentido, 0 TRP pode ser um mediador que acarreta um
melhor controle metabdlico, que pode reduzir os fatores de risco
relacionados com a obesidade, dislipidemias, doencas cardiovasculares,
resisténcia a insulina e diabetes tipo 2 (Strasser e Schobersberger, 2011;
Strasser et al., 2012; Strasser, 2013).

Em revisdo sisteméatica sobre diferentes protocolos de exercicios
(aerobio, resistido e combinado) em adultos obesos e com sobrepeso,
constatou-se que o exercicio aerdbio é eficaz na redugdo do tecido
adiposo visceral e que 0s poucos estudos existentes sobre treinamento
resistido evidenciaram que néo se consegue, com tal treinamento, reduzir
a obesidade visceral quando comparado ao controle e salientaram a
existéncia muito discreta de estudos sobre TRP (Ismael et al., 2012).
Entretanto, a combinacdo do treinamento resistido com o treinamento
aeréhio tem se mostrado superior para a perda do tecido adiposo visceral
e gordura subcutancea abdominal, resultando em maior massa corporal
magra quando comparado com o treinamento aer6bio realizado
isoladamente (Park et al., 2003). Em contraposi¢cdo, recente revisdo
sistematica — cujo objetivo consistiu em abordar a importancia do
treinamento resistido sobre a obesidade abdominal, a gordura visceral e a
resposta inflamatéria — mostrou ligeira diminuicdo da gordura visceral
com o treinamento resistido (Strasser et al., 2012). Nesse mesmo
contexto, em relacdo a modificacdo dos fatores de risco da sindrome
metabdlica, uma pesquisa evidenciou que tanto o treinamento aerébio
guanto o treinamento de forca e o treinamento combinado (aer6bio e
forca) tém efeitos benéficos sobre as anormalidades fisiologicas
associadas a sindrome metabdlica (Stensvold et al., 2010).

1.5 METABOLISMO DE LIPIDEOS NO TECIDO ADIPOSO E
MUSCULO ESQUELETICO

O tecido adiposo se configura como um grande reservatorio energético
do organismo, mas, em excesso, pode ser indesejavel. Os males
relacionados ao acumulo de gordura que implicam a sadde vao depender
da localizagdo e da quantidade da gordura corporal armazenada
(Tchkonia et al., 2013). Os maiores depdsitos de gordura se encontram na
regido intra-abdominal (omental e mesentérica, também denominado de
gordura visceral), regido inferior do corpo (gordura glltea, gordura
subcutanea da perna e gordura intramuscular), e gordura subcutanea dos
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membros superiores (Tchkonia et al., 2013). Em situag¢fes que ocasionam
um aumento de lipideos, o tecido adiposo se expande e, assim o adipécito
pode se tornar hiperplasico, ao mesmo tempo os adipécitos maduros
podem aumentar de tamanho e tornar se hipertréficos (Coelho et al.,
2013). Na gordura visceral, geralmente os adipdcitos tornam-se
hipertréficos, enquanto que na gordura subcutanea podem ampliar-se
através de uma hiperplasia ou de uma hipertrofia das células adipocitarias
(Tchkonia et al., 2013). Quanto maior o tamanho da célula adiposa, maior
0 grau de obesidade e a infiltracdo de macréfagos no tecido adiposo,
consequentemente maior a alteragdo na homeostase metabdlica (Gray e
Vidal-Puig, 2007; Heber, 2010), nesse contexto, a quantidade de tecido
adiposo visceral pode ser um preditor para a fisiopatologia da sindrome
metabdlica, por apresentar um baixo grau de inflamacdo no tecido
adiposo (Heber, 2010; Ismail et al., 2011; Coelho et al., 2013).

No adipdcito, 0 excesso de energia é armazenado como triacilglicerol
(TAG), quando necessarios, os TAGs sdo hidrolisados a trés moléculas
de acidos graxos e em uma molécula de glicerol. Para tal, € necessario
gue hormdnios ativem receptores da membrana plasmatica de um
adipocito. Como horménios lipoliticos classicos pode-se destacar as
catecolaminas, que, por meio de receptores B-adrenérgicos acoplados a
proteinas G ativam a adenilato ciclase, que induz a producdo do segundo
mensageiro CAMP no citoplasma, ativando a proteina quinase A (PKA)
que fosforila a lipase sensivel a horménio (HSL). Quando essas cascatas
de sinalizacéo fosforilam e ativam HSL, translocam-no do citosol para a
goticula de lipideo, o que provoca também a fosforilagdo da perilipina,
que se desloca da superficie para o citosol e libera CGI-58, o qual interage
com ATGL (lipase da goticula de gordura no tecido adiposo), ativando-a.
Uma vez ativada, a ATGL hidrolisa TAG, levando a producdo de
diacilglicerol (DAG). Entdo, a HSL ativa hidrolisa o DAG, formando
monoacilglicerol (MAG). Esta Gltima molécula lipidica sofre hidrélise da
lipase dos monoacilglicerois (MGL), liberando acidos graxos e glicerol
(Lafontan e Langin, 2009; Langin, 2010; Luglio et al., 2015). Os &cidos
graxos ndo estereficados e o glicerol sdo transportados pelos capilares
para outros tecidos. O primeiro é transportado, principalmente, para o
musculo-esquelético, o coracdo e o figado, ja o segundo, para o figado.
Alguns dos acidos graxos ndo estereficados que sdo formados durante a
lipdlise podem ser re-esterificados & TAG intracelular (Lafontan e
Langin, 2009).

Em relacdo ao glicerol produzido no processo lipolitico, a maior parte
é liberada na corrente sanguinea e, principalmente, fungGes como
substratos para a produgdo de glicose na gliconeogénese no figado,
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também uma parte do glicerol produzido pela lipélise pode ser reciclado
em TAG ainda dentro da célula (Lopes e Vale, 2015).

As goticulas lipidicas dos adip6citos contém proteinas estruturais
especificas, bem como enzimas do metabolismo de lipideos. A
reorganizacao estrutural de goticulas lipidicas em resposta a estimulacéo
hormonal é acompanhada por aumento e recrutamento de proteinas
chamadas de perilipinas (Brasaemle et al., 2004). A familia perilipina sdo
proteinas que cobrem as goticulas lipidicas nos adipdcitos, que regulam a
coordenacdo de armazenamento de lipideos e a utilizacdo em varios tipos
de células, impedindo o acesso da HSL aos TAG (Ducharme e Bickel,
2008). A perilipina é importante para a regulacdo da lipdlise sua
diminuicdo na célula pode resultar em maior lipolise dos adip6citos
(Mottagui-Tabar et al., 2003).

Outra proteina importante na lipdlise esta ligada a goticulas de lipideos,
interagindo com a perilipina. Trata-se da CGI-58 (identificacdo do gene
comparativo 58), também conhecida como ABDH5 (alfa/beta hidrolase
contendo o dominio da proteina 5), que, sob estimulagdo hormonal,
interage com ATGL, ativando a hidrélise de TAG (Lass et al., 2006).
ATGL ¢ altamente expressa no tecido adiposo e o aumento de
catecolaminas induz a superexpressdo de ATGL e a lip6lise (Lafontan e
Langin, 2009), e, interessantemente, o0 exercicio fisico aumenta a
liberacdo das catecolaminas (Yao-Borengasser et al., 2011).

A utilizacdo dos acidos graxos como energia durante o exercicio se
origina de diferentes fontes: acidos graxos transportados na circulagéo,
quer ligado a albumina, quer como TAG ligados pelas lipoproteinas de
densidade muito baixa e pela lipolise dos estoques de TAG
intramusculares (Jeppesen e Kiens, 2012), no entanto a principal fonte é
0 acido graxo plasmatico fornecido a partir da lipolise de TAG
armazenado no tecido adiposo (Sondergaard et al., 2011).

Para o &cido graxo ser transformado em um substrato de energia, é
necessario ser transportado para o interior da mitocondria. Os acidos
graxos de cadeia curta e média difundem passivamente por meio das
membranas mitocondriais, ja os acidos graxos de cadeia longa (AGCL)
precisam passar por um processo especifico para atravessar as membranas
e chegar na membrana interna mitocondrial (Jeppesen e Kiens, 2012).
Para 0s acidos graxos entrarem na célula, necessitam das proteinas de
ligacdo de &cidos graxos (FABP) na membrana plasmatica citosdlica
(Torsoni, 2011). As FABP citoplasmaticas associadas a membrana
podem contribuir para o controle de captacdo e utilizacdo dos acidos
graxos (Glatz et al., 2010). As proteinas de membrana tém como funcéo
regular a entrada dos acidos graxos para a célula por: i) absor¢éo de &cidos
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graxos a partir do meio extracelular, e ii) modulando o seu transporte para
a membrana (Glatz et al., 2010). A superexpressdo de FABP da
membrana plasmatica do musculo esquelético pode estar atribuida ao
aumento do transporte de acidos graxos dentro da célula muscular, porém,
ndo esta associada a um aumento na oxidacdo dos acidos graxos na
mitocdndria (Holloway et al., 2007).

Na sequéncia, os AGCL sdo convertidos para a forma de acilcarnitina,
ocorrendo uma reacdo catalisada por carnitina palmitoil tranferase (CPT-
1) (Jeppesen e Kiens, 2012). O CPT I, localizado na membrana interna
da mitocondria, transfere o grupo acil da acilcarnitina para uma molécula
de acil-CoA na matriz mitocondrial, a partir deste momento o acido graxo
serd oxidado (Kies, 2006; Glatz et al., 2010). O processo da B-oxidacdo
ocorre no interior da mitocéndria e é constituido por quatro reacGes
enzimaticas que realizam a remocdo sequencial de dois carbonos da
cadeia do acido graxo na forma de acetil-CoA. Cada unidade de dois
carbonos liberada pelo processo de p-oxidacdo da origem a acetil-CoA,
além de reduzir uma molécula de NAD*e uma molécula de FAD. O acetil
CoA, produto da B-oxidagao pode ser direcionado para o ciclo de Krebs
e, a cadeia respiratoria (NADH e FADH,), para a producdo de energia na
célula. Esse processo se repete até que o acido graxo tenha sido totalmente
oxidado (Torsoni, 2011).

Com o exercicio fisico, aumenta 0 metabolismo e a ativagdo de cascatas
de sinalizacdo, ocorre um aumento na concentracdo de varios segundos
mensageiros e varias proteinas quinases sdo ativadas pela contracdo
muscular, entre elas a proteina quinase ativada por AMP (AMPK), que
tem diversas acdes metabdlicas, incluindo o estimulo a oxidacdo dos
acidos graxos por meio da fosforilagdo e da inativagcdo de acil-CoA
carboxilase (ACC), a qual é responséavel pela carboxilagdo do acetil-CoA,
formando o malonil-CoA (Glatz et al., 2010; Torsoni, 2011). A AMPK
fosforila ACC, inativando-a e reduzindo os niveis de malonil-CoA,
resultando num aumento do transporte dos AGCL para o interior da
mitocOndria para a -oxidacdo (Rasmussen et al., 2002; Glatz et al., 2010;
Torsoni, 2011; Jeppesen e Kiens, 2012).

AMPK ¢é uma proteina quinase heterotrimérica ofy, que consiste de
uma subunidade catalitica a e subunidades regulatorias py. E ativada pelo
baixo nivel de energia (aumento da AMP/ADP: ATP) durante o exercicio,
e tem um papel de regular o metabolismo mantendo a homeostase
energética, desligando as vias metabdlicas que consomem ATP (sintese
de acidos graxos e de colesterol) e estimulando vias metabolicas que
geram ATP (captacdo de glicose e oxidacdo de acidos graxos) (O'Neill,
2013).
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Durante o exercicio fisico, a demanda de energia para 0 musculo
esquelético aumenta mais de 100 vezes, dependendo da intensidade
(Sahlin et al., 1998). Nessas condi¢cdes, os niveis de AMP e ADP
aumentam rapidamente (dependendo da intensidade do exercicio) e os
niveis de ATP diminuem rapidamente, como AMPK é um sensor do
estado de energia celular esta proteina é ativada durante o exercicio (Chen
et al., 2003). Ambas as subunidades al e a2 da AMPK sdo ativadas
durante o exercicio, no entanto, a atividade ol parece estar aumentada
durante as contragbes musculares de alta intensidade, que séo
equivalentes a > 100% do consumo maximo de oxigénio (VO, max), ja a
atividade de a2, em contraste, é aumentada em exercicio de baixa e
moderada intensidade a partir de 40% VO, max e aumenta
progressivamente com a intensidade do exercicio (Chen e Hsieh, 2000).
Durante o exercicio de baixa intensidade, a oxidacdo de gordura aumenta
até 65%, no entanto, durante os exercicios de alta intensidade ocorre um
pequeno aumento da fosforilacdo de AMPK e ACC, onde os carboidratos
sdo preferencialmente utilizados e a AMPK ¢ altamente ativada
(Jeukendrup, 2002).

A obesidade tem sido intensamente estudada, o que é justificado por
sua generalizacdo mundial, seus ndmeros crescentes e suas
consequéncias. Por outro lado, o exercicio fisico tem se caracterizado
como um dos principais fatores ambientais eficazes para prevenir e tratar
a obesidade. Os estudos abordam, em sua maioria, os efeitos do
treinamento aerobio (aptiddo cardiorrespiratoria) para o tratamento da
obesidade. No entanto existe varios fatores que evidénciam de que o
treinamento resistido pode ser tdo bem sucedido como o treinamento
aerdbio na reducdo do peso. O exercicio de forga aumenta a massa magra,
diminui a gordura corporal e promove um balanco energético negativo,
porémnao esta claro qual modelo de exercicio fisico resistido seria mais
eficaz sobre a adiposidade corporal.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do treinamento de resisténcia muscular, de hipertrofia
e de forga sobre a adiposidade de camundongos Swiss obesos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Avaliar as concentracGes de lactato sanguineo para aferir a intensidade
dos diferentes treinamentos.

o Avaliar os efeitos do treinamento de resisténcia muscular, de hipertrofia
e de forga no indice de adiposidade em camundongos obesos.

o Avaliar os efeitos do treinamento de resisténcia muscular, de hipertrofia
e de forca sobre a area dos adipécitos e fibra muscular em camundongos
obesos.

o Avaliar os efeitos do treinamento de resisténcia muscular, de hipertrofia
e de forca sobre os niveis séricos de glicerol e acido graxo livre em
camundongos obesos.

o Avaliar os efeitos do treinamento de resisténcia muscular, de hipertrofia
e de forca sobre os niveis proteicos das enzimas lipoliticas (pHSL, pPKA
e Perilipina) em tecido adiposo de camundongos obesos.

o Avaliar os efeitos do treinamento de resisténcia muscular, de hipertrofia
e de forca sobre os niveis proteicos das enzimas metabolicas (PAMPK e
SDH) em musculo quadriceps de camundongos obesos.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 ASPECTOS ETICOS

Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com
as diretrizes brasileiras para uso de animais com propositos cientificos e
didaticos (lei n® 11.794; DOU 27/05/13; MCTI n° 7). Este projeto foi
executado apds aprovacéo pela Comissio de Etica em Uso de Animais da
Universidade do Extremo Sul Catarinense (CEUA), sob o protocolo
nimero 053-2014-1 (Anexo A).

Os critérios de exclusdo foram: a presenca de complicagbes como
infeccOes, necroses, debilitagdo do estado geral que pudessem trazer
problemas ou desconforto ao animal durante o periodo do experimento e
morte do animal durante o tratamento. Como critérios de inclusdo, se
estabeleceu o trabalho com aqueles animais que ndo apresentassem
quaisquer complicagBes ou mesmo ndo morressem durante o tempo de
treinamento. O desconforto dos animais foi minimizado na medida em
gue somente pessoal devidamente treinado realizou tanto o0s
procedimentos para os testes de treinamento quanto as eutanasias.

3.2 ANIMAIS

Os camundongos foram recebidos com 4 semanas de idade e peso
inicial de 25g. Apds adaptacéo ao ambiente, foram alimentados com dieta
padrdo e dieta rica em gordura (Tabela 1). Essa composi¢do da dieta
hiperlipidica foi anteriormente utilizada em estudos de Pauli et al. (2008;
2009) e Ropelle et al. (2010). Os camundongos Swiss machos foram
procedentes do biotério da Unesc.

Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas, num ciclo claro e
escuro de 12 horas (das 06h as 18h), e receberam comida e agua ad
libitum. O ambiente foi mantido a temperatura de 20 + 2°C. Os
procedimentos do treinamento foram realizados no periodo matinal, com
inicio as 8h. Os camundongos foram alimentados por 17 semanas com
dieta hiperlipidica (DH) (carboidrato: 38.5%; proteina: 15%; gordura
46.5%, totalizando 5.4 kcal/g) (Nutri Experimental, Campinas, SP) e,
apo6s comprovada a obesidade, iniciou o periodo de treinamento, e a dieta
hiperlipidica foi mantida até o final do experimento. O peso corporal foi
registrado na semana 0 (antes de comecar o treinamento), na semana 5
(na metade do treinamento) e na semana 10 (antes da eutandsia). A Figura
1 apresenta imagem ilustrativa corporal de dois camundongos Swiss antes



44

de comecar o periodo de treinamento, um alimentado com dieta padréo
(DP) e 0 outro com dieta DH.

Tabela 1. Composi¢éo nutricional da dieta padrédo e dieta hiperlipidica

Ingredientes Dieta Dieta

padréo hiperlipidica

(g kg-1)  Kcal kg-1 (g kg-1) Kcal kg-1
Amido (Q.S.P.) 397.5 1590 1155 462
Caseina 200 800 200 800
Amido de milho 100 400 100 400
dextrinizado
Sacarose 132 528 132 528
Oleo de soja 70 630 40 360
Banha - - 312 2808
Celulose 50 - 50 -
microfina (fibra)
Mix minerais 35 - 35 -
Mix vitaminas 10 - 10 -
L-Cistina 3 - 3 -
Bitartarato de 25 - 2,5 -
colina

Somatorio Total 1000 3948 1000 5358
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Figura 1. Figura representativa mostrando camundongos Swiss alimentados
por 17 semanas com dieta padrdo 43,79 (esquerda) e dieta hiperlipidica 52,1g
(direita).

Os camundongos Swiss foram distribuidos randomicamente em 4
grupos experimentais para os alimentados com dieta padrdo (magros) e 4
grupos para os alimentados com dieta hiperlipidica (obesos). A diviséo
dos grupos, a abreviatura e 0 ndmero final dos animais em cada grupo
foram assim identificadas:

Grupo 1 — Dieta padréo, ndo treinado (DPNT), n:10;

Grupo 2 — Dieta hiperlipidica, ndo treinado (DHNT), n:07;

Grupo 3 — Dieta padréo, treinamento de resisténcia muscular (DPTR),
n:6;

Grupo 4 — Dieta hiperlipidica, treinamento de resisténcia muscular
(DHTR), n:8;

Grupo 5 — Dieta padréo, treinamento de hipertrofia (DPTH), n:8;

Grupo 6 — Dieta hiperlipidica, treinamento de hipertrofia (DHTH), n:8;
Grupo 7 — Dieta padrdo, treinamento de forca (DPTF), n:8;

Grupo 8 —Dieta hiperlipidica, treinamento de forca (DHTF), n:7.

O grupo dos animais DPNT e DHNT néo realizou qualquer tipo de
treinamento durante o periodo experimental, tendo os animais sido
mantidos em suas gaiolas sem qualquer tipo de exercicio.

O estudo foi realizado no Laboratdrio de Fisiologia e Bioquimica do
Exercicio (Lafibe) da Universidade do Extremo Sul Catarinense,
Criciima, Santa Catarina, Brasil. O Lafibe apresenta todas as condicdes
estruturais e técnicas necessarias para o desenvolvimento do estudo e para
atender as eventuais intercorréncias.
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3.3PROTOCOLOS DE TREINAMENTOS

Neste estudo, foi utilizado o protocolo de TRP adaptado de Hornberger
e Farrar (2004), e realizado com base nos estudos de Scheffer (2010;
2012). O protocolo de TRP consistiu em dez semanas de treinamento com
frequéncia semanal de quatro vezes em dias alternados, sendo que 0s
camundongos tiveram uma semana de adaptacdo ao protocolo de
treinamento, o qual exige que os animais escalem uma escada vertical
com pesos atados em suas caudas por fita autoadesiva (Figura 2). No
momento em que 0s animais escalassem cinco vezes a escada sem
estimulo, eram considerados adaptados. No topo da escada, 0s
camundongos alcangam uma gaiola (20 x 20 x 20 cm).

Figura 2. Figura representativa da escada utilizada para os treinamentos.
Altura de 1,1m na vertical e uma inclinag&o de 80°, degrau de 1cm.

A intensidade do exercicio para cada protocolo de treinamento se deu
em conformidade com o protocolo que estima a carga que sera aplicada
por meio do percentual do peso corporal de cada camundongo, levando
em consideracgdo a efetivacdo das repeticbes que serdo realizadas em cada
modelo de treino (Scheffer, 2010). Apds 48 horas da Ultima sessdo de
treinamento, 0s animais sofreram anestesiados e sofreram eutanasia por
decapitacdo.
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3.3.1 Protocolo de treinamento de resisténcia muscular

Os animais foram submetidos ao treinamento de resisténcia, no qual a
carga inicial foi de 10% da massa corporal, aumentando progressivamente
para 20%, 30%, 40% com 12-15 repeti¢des, 2 minutos de intervalo, 4 dias
por semana, durante 10 semanas (Figura 3).

3 séries 4 séries 5 séries 48hs

l ) [N

Sem Adapt 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 0

W
carga 10% 20% 30% 40% eutanasia

Figura 3. Protocolo de treinamento de resisténcia muscular
Fonte: Scheffer, 2010

3.3.2 Protocolo de treinamento de hipertrofia

Os animais foram submetidos ao treinamento de hipertrofia, no qual a
carga inicial foi de 25% da massa corporal, aumentando progressivamente
para 50% e 75%, 8-12 repeti¢des, 2 minutos de intervalo, 4 dias por
semana, durante 10 semanas (Figura 4).

3 séries 4 séries 5 séries 48hs

Sem Adapt 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 I
/!

carga __10% 25% 50% 5%

Figura 4. Protocolo de treinamento de hipertrofia
Fonte: Scheffer, 2010

3.3.3 Protocolo de treinamento de forca

Os animais foram submetidos ao treinamento de forca, no qual a carga
inicial foi de 50% da massa corporal, aumentando progressivamente para
75%, 100%, 125%, 150% e 175%, 4-5 repeti¢des, 2 minutos de intervalo,
4 dias por semana, durante 10 semanas (Figura 5).

3 séries 4 séries 5 séries 48hs

Sem Adapt 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 l
C A A A N A N J
v v — v v/ v v
carga __10% 50% 75% 100% 125% 150% 176% eutanasia

Figura 5. Protocolo de treinamento de forca
Fonte: Scheffer, 2010
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3.4 ANALISE DO LACTATO

A coleta de sangue para analise de lactato foi realizada quatro vezes no
periodo de treinamento (12, 43, 72 e 10 semana). O sangue foi coletado
através da artéria caudal no tempo 0 minuto (término do exercicio). Apos
realizar assepsia do local com élcool 70%, as amostras de 15puL de sangue
foram coletadas a partir de capilares de vidro calibrados e heparinizados,
sendo depositadas em microtibos Eppendorff contendo 30uL de fluoreto
de sddio (NaF) a 1%, para analise das concentra¢fes sanguineas de lactato
através do método eletroenzimatico em analisador bioquimico (Yellow
Springs 2700 S).

3.5 DOSAGENS SERICAS DO ACIDO GRAXO LIVRE E GLICEROL

Imediatamente ap0s a eutanasia, o sangue foi coletado e centrifugado.
Os acidos graxos livres ndo esterificados (NEFA) foram determinados por
ensaio colorimétrico enzimatico com oxidase de Acil-CoA-Sintase/Acil-
CoA-Oxidase (WAKO Chemicals, Neuss, Germany) e os resultados
foram expressos em mEg/L. O glicerol foi determinado por ensaio
colorimétrico enzimatico pela adenosina trifosfato (ATP) formando
glicerol-1-fosfato (G-1-P) e adenosina-5’-difosfato (ADP) em reacdo
catalisada pela glicerol quinase (Zen-Bio, Inc. USA) e expresso em mg/L.

3.6 INDICE DE ADIPOSIDADE E PESO CORPORAL

Os camundongos foram pesados e imediatamente sofreram eutanasia,
na sequéncia foram retirados o tecido adiposo mesentérico, epididimal,
retroperitoneal e perirenal e foram pesados em balanca analitica (Bel
Mark M254Al, Bel, Itdlia), visando a obtencédo de dados que permitam
estabelecer a exata relacdo peso do tecido adiposo/peso corporal (g/100g
de tecido). O indice de adiposidade foi composto pelo resultado da soma
de todos os depdsitos de tecido adiposo dividido pelo peso do animal
(soma*100/peso corporal).

3.7 ANALlsgs DOS NIVEIS DE PROTEINAS E DE
FOSFORILACAO POR WESTERN BLOTTING

Apo6s os animais sofreram eutandsia por guilhotina, o tecido adiposo
epididimal e o quadriceps foram extraidos e imediatamente
homogeneinizado em tampé&o especifico contendo 1% de Triton X 100,
100mM de Tris (pH 7,4), 100mM de pirofosfato de sodio, 100mM de
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fluoreto de sodio, 10mM de &cido etilenodiaminotetracético (EDTA),
10mM de vanadato de s6dio, 2mM de PMSF e 0,1 mg/mL de aprotinina
a 4°C com Polytron MR 2100 (Kinematica, Suica). O homogeneizado foi
centrifugado a 11000 rpm por 30 minutos a 4°C. No sobrenadante
determinou-se a concentracdo de proteinas totais (por teste
colorimétrico), utilizando-se para isso 0 método de Bradford. As
proteinas foram ressuspensas e conservadas em tampédo Laemmli (1970),
contendo 100 mmol/L de DTT e posteriormente realizada a determinacédo
do imunoblotting com anticorpos especificos. Para isso, aliquotas
contendo 250ug de proteina por amostra foram aplicadas sobre gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE). A eletroforese foi realizada em cuba Mini-
PROTEAN® Tetra electrophoresis system (Bio-Rad, Hércules, Estados
Unidos da América), com solucdo tampao para eletroforese. As proteinas
separadas no SDS-PAGE, foram transferidas para a membrana de
nitrocelulose, utilizando-se o equipamento de eletrotransferéncia Mini
Trans-Blot®Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad, Hércules, Estados
Unidos da Ameérica). As membranas de nitrocelulose contendo as
proteinas transferidas foram incubadas em solucéo blogueadora por 2
horas, a temperatura ambiente, para diminuir as ligagcdes proteicas
inespecificas. A seguir, as membranas foram incubadas com anticorpos
primarios especificos: anti-Perilipina (Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA, EUA), anti-PKA (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA,
EUA), anti-pHSL®6%0 (Cell Signalling Biotechnology, Beverly, Estados
Unidos da América), anti-AMPK (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA, EUA) e, anti-SDH (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA,
EUA); sob agitacdo constante e overnight a 4°C. A seguir, as membranas
foram incubadas em solu¢do com anticorpo secundéario conjugado com
peroxidase, durante 2 horas a temperatura ambiente. Ap6s, as membranas
foram incubadas por dois minutos com substrato enzimatico e expostas
ao filme de RX em cassete de revelagdo autorradiografica. A intensidade
das bandas foi determinada através da leitura das marcagdes radiograficas
no filme e quantificadas por densitometria 6tica, utilizando um scanner
(HP G2710) e o programa Scion Image (Scion Corporation, Frederick,
Estados Unidos da América).

3.8 ANALISE HISTOLOGICA

Fragmentos do tecido adiposo epididimal e do tecido muscular do
guadriceps foram coletados e acondicionados em frasco contendo
paraformaldeido tamponado a 5% por 12 horas. Apos a fixagdo em
solucdo de formol, foi realizado a clivagem, na sequéncia as amostras
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foram desidratadas como segue: (1) alcool 70% por 24 horas, (2) alcool
90%, 3 vezes de 50 minutos, (3) alcool absoluto, 3 vezes de 50 minutos,
(4) xilol, 2 vezes de 60 minutos (5) seguido de parafina aquecida a 60°C,
3 vezes de 40 minutos. O tecido processado foi emblocado em parafina e
conservadas sob refrigeracdo por 12 horas a -10°C. Foram realizados
cortes de Sum de espessura em micrétomo Hacker Edge SL-200 e
capturados em lamina de vidro. Os tecidos foram corados usando a
técnica de hematoxilina-eosina (HE): os cortes foram desparafinizados
com duas passagens pelo xilol (30 minutos cada); entdo hidratados em
uma passagem por etanol 100%, seguidos por etanol 90% e etanol 70%,
5 minutos cada, lavados em agua por 5 minutos e corados por 4 minutos
com hematoxilina de Harris, lavados com agua corrente, e entdo corados
com eosina por 2 minutos entdo lavados novamente em agua corrente.
Ap0s esta etapa, os tecidos foram desidratados, duas vezes de 5 minutos
cada, &lcool 70%, alcool 95%, alcool 100%, lavados com xilol 3 vezes de
5 minutos cada, secados e fixados com laminula de vidro. As imagens das
laminas foram coletadas utilizando microscépio 6ptico Microscopio
invertido Nikon Eclipse Ti-U, com aumento de 20 vezes.

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como média e erro padrdo da média (média
+ EPM). As variaveis foram analisadas quanto a normalidade da
distribuicdo usando o teste de Shapiro-Wilk e homogeneidade de
variancia foi avaliada entre os grupos por meio do teste de Levene. As
diferencas entre os grupos de treinamento alimentados com DP e a
diferenca entre os grupos de treinamento alimentados com DH foram
determinadas a partir da analise de variancia (ANOVA) two-way, seguida
pelo teste post-hoc de Tukey. O nivel de significancia estabelecido foi de
p<0,05. O software utilizado para a analise dos dados e a construcdo dos
gréaficos foi o GraphPad Prism6.
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4 RESULTADOS
4.1 LACTATO SANGUINEO

Inicialmente foi verificado a concentracdo do lactato sanguineo para
aferir a intensidade do treinamento. Os niveis de lactato sanguineo foram
avaliados no tempo zero (imediatamente apds o treinamento) e em quatro
momentos diferentes durante o periodo de treinamento. Houve diferenca
na concentracdo de lactato somente, na coleta 1, na primeira semana de
treinamento, o grupo que realizou treinamento de forca apresentou
concentracBes maiores de lactato sanguineo quando comparado ao grupo
de treinamento de resisténcia, tanto para o grupo alimentado com dieta
padrdo como para 0 grupo alimentado com dieta hiperlipidica. Nas
demais coletas, nenhuma diferenga estatistica na concentracéo de lactato
sanguineo foi observada nas comparag8es intragrupo (entre as coletas) e
intergrupo, demonstrando que o aumento da carga (aumento do peso na
cauda do animal) ocorreu de maneira constante e igualitaria (Figura 6).
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Figura 6. Concentracdes de lactato sanguineo. A. Comparacdo intragrupo e
intergrupo nas quatro coletas; B. Coleta na 12 semana de treinamento; C. Coleta
na 42 semana de treinamento; D. Coleta na 72 semana de treinamento; E. Coleta
na 10% semana de treinamento. Os resultados estdo expressos como média + EPM.
(°) p<0,05 em comparacio ao grupo DPTR; (%) p<0,05 em comparagio ao grupo
DHTR. TR=treinamento de resisténcia muscular; TH=treinamento de hipertrofia;
TF=treinamento de forca; DPTR=dieta padrdo treinamento de resisténcia;
DHTR=dieta hiperlipidica treinamento de resisténcia; DPTH=dieta padréo
treinamento de hipertrofia; DHTH=dieta hiperlipidica treinamento de hipertrofia;
DPTF=dieta padréo treinamento de forca; DHTF=dieta hiperlipidica treinamento
de forca.
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4.2 PESO CORPORAL

Os resultados do peso corporal dos camundongos Swiss antes de iniciar
0 periodo de treinamento (semana 0) apresentaram diferenca estatistica
entre os grupos alimentados com dieta hiperlipidica (DH) em comparacéo
ao grupo alimentado com dieta padrdo (DP) e 0 mesmo treinamento, 0
que significa que os animais alimentados com DH iniciaram o periodo de
treinamento com um quadro de obesidade ja instalado. Nenhuma
diferenca significativa foi encontrada entre os grupos alimentados com a
mesma dieta na semana 0, ou seja, 0 peso corporal dos animais
apresentavam-se homogéneos entre 0s grupos dos animais alimentados
com DP e entre os animais dos grupos alimentados com DH (Figura 7A).
Na semana 5, 0 peso corporal continuou maior nos grupos alimentados
com DH néo treinado e nos grupos que realizaram treinamento de
resisténcia e hipertrofia quando comparados ao grupo com DP e 0 mesmo
treinamento, no entanto o grupo de DH que realizou treinamento de forga
apresentou reducdo do peso corporal em relacdo ao grupo de DH néo
treinado (Figura 7B). Na semana 10, antes da eutanasia, o peso corporal
dos camundongos apresentou uma reducdo significativa em todos os
grupos de treinamento — resisténcia, hipertrofia e forca— alimentados com
DH quando comparados com o grupo DH néo treinado, e, somente, 0
grupo alimentado com DH e néo treinado continuou com o peso maior
em relacdo ao grupo alimentado com DP ndo treinado (Figura 7C). Os
camundongos alimentados com DP, em nenhum momento do periodo
experimental demonstraram diferenca estatistica do peso corporal entre
0s animais dos grupos de treinamento e do grupo néo treinado.
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Figura 7. Peso corporal de camundongos Swiss alimentados com dieta
padrdo e com dieta hiperlipidica submetidos a diferentes protocolos de
treinamento fisico. A. Verificado na semana 0 (antes de iniciar o treinamento);
B. Verificado na semana 5 (quinta semana do treinamento); C. Verificado na
semana 10 (ao final do periodo de treinamento e antes da eutandsia). Os
resultados estdo expressos como média £ EPM. (°) p<0,05 em comparagdo ao
grupo de mesmo treinamento alimentado com DP; (°) p<0,05 em comparagéo ao
grupo DHNT. NT=ndo treinado; TR=treinamento de resisténcia muscular;
TH=treinamento de hipertrofia; TF=treinamento de forga.

4.3 INDICE DE ADIPOSIDADE

Ao serem verificados os efeitos do treinamento de resisténcia muscular,
de hipertrofia e de forga no indice de adiposidade em camundongos
alimentados com DH, observou que o0s grupos de treinamento de
hipertrofia e de forca apresentaram um indice de adiposidade menor em
comparagdo com 0 grupo nao treinado; o mesmo resultado ndo foi
observado no grupo de treinamento de resisténcia quando comparado com
0 grupo ndo treinado. Quando realizada a comparacéo entre 0s grupos de
treinamento alimentados com DP, ndo demonstraram diferenca estatistica
entre os grupos (Figura 8A). Ao avaliarmos a influéncia da dieta,
constatou que os camundongos Swiss alimentados com uma DH e néo
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treinados tiveram um aumento significativo no indice de adiposidade
guando comparado com 0s animais alimentados com DP e ndo treinado
(Figuras 8A). Em relacdo ao depdsito de gordura mesentérica, observou
gue, somente, o grupo alimentado com DH e que realizou treinamento de
forca ndo apresentou diferenca significativa com o grupo alimentado com
DP e que realizou 0 mesmo treinamento (Figura 8B). O tecido adiposo
epididimal reduziu no grupo alimentado com DH e que realizou
treinamento de hipertrofia e forca quando comparado ao grupo nao
treinado (Figura 8C). O grupo alimentado com DH e que realizou
treinamento de forca reduziu o tecido adiposo retroperitoneal em relagdo
ao grupo nao treinado (Figura 8D). E em relacdo ao dep6sito de gordura
perirenal observou diferenca estatistica entre os grupos ndo treinados,
alimentados com DH e DP (Figura 8E).
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Figura 8. Efeitos dos diferentes treinamentos sobre o indice de adiposidade
em animais alimentados com dieta padrdo e com dieta hiperlipidica. A.
indice de adiposidade (soma*100/peso corporal); B. Tecido adiposo mesentérico;
C. Tecido adiposo epididimal; D. Tecido adiposo retroperitoneal; E. Tecido
adiposo perirenal. Os resultados estdo expressos como média £ EPM. (°) p<0,05
em comparagio ao grupo de mesmo treinamento alimentado com DP; (°) p<0,05
em comparagdo ao grupo DHNT. NT=ndo treinado; TR=treinamento de
resisténcia; TH=treinamento de hipertrofia; TF=treinamento de forca.
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4.4 AREA DE SECCAO TRANSVERSAL (AST) DO ADIPOCITO

Os animais dos grupos alimentados com DH, que realizaram
treinamento de resisténcia, hipertrofia e forga, reduziram a area
adipocitaria em comparacdo com 0 grupo ndo treinado. Ja, no grupo
alimentado com DP ndo demonstrou diferenca estatistica entre os grupos
(Figura 9B). Ao avaliarmos a influéncia da dieta, constatou que o0s
camundongos Swiss alimentados com uma DH e ndo treinados tiveram
um aumento significativo na area adipocitaria quando comparado com 0s
animais alimentados com DP e ndo treinado (Figuras 9A).
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Figura 9. Efeitos dos diferentes treinamentos sobre a area de seccdo
transversal do adip6cito em animais alimentados com dieta padrdo e com
dieta hiperlipidica. A. Andlise da area de secgdo transversal (AST) do adipdcito.
B. Imagem representativa, histolégica do tecido adiposo epididimal dos
diferentes treinamentos em animais alimentados com dieta padrdo e com dieta
hiperlipidica. Os resultados estdo expressos como média + EPM. (%) p<0,05 em
comparagdo ao grupo DPNT; (?) p<0,05 em comparacéo ao grupo DHNT. As
imagens histoldgicas foram aumentadas 20x. NT=n&o treinado; TR=treinamento
de resisténcia; TH=treinamento de hipertrofia; TF=treinamento de forca;
AST=éarea de secc¢do transversal.
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45 AREA DA SECQAQ TRANSVERSAL (AST) DA FIBRA
MUSCULAR DO QUADRICEPS

A érea da fibra muscular do quadriceps foi maior nos grupos que
realizaram treinamento de resisténcia, hipertrofia e forca em relacdo ao
grupo néo treinado, independentemente da dieta oferecida, ou seja, tanto
nos camundongos alimentados com DP como DH (Figura 10A).
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Figura 10. Efeitos dos diferentes treinamentos sobre a &rea de secgdo
transversal da fibra muscular do quadriceps em animais alimentados com
dieta padréo e dieta hiperlipidica. A. Analise da area da fibra muscular do
quadriceps. Os resultados estdo expressos como média = EPM. (%) p<0,05 em
comparagdo ao grupo DPNT; (?) p<0,05 em comparacio ao grupo DHNT. As
imagens histol4gicas foram aumentadas 20x. NT=ndo treinado; TR=treinamento
de resisténcia; TH= treinamento de hipertrofia; TF=treinamento de forca;
AST=area de seccdo transversal.

4.6 NIVEIS SERICOS DO ACIDO GRAXO LIVRE E GLICEROL

Os niveis séricos dos acidos graxos livres néo esterificados (NEFA), no
grupo alimentado com DH, ndo registraram diferenca estatistica entre os
grupos de treinamento. No grupo alimentado com DP, os niveis séricos
de NEFA, apresentaram valores menores nos grupos de treinamento de
hipertrofia e for¢ca quando comparados ao grupo de treinamento de
resisténcia (Figura 11A).

A dosagem sérica do glicerol no grupo alimentado com DH néo
apresentou diferenca estatistica entre os grupos de treinamento. J& nos
animais alimentados com DP, os niveis séricos do glicerol apresentaram
valores menores nos grupos de treinamento de hipertrofia e for¢a quando
comparados ao grupo de treinamento de resisténcia e ao grupo ndo
treinado (Figura 11B).
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Figura 11. Efeitos dos diferentes treinamentos sobre os niveis séricos do: A.
NEFA e, B. glicerol em animais alimentados com dieta padrdo e dieta
hiperlipidica. Os resultados estdo expressos como média + EPM. (?) =p<0,05 em
comparagdo ao grupo DPNT; () = p<0,05 em compara¢do ao grupo DPTR.
NT=ndo treinado; TR=treinamento de resisténcia; TH=treinamento de
hipertrofia; TF=treinamento de forga.

4.7 FQSFORILACAO E NIVEIS PROTEICOS DAS ENZIMAS
LIPOLITICAS EM TECIDO ADIPOSO

Em relacdo aos niveis da Perilipina, os animais que realizaram
treinamento de hipertrofia e de forca tiveram niveis proteicos menores da
perilipina em comparagéo aos grupos de treinamento de resisténcia e ndo
treinado, tanto nos camundongos alimentados com DP como DH ((Figura
12A).

Os niveis proteicos da enzima pHSLS® no tecido adiposo. foram
maiores nos grupos que realizaram treinamento de hipertrofia e de forca
em relagdo aos grupos de treinamento de resisténcia e ndo treinado,
independentemente da dieta (Figura 12B).

Em relacdo aos niveis protéicos de pPKA, os resultados demonstraram
que, independentemente da dieta (DP e DH), os animais que realizaram
treinamento de resisténcia, hipertrofia e forca tiveram um aumento nos
niveis proteicos quando comparados ao grupo ndo treinado (Figura 12 C).
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Figura 12. Niveis proteicos das enzimas lipoliticas no tecido adiposo, em
diferentes treinamentos, em animais alimentados com dieta padrao e dieta
hiperlipidica. A. Niveis proteicos de Perilipina; B. Niveis proteicos de pHSL®®;
C. Niveis proteicos de pPKA; D. Bandas representativas das moléculas. Os
resultados estdo expressos como média + EPM. (¥) = p<0,05 em comparagdo ao
grupo DPNT; (®) = p<0,05 em comparagio ao grupo DHNT; (°) = p<0,05 em
comparagdo ao grupo DPTR; (%) = p<0,05 em comparagio ao grupo DHTR.
NT=ndo treinado; TR=treinamento de resisténcia; TH= treinamento de
hipertrofia; TF=treinamento de forga.

4.8 FOSFORILACAO E NIVEIS PROTEICOS DAS ENZIMAS
METABOLICAS EM MUSCULO QUADRICEPS

Os niveis proteicos de pAMPK no grupo alimentado com DH e DP e
que realizaram treinamento de resisténcia, hipertrofia e forca obtiveram
um aumento significativo na expressdo de pAMPK quando comparados
ao grupo ndo treinado (Figura 13A).

Em relag¢do aos niveis proteicos de SDH observou-se um aumento no
grupo alimentado com DH e DP que realizou treinamento de resisténcia,
de hipertrofia e de forga quando comparado com o grupo néo treinado, e
0s grupos de treinamento de hipertrofia e de for¢a foram maiores do que
0 grupo de resisténcia (Figura 13B).
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Figura 13. Niveis proteicos das enzimas metabdlicas em musculo quadriceps,
em diferentes treinamentos, em animais alimentados com dieta padréo e
dieta hiperlipidica. A. Niveis proteicos de pAMPK; B. Niveis proteicos de SDH.
C. Bandas representativas das moléculas. Os resultados estdo expressos como
média = EPM. (%) = p<0,05 em comparagdo ao grupo DPNT; (°) = p<0,05 em
comparagéo ao grupo DHNT; () = p<0,05 em comparago ao grupo DPTR; (%) =
p<0,05 em comparacdo ao grupo DHTR. NT=ndo treinado; TR=treinamento de
resisténcia; TH= treinamento de hipertrofia; TF= treinamento de forca.
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5 DISCUSSAO

A obesidade é um distirbio metabdlico que esta associado a varias
doencas cronicas, e é um forte preditor para a mortalidade precoce.
Apesar dos avangos terapéuticos e novos tratamentos farmacoldgicos
e/ou cirdrgicos, o nimero de pessoas obesas tende a aumentar nas
préximas décadas. Essa crescente prevaléncia global da obesidade €
motivo de preocupacdo e exige estratégias multiplas para inverter esse
quadro a longo prazo (Kelly et al., 2016). Algumas das terapias, que sao
de longa data sugeridas, incluem mudangas nos aspectos
comportamentais e nutricionais e tém demonstrado resultados bastante
positivos. Dentre esses, 0 exercicio fisico tem se caracterizado como um
dos principais fatores, se ndo o principal, de terapia ndo farmacoldgica.
Em adicdo, se por um lado existe predominancia de pesquisas e
indicaces pelo treinamento aerdbio de baixa a moderada intensidade, por
outro, alguns estudos tém apontado para os efeitos benéficos do exercicio
resistido para o controle da adiposidade (Speretta et al., 2012; Leite et al.,
2013; Souza et al., 2014; Drenowatz et al., 2015; Mekary et al., 2015;
Hunter el al., 2015; Nunes et al., 2016; Shen et al., 2015; An et al., 2016).
Embora o treinamento resistido seja sugerido por trazer beneficios aos
obesos (Bean, 1999; Strasser e Schobersberger, 2011; Egan e Zierath,
2013; Strasser, 2013; Lino, 2013), pouco ou quase nada é recomendado
por profissionais da salde, e a prescricdo das variaveis do treinamento
ainda ndo estdo estabelecidas (Strasser e Schobersberger, 2011; Ismail et
al., 2011; Strasser et al., 2012; Silva e Ferreira, 2014). Diante do exposto,
0 presente estudo investigou os efeitos do treinamento de resisténcia, de
hipertrofia e de forca muscular, sobre a adiposidade em camundongos
Swiss obesos.

Os resultados desta investigagcdo demostraram que os trés programas de
treinamento — resisténcia, hipertrofia e forca — foram efetivos na reducéo
do peso corporal nos animais obesos. Interessante apontar que, ja na 5?
semana de exercicio, o grupo alimentado com DH, que realizou
treinamento de forca, apresentava reducdo do peso corporal em
comparacdo ao ndo treinado. Tais resultados s&o similares aos
encontrados nas pesquisas que realizaram treinamento de forga de alta
intensidade e curta duracdo (Rosante, 2011; Speretta et al., 2012; Souza
etal., 2014).

Essas informacfes divergem dos achados de Braith e Stewart (2006),
que afirmam que o peso corporal ndo alterou com o treinamento resistido,
bem como das recomendagdes do Colégio Americano de Medicina do
Esporte (ACSM), cuja posi¢do, em 2001, era de que somente o
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treinamento aerdbio (resisténcia cardiorrespiratoria) e a restrigdo caldrica
seriam indicados para a perda de peso (Jakicic et al., 2008). Com a
evolucdo do conhecimento, em 2009, o ACSM alertou que ainda se
desconheciam os efeitos do treinamento resistido para a perda de peso e
a prevencao de ganho de peso devido a escassez de literatura, no entanto,
um numero significativo de estudos demonstrou que o principal efeito do
treinamento resistido é sobre a composicao corporal: reduzindo a massa
gorda e aumentando a massa magra (Donnelly et al., 2009).

No presente estudo, os camundongos obesos que realizaram
treinamento de hipertrofia e de forca reduziram significativamente o
indice de adiposidade quando comparado com 0 grupo ndo treinado.
Resultados similares foram registrados no estudo de Leite (2013). N&o foi
possivel observar, na presente pesquisa, diminuicdo do indice de
adiposidade do grupo com treinamento de resisténcia muscular, ao
contréario de alguns estudos pregressos, como os achados de Sene-Fiorese
(2008) e de Gollisch et al. (2009).

O consumo de uma dieta hiperlipidica promove a obesidade, o que
acarreta no aumento do tamanho de adipécitos (Heber, 2010). Em
situacBes de supernutricdo, o excesso de energia, geralmente, é
armazenado na forma de TAG no tecido adiposo, assim os adip6citos
aumentam a sua area para armazenar os lipideos. No entanto, a literatura
aponta que, ndo € a quantidade de tecido adiposo (hiperplasia) que afeta
a homeostase metabdlica, mas sim a capacidade do tecido adiposo se
expandir (hipertrofia) (Gray e Vidal-Puig, 2007).

No presente estudo, o treinamento de hipertrofia e forca foi tdo eficaz
guanto o treinamento de resisténcia em camundongos obesos para a
diminuicdo da &rea de adipdcito. Assim como observado em outros
estudos onde o grupo de treinamento de forca apresentou menores valores
da area de adipocitos (Speretta et al., 2012; Leite, 2013). Um achado
importante, pois, como ja reportado nesta tese, a obesidade é uma das
maiores preocupacdes de salde publica, e o tecido adiposo visceral em
excesso € um fator que predispde a hipertensdo arterial, infarto do
miocardio, resisténcia a insulina (Gollisch et al., 2009; Ismael et al.,
2012), dislipidemias, diabetes tipo Il e doencas cardiovasculares (Hunter
et al.,, 1997; Hurley e Roth, 2000; Hurley et al., 2011; Strasser e
Schobersberger, 2011). De acordo com os resultados desta investigacéo,
0 treinamento resistido pode diminuir a hipertrofia dos adipdcitos, e,
assim, proporcionar uma melhora metabolica (Gollisch et al., 2009).

Em contrapartida, os estudos que relatam que o treinamento aerdbio
demonstra ser eficaz e favoravel & modificagao do tecido adiposo visceral
e que as intervengdes que envolvem treinamento de forga ndo influenciam
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significativamente o tecido adiposo visceral, essa assertiva pode ser,
principalmente, devido a diversidade dos protocolos de treinamentos
realizados nas pesquisas de treinamento de forga, no que se refere, a
intensidade e ao volume do exercicio (Ismail et al., 2012).

Nos animais alimentados com dieta padrdo, ndo foi obsevada nenhuma
diferenca entre os grupos na perda de peso corporal, no indice de
adiposidade e na area adipocitaria, talvez porque essas variaveis ja
apresentavam-se reduzidas no inicio do treinamento.

Todos os animais que realizaram treinamento — resisténcia, hipertrofia
e forca — apresentaram aumento da area da fibra muscular do quadriceps
em relacdo ao grupo ndo treinado, independentemente da dieta oferecida.
Essas evidéncias mostram que o treinamento resistido em obesos aumenta
a massa muscular, ao mesmo tempo, reduz tanto o indice de adiposidade,
como a &rea adipocitaria, esses efeitos, do exercicio de for¢a, podem ser
um mediador chave na prevenc¢do das doencas cardiovasculares (Strasser
etal., 2012).

Diante dos resultados do presente estudo, ambos treinamentos de
hipertrofia e forca reduziram o peso corporal, reduziram o indice de
adiposidade, reduziram a area de tecido adiposo e aumentaram a massa
muscular em animais obesos, confirmando a hipétese de que o
treinamento resistido pode ser utilizados na terapia ndo farmacolégica da
obesidade, assim como vem sendo amplamente utilizado o de resisténcia
aerobia. O que a literatura reporta sobre esses achados é baseado no fato
de que o treino resistido promove um balango energético negativo como
consequéncia de um aumento da massa muscular, aumentando a taxa
metabdlica basal e, assim, reduzindo e alterando a distribuicdo da gordura
corporal (Donnelly et al., 2009; Strasser et al., 2012; Egan e Zierath,
2013). O treino resistido pode ter um papel importante na prevengdo e no
tratamento da obesidade, uma vez que, exercicios de alta intensidade
podem resultar em um maior consumo excessivo de oxigénio ap6s o
exercicio por consequéncia de respostas hormonais que alteram o
metabolismo, e, também, como resultado da hipertrofia muscular que
causa um dano tecidual aumentando a sintese de proteina apds o exercicio
0 que pode resultar em um aumento crénico no gasto energético (24
horas) e na oxidagdo de gordura ap6s o exercicio, contribuindo na
prevencdo do ganho de peso (Foureaux et al., 2006; Kirk et al., 2009).
Assim, a implementacdo do TR pode ser uma intervengdo eficaz na
redugdo da obesidade.

Ao avaliar os niveis séricos dos NEFAs e do glicerol, os quais podem
ser liberados pela lipélise do tecido adiposo no plasma sanguineo
(Schweiger et al., 2006), nos animais obesos, ndo foi possivel observar
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diferenca entre os grupos de treinamento, o que pode sugerir que a lipdlise
basal estd aumentada na obesidade (Koutsari e Jensen, 2006; Lakenland
et al., 2014). Por outro lado, estudos relatam efeitos favoraveis do
treinamento aerdbio (Estadella et al., 2004; Sene-Fiorese et al., 2008;
Pattyn et al., 2013;) e do treinamento de forca (Speretta et al., 2012) nos
niveis de TAG.

Embora a pratica de exercicios fisicos venha sendo mostrada por alterar
as concentracdes de lipideos no sangue, e, portanto, seja considerada uma
importante estratégia de tratamento para reduzir o risco de doenga
cardiovascular (Katzmarzyk e Lear, 2011), na instalagdo da obesidade
induzida por dieta hiperlipidica, ela aumenta de tal forma os niveis séricos
dos NEFA em ratos (Estadella et al., 2004; Sene-Fiorese et al., 2008;
Franssen et al., 2008; Speretta et al., 2012) que somente 0 exercicio fisico
tem pouco efeito para reverter esse perfil lipidico (Stensvold et al., 2010;
Katzmarzyk e Lear, 2011). Assim, a hipGtese de que o treinamento
resistido, nos camundongos obesos, poderia ter consequéncias positivas
nos niveis séricos dos NEFA e do glicerol foi refutada.

Resultados diferentes foram encontrados nos camundongos magros.
Agueles que realizaram treinamento de hipertrofia e de forga
apresentaram valores menores de NEFA e de glicerol quando em
comparagdo com o grupo de treinamento de resisténcia e com o grupo ndo
treinado. Estes resultados sugerem que o tecido muscular induziu uma
maior mobilizacdo dos acidos graxos livres para utilizar como substrato
de energia, pois na sequéncia deste estudo foi demonstrado que aumentou
o nivel proteico de algumas algumas enzimas importantes no processo de
oxidacdo de lipideos no musculo esquelético. Também, paralelamente,
observou-se um aumento de algumas enzimas que estimulam a lipolise
no tecido adiposo.

Técnicas padréo ouro existem para mensurar a lipélise e a oxidacéo de
lipideos, tais como a técnica que utiliza materiais marcados, como o
carbono 14 radioativo por exemplo. Em nosso laboratdrio, ainda néo
dispomos de tal metodologia, como também néo contamos com nenhuma
outra técnica robusta para tal finalidade. No entanto, a literatura nos
permite que, a partir de alteracdes dos niveis proteicos de diferentes
moléculas metabdlicas, por exemplo a AMPK, se sugira que possa ter
ocorrido alteracdes na oxidacdo de substratos, nesse caso de lipideos. O
mesmo pode-se dizer quando o aumento da fosforilagdo da HSL esta
relacionado com maior hidrdlise de TAG e consequentemente maior
liberacdo de acidos graxos e glicerol para a corrente sanguinea. Partindo
desse fundamento cientifico, no presente estudo pensou-se em avaliar a
fosforilagdo e niveis proteicos das enzimas lipoliticas pHSL, pPKA e
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perilipina em tecido adiposo de camundongos obesos e magros. Os
animais alimentados com dieta hiperlipidica e dieta padrdo e que
realizaram treinamento de hipertrofia e for¢ca demonstraram um aumento
nos niveis de HSL fosforilada.

A enzima HSL junto com a enzima ATGL sdo responsaveis por, pelo
menos, 90% do processo de hidrolise do TAG (Schweiger et al., 2006) e,
junto com MGL, realizam as trés etapas importantes da lipdlise (Zechner
etal., 2012). Os valores nos niveis de ATGL ndo apresentaram diferenca
entre 0s grupos dos animais obesos e magros.

Outra proteina que desempenha um papel importante na regulacéo da
lipolise é a perilipina, que, dependendo do seu estado de ativacdo, pode
proteger e delimitar a goticula de gordura ou aumentar a hidrélise de TAG
(Brasaemle, 2007). Uma superexpressdo de perilipina leva a uma redugéo
do estimulo da lipdlise (Miyoshi et al., 2010), promovendo um aumento
no armazenamento de lipideos (Brasaemle, 2007; Miyoshi et al., 2010).
Em condices basais, a perilipina encontra-se na goticula de lipideo dos
adipocitos junto com a proteina CGI-58 e, quando é estimulada, €
dissociada dessa proteina, a qual é importante, pois ATGL requer essa
proteina para iniciar a hidrolise de TAG (Lass et al., 2006; Yamaguchi et
al., 2007).

Neste estudo, observou-se uma baixa expressao de perilipina no grupo
de animais obesos que realizaram treinamento de hipertrofia e forca e, da
mesma forma, um indice de adiposidade menor nesses grupos, o que ndo
foi possivel observar no grupo que realizou treinamento de resisténcia.
Vérios estudos em animais sugerem associagdes entre a expressdo da
perilipina com a adiposidade e o metabolismo lipidico (Miyoshi et al.,
2010) e a reducdo nos niveis da perilipina fosforilada pode indicar uma
maior lip6lise (Lopes e Vale, 2015).

Na sequéncia, foram avaliados os efeitos do treinamento de resisténcia
muscular, de hipertrofia e de forca sobre a fosforilacdo e os niveis
proteicos das enzimas metabdlicas (pAMPK e SDH) em miusculo
quadriceps de camundongos tratados com dieta padrdo e com dieta
hiperlipidica.

A capacidade oxidativa do musculo esquelético € determinada pela
expressdo de enzimas envolvidas no metabolismo oxidativo (McGee e
Hargreaves, 2010). No musculo esquelético, quando ocorre a contracdo
muscular, ocorre um aumento do gasto energético, aumenta a
concentracdo celular de AMP em relacdo ao ATP, e é ativada a enzima
AMPK (Richter e Ruderman, 2009). AMPK é um regulador fundamental
da func¢do oxidativa do masculo esquelético (Jensen et al., 2009), pois ele
aumenta a producéo de ATP pelo aumento da oxidacdo de lipideos.
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No presente estudo, foi demonstrado um aumento na fosforilagdo da
AMPK nos animais obesos e magros que realizaram treinamento —
resisténcia, hipertrofia e forca, o que pode sugerir um estimulo da
oxidacdo de &cidos graxos no musculo esquelético. Tudo isso entra em
contraste com estudos que relatam que em individuos obesos a capacidade
do exercicio para ativar a AMPK é prejudicada (Sriwijitkamol et al.,
2007; De Filippis et al., 2008).

O treinamento de forca induz um aumento significativo de AMPK
(Coffev et al., 2006; Friedrichsen et al., 2013; Leite, 2013), e resulta em
um aumento substancial da massa magra e um aumento na taxa de
oxidacdo de gordura, sugerindo que o musculo em contracdo utiliza os
acidos graxos como substratos (Alvehus et al., 2014). Assim, quanto mais
alta a intensidade, maior é a ativacdo de AMPK, e, subsequente a
oxidacdo de &cidos graxos no tecido musculo esquelético (Dzamko et al.,
2008; O’Neill et al., 2013).

Também, a AMPK regula a expressdo de CPT1, que desempenha um
papel essencial na transferéncia dos acidos graxos de cadeia longa através
da membrana interna da mitocéndria (Longo et al., 2006; Fillmore e
Lopaschuk, 2013). Além disso, pode ser uma molécula chave no controle
da B-oxidacdo (Schreurs et al., 2010).

Nesta pesquisa, de forma similar ao aumento dos niveis proteicos de
pAMPK nos camundongos alimentados com DH e DP e que realizaram
treinamento — resisténcia, hipertrofia e for¢a, observou-se o aumento da
expressdo de SDH, que é uma enzima ligada a membrana que participa
tanto no ciclo do 4cido tricarboxilico como na cadeia de transporte de
elétrons (Rutter et al., 2010; Huang e Millar, 2013).

Ao realizarmos uma analise conjunta dos resultados aqui apresentados
observa-se que 0s exercicios resistidos, em especial o treinamento de
hipertrofia e de forca, também podem ser utilizados na terapia nédo
farmacoldgica da obesidade, pois diminuem o peso corporal, o indice de
adiposidade, e, a é&rea adipocitaria; aumentam a massa muscular; e,
favorecem algumas moléculas envolvidas na lipélise no tecido adiposo,
como a perilipina e a HSL, e 0 aumento de algumas moléculas
importantes que sinalizam o processo oxidativo de &cidos graxos livres
no tecido muscular. Considerando os beneficios apontados nesse estudo
do treinamento resistido sobre a adiposidade, ha uma forte evidéncia que
0 TRP pode ser tdo eficaz como o treinamento aerdbio
(cardiorrespiratdrio) na terapia da obesidade.
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O resumo de todos os achados neste estudo estdo apresentados na
Tabela 2.

Tabela 2. Efeito do treinamento de resisténcia muscular, de hipertrofia e de forca
sobre a adiposidade, niveis proteicos das enzimas lipoliticas e niveis proteicos
das enzimas metabdlicas de camundongos Swiss obesos.

DP DH

NT TR TH TF NT TR TH TF
Peso corporal inicial R R = TR | 1 1 1
Peso corporal final e R = R 1 ! ! !
indice de adiposidade < < o o 1« | !
AST do adipdcito = R =R 1 ! ! !
AST da fibra muscular < 1 ) ) > 1 1 1
Niveis séricos NEFA > 1 ! ! e e o o
Glicerol 1 1 ! ! R = R S R
pHSL1*% [ A A
PPKA A
Perilipina £ N A A
PAMPK I I A
SDH [ N N N N N N N

NT= ndo treinado; TR= treinamento de resisténcia; TH= treinamento de
hipertrofia; TF= treinamento de forca; AST= area de seccdo transversal; NEFA=
acidos graxos livres ndo estereficados; pHSL*"®= lipase sensivel a horménio;
pAMPK=proteina quinase ativada por AMP; SDH= succinato desidrogenase.
1= valores aumentaram; 11= valores aumentaram mais; |= valores diminuiram;
= valores permaneceram inalterados.
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6 CONCLUSAO

Em conjunto, nossos resultados, demonstraram que o protocolo de
treinamento resistido utilizado nesta pesquisa pode reduzir a adiposidade
em camundongos obesos — reducdo no peso corporal, reducdo no indice
de adiposidade e, reducdo na area adipocitaria. Apesar de nao se utilizar
de técnicas que permitam afirmar que esse mecanismo foi consequéncia
de uma maior lipélise no tecido adiposo e que seja oriundo de maior
oxidacdo muscular de lipideos, as alteraces moleculares tanto das
enzimas lipoliticas (tecido adiposo) quanto das oxidativas (tecido
muscular) permitem sugerir que os trés tipos de treinamentos — resisténcia
muscular,  hipertrofia, forca — induziram tais  processos
bioguimicos/fisiologicos nesses animais. Por fim, os achados sé&o
interessantes se partirmos do pressuposto que praticantes de exercicios
fisicos podem preferir exercicios de forga aos de resisténcia
cardiorrespiratoria. Dessa forma, o presente estudo apontou os beneficios
para mais uma excelente modalidade de exercicio fisico sobre a reducédo
da adiposidade.
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ANEXO A — Parecer da comissdo Etica no uso de animais

Universidade do, Extremo Sul Catarinense
Comisséao de Etica no Uso de Animais

Resolucdo

A Comissdo de Etica no Uso de Animais, normatizada pela Resolucao n.
02/2011/Céamara Propex e pela Lei Federal 11.794/08, analisou o projeto
abaixo.

Protocolo: 053-2014-1

Professor responsavel: Claudio Teodoro de Souza

Equipe: Ricardo Aurino de Pinho, Daniela Roxo de Souza, Schérolin de
Oliveira Marques, Thais Fernandes Luciano, Alessandra Gongalves
Machado, Janeska Mansur Guedes

Titulo: “Efeito do treinamento resistido progressivo sobre o controle
ponderal em camundongos obesos”

Este projeto foi Aprovado em seus aspectos éticos e metodoldgicos.
Toda e qualquer alteracdo do Projeto devera ser comunicada a CEUA. Foi
autorizada a utilizacdo do total de 80 Camundongos heterogénicos Swiss
de 60 dias pesando aproximadamente 25 g. Os membros da CEUA néo
participaram do processo de avalia¢do dos projetos em que constam como
pesquisadores. Para demais duvidas, contatar a CEUA pelo e-mail
ceua@unesc.net. .

The Ethics Commitee on Animal Use on Research, sanctioned by the
resolution number 02/2011/Camara Propex, in accordance with federal
law number 11.794, has analyzed the following Project:

Protocol number: 053-2014-01

Principal Investigator: Claudio Teodoro de Souza

Researchers: Ricardo Aurino de Pinho, Daniela Roxo de Souza,
Schérolin de Oliveira Marques, Thais Fernandes Luciano, Alessandra
Goncalves Machado,

Janesca Mansur Guedes

Project title: “Effect of three different exercise resistance model on body
mass control in obese mice”
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The project was Approved in its ethical and methodological aspects.
Any alteration of the original version of this project must be previously
submitted to the Commitee for further analyzes. May you have further
questions, please contact us on www.unesc.net/propex/ceua or by e-mail:
ceua@unesc.net.

Cricilima, 23 de abril de 2014.
abuweigBa e

Patricia Fernanda Schuck
Coordenadora da CEUA



