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RESUMO

A incidéncia e prevaléncia de obesidade tem aumentado marcantemente
nas Ultimas décadas. O que é mais preocupante é que a obesidade esta
associada a varias doencas cronicas degenerativas nao transmissiveis,
destacando o diabetes mellitus do tipo 2 (DM2). O grande elo entre a
obesidade e 0 DMZ2 ¢ a instalacdo do quadro de resisténcia a insulina. De
longa data, sabe-se que niveis de citocinas pré-inflamatdrias aumentados
pode levar a instalagdo da resisténcia a insulina e consequentemente ao
DM2. Estudos tém mostrados os beneficios do exercicio fisico de
resisténcia cardiopulmonar sobre a massa de gordura bem como na
reducéo dos niveis de citocinas e melhora da sinalizag&o da insulina. No
entanto, pesquisas acerca dos efeitos do exercicio resistido na melhora
da sinalizacdo da insulina em individuos obesos sdo escassas ou
inconclusivas. Assim, o presente estudo avaliou o efeito dos
treinamentos de resisténcia muscular, de forca e de hipertrofia sobre a
sinalizacdo da insulina em tecido adiposo, figado e misculo esquelético
de camundongos Swiss obesos. Foram utilizados 80 camundongos Swiss
machos divididos inicialmente em dois grupos: animais alimentados
com dieta padrdo e dieta hiperlipidica. Apo6s instalacdo da obesidade, os
animais foram subdivididos em alimentados com dieta padrdo nao
treinados (1) magros com treinamento de resisténcia (I1), magros com
treinamento de hipertrofia (111), magros com treinamento de forca (1V),
obesos (alimentados com dieta hiperlipidica) sedentarios (V), obesos
submetidos a treinamento de resisténcia (VI), obesos submetidos a
treinamento de hipertrofia (V1) e obesos submetidos a treinamento de
forga (VIII). Cada grupo foi composto por 10 animais. O protocolo de
treinamento fisico ocorreu durante 10 semanas de exercicios em
escalada (subida em escada), treinados em dias alternados. A extracao
dos tecidos se deu apds quarenta e oito horas a Ultima sessdo de
exercicio para analise do indice de adiposidade, dos niveis proteicos e de
fosforilagdo da AKT por Western blotting. O sangue foi coletado para
analises séricas de citocinas e de lactato. Os dados foram verificados
pelo teste ANOVA de duas vias, seguido pelo teste post hoc Tukey,
considerando significativo um p<0,05. A carga de treinamento ocorreu
de maneira constante e igualitéria, verificada através dos niveis de






lactato sanguineo. A alimentagdo com dieta hiperlipidica aumentou
marcantemente 0s niveis de glicose sanguinea basal, sugerindo
instalacdo de resisténcia a acdo da insulina. Verificamos que os trés
tipos de treinamentos avaliados foram eficazes em reduzir o peso
corporal, mas que somente os treinamentos de hipertrofia e forca foram
eficazes em reduzir o indice de adiposidade em camundongos obesos
guando comparados ao grupo obeso ndo treinado. Como ja descrito a
DH (Dieta Hiperlipidica) resultou em um aumento significativo da
glicose sanguinea, mas nenhum tipo de treinamento foi eficaz em
reduzir significativamente os valores glicémicos. Em relacdo aos niveis
de citocinas no tecido hepatico e muscular, os niveis proteicos de TNFa
e IL-11  n3o foram alterados quando comparamos 0s grupos magros ¢
obeso e nem com o treinamento fisico.. Em relacdo aos niveis de IL-1p
no tecido adiposo, o grupo DHNT (Dieta Hiperlipidica Nao Treinados)
apresentou aumento significativo quando comparado ao DPNT (Dieta
Padrdo N&o Treinados). Aumento similar pode ser observado quanto aos
niveis proteicos de TNFLC, ou seja, o grupo obesos ndo treinado
apresentou maiores valores d ¢TNF' | comparado ao grupo magro nao
treinado. Os niveis de TNFa foram reduzidos ap6s treinamento de
hipertrofia e forca, mas ndo resisténcia quando comparado ao obeso ndo
treinado. No entanto, nenhum treinamento alterou os niveis proteicos d
elL-11 quando comparado ao grupo obeso. Foi analisado, também, os
niveis proteicos da Akt foslforilada. Nos trés tecidos avaliados nédo
houve diferente nos niveis de fosforilagdo da Akt quando comparado os
grupos magros e obesos. No entanto, todos os diferentes treinamentos
foram eficazes em aumento os niveis de fosforilacdo da Akt, tanto em
animais magros quanto obesos quando comparados com Sseus
respectivos controles tanto no tecido hepatico quando adiposo.
Nenhuma alteragdes entre os 8 grupos avaliados foi observada na
fosforilacdo da Akt no tecido muscular. Dessa forma, o presente estudo
apontou os beneficios do exercicio fisico de hipertrofia e forca na
reducdo da adiposidade e na melhora do seu efeito anti-inflamatorio

Palavras-chaves: Exercicio fisico; obesidade; resisténcia a insulina;
inflamacéo.






ABSTRACT

The incidence and prevalence of obesity has increased markedly in
recent decades. The fact more worrying is that obesity is associated
with  several non-transmissible chronic degenerative diseases,
highlighting type 2 diabetes mellitus (DM2). The major link between
obesity and DM2 is the setting up of insulin resistance. It has long been
known that increased levels of proinflammatory cytokines may lead to
the installation of insulin resistance and consequently to DM2. Studies
have shown the benefits of physical exercise of cardiopulmonary
resistance on fat mass as well as in reducing cytokine levels and
improving insulin signaling. However, research on the effects of
resistance exercise on the improvement of insulin signaling in obese
individuals is scarce or inconclusive. Thus, the present study evaluated
the effect of training of muscle resistance, strength and hypertrophy on
insulin signaling in adipose tissue, liver and skeletal muscle of obese
Swiss mice. Eighty male Swiss mice were initially divided into two
groups: animals fed a standard diet and a hyperlipid diet. After the
installation of obesity, the animals were subdivided into non-trained
standard diet (1) lean with resistance training (l1), lean with hypertrophy
training (111), lean with strength training (IV), obese Hyperlipidic diet),
sedentary (V), obese subjects submitted to resistance training (VI),
obese subjects submitted to hypertrophy training (VII) and obese
subjects submitted to strength training (VI1I1). Each group consisted of
10 animals. The physical training protocol occurred during 10 weeks of
climbing exercises (stair climbing), trained on alternate days. Tissue
extraction occurred after forty-eight hours at the last exercise session for
analysis of the adiposity index, protein levels and phosphorylation of
AKT by Western blotting. Blood was collected for serum cytokine and
lactate analyzes. The data were verified by the two-way ANOVA test,
followed by the Tukey post hoc test, considering a p <0.05. The training
load occurred in a constant and egalitarian way, verified through blood
lactate levels. Hyperlipid diet led to a marked increase in basal blood
glucose levels, suggesting the installation of resistance to the action of
insulin. We verified that the three types of training evaluated were
effective in reducing body weight, but that only the training of






hypertrophy and strength were effective in reducing the adiposity index
in obese mice when compared to the untrained obese group. As
previously described, DH (Hyperlipid Diet) resulted in a significant
increase in blood glucose, but no type of training was effective in
significantly reducing glycemic values. Regarding the levels of
cytokines in the hepatic and muscular tissues, the TNFa and IL-1 prote
levels were not altered when we compared the lean and obese groups
and neither with the physical training. Regarding IL-1p levels in tissue
Adipose, the DHNT (Untrained Hyperlipid Diet) group presented a
significant increase when compared to the PNTD (Untrained Standard
Diet). Similar increase can be observed in TNFa protein levels, that is,
the untrained obese group had higher d eTNF valores values compared
to the untrained lean group. TNFI + levels were reduced after training of
hypertrophy and strength, but not resistance when compared to the
untrained obese. However, no training altered the elL-1 prote protein
levels when compared to the obese group. The protein levels of
phosphorylated Akt were also analyzed. In the three tissues evaluated
there were no difference in Akt phosphorylation levels when compared
to lean and obese groups. However, all the different workouts were
effective at increasing Akt phosphorylation levels in both lean and obese
animals compared to their respective controls in both hepatic and
adipose tissue. No changes among the 8 groups evaluated were observed
in Akt phosphorylation in muscle tissue. Thus, the present study pointed
to the benefits of physical exercise of hypertrophy and strength in
reducing adiposity and improving its anti-inflammatory effect.

Key-words:  Physical exercise; obesity; Insulin  resistance;
inflammation.
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1 INTRODUCAO

1.1 A EPIDEMIA DA OBESIDADE

A obesidade é considerada uma doenca crénica e multifatorial,
resultante da interacdo entre diversos fatores, tais como: genéticos,
metabdlicos, comportamentais e ambientais (Guedes et al., 2006;
Sociedade Brasileira de Pediatria, 2008; Abeso, 2009). Em estudo a
obesidade atinge proporcdes epidémicas em grande parte do mundo
(Poirier et al., 2006). Conforme andlise da International Obesity Task
Force (Guedes 2010), estima-se que aproximadamente 1 bilhdo de
adultos possuam sobrepeso (IMC 25 — 29,9Kg/m?) e 475 milhdes sejam
obesos (IMC > 30Kg/m?). A epidemia da obesidade atinge intensamente
0s paises desenvolvidos, porém pesquisas apontam que a prevaléncia
tem aumentado inclusive no Brasil, devido a transi¢do nutricional que
vem ocorrendo nas Ultimas décadas (Friedman, 2000; Boden, 2011). No
Brasil, conforme revelam dados da Vigilancia de Fatores de Risco e
Protecdo para Doencgas Cronicas por Inquérito Telefonico (VIGITEL),
54,5% dos homens apresentam sobrepeso e 16,5% séo obesos, enquanto
das mulheres 48,1% possuem sobrepeso e 18,2% obesidade (MS, 2013).

Do ponto de vista clinico, define-se obesidade como a condigéo
de elevado peso corporal, principalmente de gordura, de magnitude
suficiente para produzir consequéncias adversas a salde (Kopelman,
2000). Caracterizada pelo desequilibrio no balanco energético, onde a
combinag8o de alta ingestdo alimentar juntamente com o estilo de vida
sedentario levam ao aumento significante de peso corporal (Stein e
Colditz, 2004), seguido do aumento do tecido adiposo acompanhado de
menor longevidade e maior morbidade, com grandes propensdes ao
desenvolvimento de doencas como diabetes, hipertensdo, doencas
cardiovasculares (Spiegelman e Flier, 2001), dislipidemias e
aterosclerose (McGill Jr et al., 2002). Como critério para o diagndstico,
a literatura utiliza amplamente o indice de massa corporal (IMC), obtido
por meio de formula que combina peso e altura. Segundo a OMS, o
diagndstico é feito da seguinte forma: pré-obesidade, IMC > 25 Kg/m2;
obesidade, IMC > 30 Kg/m2. A obesidade é classificada de acordo com
a gravidade: obesidade grau I, IMC > 30 e < 34,99 Kg/m? obesidade
grau Il, IMC > 35 e < 39,99 Kg/m? e obesidade grau IIl, IMC > 40
Kg/m? (WHO, 2000). A medida da circunferéncia da cintura > 94 cm
nos homens e > 80 cm nas mulheres representa risco aumentado de
complicagdes metabolicas. Ja valores > 120 cm no sexo masculino e >
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88 cm no sexo feminino indicam alto risco (WHO, 2000). Apesar das
bases genéticas transmissiveis da obesidade serem ingquestionaveis,
isoladamente sdo insuficientes para explicar o alarmante aumento da
incidéncia da patologia em todo 0 mundo em curto espacgo de tempo; tal
aumento é melhor explicado pelas mudancas comportamentais ocorridas
nas Ultimas décadas. As tendéncias genéticas a obesidade vém
apresentando maior expressdo diante das mudangas no padrdo alimentar
associado a inatividade fisica, em consequéncia do processo de
modernizacdo (Stein e Colditz, 2004; Morton et al., 2006). O balango
energético positivo associado ao alto consumo calérico e ao
sedentarismo é responsavel pela maior parte dos casos de obesidade em
seres humanos. Dentre os fatores alimentares, h4 evidéncias de um
consumo energético excessivo, principalmente de fontes lipidicas
saturadas. O consumo alimentar baseado em uma dieta hiperlipidica, a
base de gordura saturada, é fator de risco no desenvolvimento da
obesidade, levando a um aumento nos niveis plasmaticos de &cidos
graxos livres e acumulo excessivo de gordura corporal, principalmente
na regido abdominal (Bastard et al., 2006; Ron et al., 2007; Hotamisligil
et al., 2008).

1.2 SINALIZACAO DA INSULINA

Para compreensdo dos mecanismos moleculares relacionados a
obesidade, faz-se necessario entender a via molecular de sinalizagéo da
insulina e seus efeitos fisioldgicos. A insulina € um hormdnio anabdlico
produzido e secretado pelas células beta das ilhotas de Langerhans do
pancreas e age em diferentes tecidos ativando a captacdo de glicose
(Youngren, 2007). A manutengdo na homeostasia da glicose,
crescimento e diferenciacdo celular sdo mediadas pela acdo da insulina
(Mondon et al., 1980). A acdo da insulina comega com sua ligagdo a um
receptor especifico de membrana, uma proteina heterotetramérica
transmembranaria, composta por duas subunidades alfa extracelulares,
dispostas simetricamente e que se ligam, cada uma delas, por pontes de
dissulfeto a uma subunidade beta transmembranica, com dominio
intracelular, que possui atividade tirosina quinase intrinseca,
denominado receptor de insulina (IR) (Saltiel e Kahn, 2001). A insulina
liga-se a subunidade alfa do IR, o que resulta na autofosforilagdo da
subunidade beta do IR. A ativagdo do IR resulta em fosforilacdo em
tirosina de diversos substratos, incluindo substrato do receptor de
insulina 1 (IRS1) e 2 (IRS2). IRS-1 e 2 fosforilados em tirosina
funcionam como proteinas de ancoramento para moléculas contendo



33

dominio src homology (SH). Uma destas proteinas é fosfatidilinositol 3
quinase (PI13K). A interagdo entre a subunidade regulatoria p85 da PI3K
e o IRS fosforilado promove a ativagdo da subunidade catalitica p110 da
PI3K, promovendo sua ativagdo. A PI3K ¢é importante na regulacdo da
mitogénese, diferenciacdo celular e efeitos metabdlicos estimulados pela
insulina. A enzima catalisa a fosforilagdo dos fosfoinositideos de
membrana na posic¢do 3 do anel de inositol produzindo fosfatidilinositol-
3 fosfato, fosfatidilinositol-3,4 difosfato e fosfatidilinositol-3,4,5
trifosfato. A ativacdo da PI3K aumenta a fosforilagdo em serina da
proteina quinase B (Akt). A proteina Akt € uma serina treonina quinase
gue possui trés isoformas (Aktl, Akt2 e Akt3). A proteina Akt tem a
funclo de fosforilar e ativar varios alvos que culminam com a acéo
fisiolégica da insulina, como a captacdo de glicose e a sintese de
glicogénio e proteinas. A ativagcdo da Akt depende da fosforilagdo de
pelo menos dois residuos chaves da molécula: treonina 308 (Thr®%) e
serina 473 (Ser*”®) (Alessi et al., 1996). A fosforilacdo do residuo Ser*”
ndo é apenas importante para a fosforilacdo da Thr®%, mas necessario
para a ativacdo da Akt (Sarbassov et al., 2005). A ativacdo da Akt
resulta na translocacdo do GLUT-4 para a membrana celular, permitindo
a entrada de glicose para a célula através de difuséo facilitada (Pauli et
al., 2009).

O GLUT-4 é o transportador dependente de insulina mais
abundante nas membranas celulares do misculo esquelético, cardiaco e
tecido adiposo. E o principal responsavel pela captacdo de glicose
circulante nos humanos. Sem o estimulo hormonal, a concentracdo de
GLUT-4 na membrana é muito baixa, permanecendo armazenados em
vesiculas citoplasmaticas. Quando sdo estimulados pela insulina, esses
transportadores sdo translocados para a membrana e o transporte de
glicose através destes é facilitada. Em algumas células, como os
neurdnios e as hemacias, a glicose é capaz de se difundir para o interior
da célula sem precisar da insulina (Olson e Pessin, 1996; Foster e Klip,
2000). Na figura 1 esta representado o esquema resumido das etapas de
sinalizacdo da insulina envolvida na captacdo de glicose.
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Figura 1 - Sinalizacdo da insulina na captacéo de glicose. A insulina, ao se ligar
ao seu receptor de membrana, promove a autofosforilagdo da subunidade beta
em tirosina e desencadeia uma cascata de sinalizagcbes que convergem na
liberagdo do GLUT-4 do complexo de Golgi, promovendo seu transporte para a
membrana celular, o que resulta em entrada de glicose na célula. Fonte: Olson e

Pessin, 1996; Foster e Klip, 2000.

Uma importante funcdo da Akt é fosforilar a Foxo, uma proteina
da superfamilia dos fatores de transcricdes Forkhead. A Foxol foi
inicialmente identificada em C elegans como um fator de transcricdo
ativado pela insulina e que se localiza distalmente a via da PI3K. Este
fator de transcrigdo é fosforilado pela Akt em trés residuos de serina e
treonina: Thr®*, Ser®®® e Ser®™. A fosforilacéo desses trés sitios da Foxo
resulta em sua extrusdo nuclear e sua consequente inativacdo (Kops et
al., 1999; Barthel et al., 2005; Hay, 2011). As proteinas Foxo podem
regular a expressdo de genes envolvidos em apoptose, ciclo celular,
reparo de DNA, estresse oxidativo, longevidade e controle de
crescimento. A via da insulina estd muito bem descrita. No entanto, os
mecanismos que a ativam ou inibem permanecem por ser mais
investigados.
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1.2.1 Efeitos no musculo esquelético

Em seres humanos, cerca de 90% da captagdo de glicose
estimulada pela insulina ocorre no masculo esquelético (Leto e Saltiel,
2012; Egan e Zierath, 2013). No musculo esquelético, a insulina regula
a taxa de transporte da glicose, bem como as atividades da hexoquinase
e da 6-fosfofrutoquinase e subsequentemente, a taxa da glicélise. No
metabolismo proteico, a insulina aumenta a sintese e diminui a
degradacdo de proteinas, favorecendo processos anabélicos (Dimitriadis
etal., 2011).

A entrada de glicose na célula muscular (midcitos) acontece
através do transportador GLUT-4. Apos a ligacdo da insulina ao seu
receptor especifico e ativacdo do IRS-1, principal isoforma presente no
musculo esquelético (Previs et al., 2000), com consequente ativacdo de
PI3K e Akt, 0 GLUT-4 transloca-se dos sarcolemas do citosol para a
membrana plasmatica e tdbulos T, possibilitando a captacdo da glicose
mediada pela insulina (Gao et al., 1994; Kennedy et al., 1999; Saltiel e
Pessin, 2002). Estudo utilizando camundongos knockout para GLUT-4
no tecido muscular observaram reducdo na captacdo de glicose em
condicBes basais, tanto com o estimulo de insulina quanto durante o
exercicio fisico, o que desencadeia uma elevada resisténcia a insulina e
intolerancia a glicose (Zisman et al., 2000). Além disso, a atividade da
Akt leva a ativacdo de vias metabolicas, como a fosforilacdo da
glicogénio quinase 3 (GSK-3), resultando em aumento da sintese de
glicogénio. No musculo esquelético, a Akt apresenta trés isoformas
conhecidas: Akt 1, 2 e 3, sendo a Akt2 a forma mais expressa.

1.2.2 Efeitos no tecido adiposo

No tecido adiposo, 0 aumento de insulina promove a absorcao de
glicose através da ativacdo da cascata de sinalizacdo de IR/PI3K/Akt. A
ligacdo da insulina ao seu receptor de membrana (IR) resulta na ativagédo
de PI3K/Akt e translocacdo do GLUT-4 para a membrana celular,
possibilitando a entrada de glicose para a célula (Taniguchi et al., 2006;
Thirone et al., 2006). No tecido adiposo, a insulina possui também papel
antilipolitico, uma vez que inibe a liberagcdo dos &cidos graxos dos
adipocitos, diminuindo a atividade da lipase sensivel a horménio (HSL)
e da lipase dos triglicerideos do tecido adiposo (ATGL) (Duncan et al.,
2007) justamente por ativa a fosfodiesterase, que por sua vez reduz os
niveis de AMP ciclico. Animais knockout para GLUT-4 no tecido
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adiposo apresentam prejuizos na tolerancia a glicose, hiperinsulinemia e
resisténcia secundéaria a insulina no musculo esquelético e no figado
(Abel et al., 2001).

1.2.3 Efeitos no figado

O figado é um o6rgdo metabolico chave na regulacdo do
metabolismo energético corporal. No figado, a insulina diminui a
liberacdo de glicose pelo figado para tecidos alvos, por inibir a
glicogendlise hepatica e a expressdo de genes gliconeogénicos (Wahren
e Ekberg, 2007). A glicose sanguinea é transportada para o interior dos
hepatdcitos através dos transportadores de membrana GLUT-2 (Seyer et
al., 2013). GLUT-2 também medeia a liberacdo de glicose do figado
para a corrente sanguinea. No entanto, a auséncia de GLUT-2 néo afeta
a producgdo hepética de glicose durante o jejum, sugerindo que a glicose
pode ser liberada dos hepatdcitos por meio de outros transportadores,
como o GLUT-1, ou ainda através de outros mecanismos (Seyer et al.,
2013).

No figado, defeito na acdo da insulina da sintese de glicogénio e
aumento nas taxas de gliconeogénese sdo fatores importantes que
contribuem para a hiperglicemia e resisténcia a insulina (Magnusson et
al., 1992). Defeitos na gliconeogénese hepatica sdo considerados o
principal mecanismo que leva a hiperglicemia de jejum no DM2, e, em
conjunto com esteatose, € a marca da resisténcia hepatica a insulina
(Seppala-Lindroos et al., 2002; Utzschneider e Kahn, 2006). A atividade
da insulina suprime a gliconeogénese hepatica, enquanto que a
supressdo dos receptores de insulina nos hepatocitos aumenta
marcantemente a gliconeogénese, resultando em hiperglicemia e
intolerancia a glicose (Michael et al., 2000). A resisténcia a insulina é
fator determinante para o desenvolvimento de DM2. Ao se ligar aos
seus receptores de membrana nos hepatdcitos, a insulina leva a ativacdo
destes receptores, convergendo para a fosforilacdo em tirosina de IRS1 e
IRS2 (Saltiel e Kahn, 2001; White, 2002). Quando fosforiladas em
tirosina as proteinas IRS1 e 2 ativam a via PI3K / Akt (Saltiel e Kahn,
2001; White, 2002). Por outro lado, a inibicdo especifica de IRS1 e
parcialmente de IRS2 no figado prejudica a acdo da insulina; e a dele¢do
completa de ambos bloqueia completamente a acdo da insulina hepatica,
resultando em aumento da gliconeogénese hepatica, hiperglicemia e
DM2 (Dong et al., 2006). Ativada, Akt fosforila e inativa a proteina
Foxol no figado, suprimindo assim a gliconeogénese (Puigserver et al.,
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2003; Matsumoto et al., 2007; Haeusler et al., 2010). Em contraste,
diminuicdo de Akt leva a desfosforilacdo da Foxol no residuo serina
256, promovendo a translocacgdo de Foxol do citosol para o nucleo, que
ativa genes gliconeogénicos e aumenta a hiperglicemia (Wu et al.,
2010). Além disso, insulina estimula a fosforilacdo de PGC-1a pela Akt,
diminuindo a capacidade de PGC-1a de ativar genes gliconeogénicos
(Lietal., 2007).

Além de regular as taxas de producdo e liberacdo de glicose no
figado, a insulina é o primeiro hormdnio que estimula a lipogénese
hepética no estado alimentado. No figado, a via PISBK/Akt é requerida
tanto para a supressdo da gliconeogénese quanto para a ativacdo da
lipogénese pela insulina. No entanto, lipogénese e gliconeogénese sao
mediadas por duas distintas vias downstream a Akt (Li et al., 2010).
Insulina estimula a ativacdo de mTORC1 pela via PI3K/Akt, o que
resulta no aumento da expressdo de SREBP-1 e lipogénese (Li et al.,
2010). A Akt, particularmente Akt2, estimula a ativacdo de SREBP-1 e
lipogénese (Wan et al., 2011; Yecies et al., 2011), por outro lado, a
inibicdo hepética de Akt inativa tanto a glicdlise quanto a lipogénese
(Hagiwara et al., 2012). O aumento exacerbado na sintese de lipideos e
nos niveis de acidos graxos ndo esterificados saturados levam a
resisténcia a insulina por ativar TLR4 (Shi et al., 2006; Spruss et al.,
2009). Fetuina A, uma glicoproteina secretada pelo figado, atua como
carreador de acidos graxos na circulacdo e o complexo fertuina A/INEFA
liga-se aos receptores TLR4 e promovem a ativagdo de cascatas de
sinalizacdo inflamatéria e resisténcia a insulina (Pal et al., 2012).
Citocinas pré-inflamatérias ativam IKKB e JNK que inibem a
sinalizacdo da insulina (Cai et al., 2005; Hotamisligil et al., 2006). Por
outro lado, dele¢do hepética de IKKB melhora a sensibilidade hepética a
insulina e reduz a gliconeogénese em animais alimentados com dieta
rica em gordura (Arkan et al., 2005).

A sinalizacdo hepética da insulina é negativamente regulada por
proteinas fosfatases, que incluem PTP-1B e Shp-1. Inibicdo de PTP-1B
no figado melhora a sinalizacdo da insulina e sua capacidade em
suprimir a gliconeogénese, protegendo contra a esteatose hepética
induzida por dieta (Delibegovic et al., 2009). Inibicdo hepética de Shpl
protege contra resisténcia a insulina em ratos alimentados com dieta rica
em gordura (Xu et al, 2012). Outras proteinas que regulam
negativamente a sinalizagdo da insulina no figado sdo SOCS1 e SOCS3
(Rui et al., 2002; Ueki et al., 2004). Por outro lado, a via da insulina €
positivamente regulada por SH2B1, proteina adaptadora contendo
dominio SH2 que recruta as proteinas IRS para o receptor de insulina
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(Morris et al., 2009). Dele¢do de SH2B1 resulta em resisténcia a leptina,
insulina, obesidade e DM2 (Ren et al., 2005; Ren et al., 2007; Morris et
al., 2009).

1.3 RESISTENCIA A INSULINA: ELO ENTRE OBESIDADE E
DM2

A prevaléncia de diabetes mellitus tipo 2 (DM2) esta aumentando
a nivel mundial em um ritmo alarmante (Meigs, 2010). Estima-se que no
ano de 2030, aproximadamente 366 milhdes de pessoas sejam
diabéticos, sendo mais de 90% deles portadores de DM2 (Wild et al.,
2004). O aumento da prevaléncia de DM2 ¢ fortemente relacionado ao
estilo de vida modernizado (supernutricdo, alteragdes ambientais e
sedentarismo), que resulta em aumento do ndmero de individuos com
sobrepeso e obesidade (Khunti et al., 2007). A prevaléncia de DM2 ¢
aproximadamente sete vezes maior em adultos obesos quando
comparados aqueles dentro do peso adequado, principalmente em
adultos com IMC > 35 kg/m? que sd0 20 vezes mais propensos a
desenvolverem DM2 do que adultos com IMC entre 18,5 kg/m? e 24,9
kg/m® (Mokdad et al., 2003). Estima-se também que para cada 1 kg
ganho de peso corporal ha 4,5% a mais de risco de desenvolver DM2
(Ford et al., 1997).

Tanto a obesidade quanto o sedentarismo estdo subjacentes ao
desenvolvimento de resisténcia & insulina. A resisténcia a insulina €
observada em aproximadamente 90% dos pacientes portadores de DM2
e em 66% dos individuos com intolerancia a glicose. Resisténcia a
insulina juntamente com disfuncdo ou apoptose das células B sdo os dois
mecanismos fundamentais para o desenvolvimento de DM2 (Butler et
al., 2003; Urbanavicius et al., 2013). Além disso, obesidade central é
observada na maioria dos pacientes com DM2, estando associada com
resisténcia a insulina, principalmente ao nivel do tecido adiposo, figado
e musculo esquelético (Mokdad et al., 2003; Urbanaviéius et al., 2013).
A descoberta da infiltracdo de macrdfagos no tecido adiposo visceral e
da producdo de adipocitocinas permitiu uma melhor compreensao dos
mecanismos que regulam o desenvolvimento de resisténcia a insulina.
Além disso, 0 aumento da absorcdo de acidos graxos ndo esterificados
(NEFA) e diminuicdo da taxa de oxidacdo destes nos obesos, contribui
para 0 acimulo de metabolitos lipidicos intermediérios, o que provoca
defeitos na via de sinalizacdo da insulina (Mokdad et al., 2003;
Urbanavicius et al., 2013). O aumento celular das concentragdes de
NEFA inibe a secrecdo da insulina, estimula a gliconeogénese e
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promove severa resisténcia a insulina (Kashyap et al., 2004; Hansen et
al., 2010). Aumento dos niveis plasméaticos de NEFA na obesidade séo
resultado de trés principais eventos fisiopatolégicos: (I) insulina inibe a
lipdlise, através da inibicdo da lipase sensivel a horménio (HSL)
(I’yasova et al., 2010). A reducdo da atividade da insulina e
consequentemente da supressdo da lipélise do tecido adiposo no periodo
pos-prandial é observado em casos de resisténcia a insulina. Assim,
promove a liberacdo de NEFA para a circulacdo. (II) reducdo na
oxidacdo de NEFA. (Ill) niveis elevados de NEFA inibem os efeitos
anti-lipoliticos da insulina, aumentando ainda mais a liberacdo de NEFA
na circulagdo (II’yasova et al., 2010).

Conforme (Pauli et al. 2009), na obesidade ocorrem alteracdes
em diversos pontos da via de transducdo do sinal da insulina, com
diminuicdo na concentracdo e atividade quinase do IR, na concentracéo
e fosforilagdo do IRS-1 e IRS-2, nas atividades da PI3K e Akt e na
translocacdo do GLUT-4. Isso atenua consequentemente a captacdo de
glicose nos tecidos insulino-dependentes como musculo esquelético e
tecido adiposo. Varios mecanismos através dos quais ocorre a instalagéo
de resisténcia a insulina tém sido publicados; destacando-se aqueles
induzidos por dieta rica em gordura saturada. A ingestdo elevada de
gordura saturada ativa os receptores Tool like receptors (principalmente
o receptor 4 - TLR-4), os quais desempenham uma conexao importante
entre o sistema imune inato e o sistema metabdlico. Alguns acidos
graxos ao se ligarem a esses receptores de membrana celular, acionam
proteinas de respostas pré-inflamatorias como c-jun quinase N-terminal
(UNK) e | KappaB quinase (IKK) que podem interferir na acdo da
insulina (Dandona et al., 2004; Tsukumo et al., 2007). A ativacdo da
serina quinase JNK pode interferir na funcionalidade dos substratos do
receptor de insulina, que uma vez fosforilados em serina pela JNK, fica
comprometida a possibilidade de serem fosforilados em tirosina pelo
receptor de insulina, contribuindo para a resisténcia a transducdo do
sinal da insulina através dessa via (Hirosumi et al., 2002; Tuncman et
al., 2006). Experimentos realizados com roedores relatam que
camundongos com mutagdo genética dessa proteina apresentam melhor
captagdo de glicose, menor depdsito de gordura e ndo desenvolvem
resisténcia a insulina mesmo quando submetidos a uma dieta rica em
gordura (Dandona et al., 2004; Tsukumo et al., 2007). Outra via pro-
inflamatdria que também pode levar a fosforilagio em serina de
substratos do receptor de insulina ¢ a via IKK/IxB/NF«B (Barbeau et al.,
2002). Esta via é considerada uma das vias centrais mediadoras da
resposta inflamatdria, uma vez que regula a expressdo de numerosos
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genes  pré-inflamatérios imunomoduladores e  anti-apoptéticos
(Tsukumo et al; 2007).

Estudos apontam que a obesidade e 0 DM2 também podem estar
associados ao estresse de reticulo endoplasméatico levando ao
desequilibrio das respostas as proteinas ndo dobradas (UPR). A UPR é
caracterizada por uma cascata de sinalizagdo com finalidade de resgatar
a qualidade da sintese proteica, atenuando a sintese global de proteinas,
aumentando a expressdo de chaperonas e quinases dobradoras de
proteinas e ativando o sistema de degradacdo associado ao reticulo
endoplsmatico (ERAD) (Boden et al., 2008). Distlrbios na sintese
proteica no reticulo endoplasmatico, em particular o aumento da sintese
de proteinas imaturas, também conhecidas como proteinas unfolded (ndo
dobradas) e misfolded (mal dobradas), acionam uma resposta adaptativa
conhecida como a UPR (Ron e Walter, 2007). A relagdo entre o estresse
de reticulo endoplasmatico e a susceptibilidade a resisténcia a insulina
foi demonstrada primeiramente in vitro. O estresse de reticulo
endoplasmatico é capaz de ativar a via inflamatéria por meio da UPR,
ou seja, vias como JNK/AP1 e IKK/IkB/NFkB sdo intensamente
ativadas pela UPR, bem como, evidéncias demonstram que o0s
mediadores inflamatorios, tais como JNK e IKK, podem ter um impacto
negativo sobre a funcdo do RE. No contexto da inflamacdo crénica,
evidéncias apontam que células como adipocitos e hepat6citos podem
estar ligadas a um conjunto diversificado de respostas do estresse de RE,
gue podem ocasionar em respostas imunes aumentadas. De fato, em
tecidos adiposo e hepatico de ratos alimentados com dieta hiperlipidica a
expressao da JNK esta significativamente aumentada em comparacéo a
animais magros (Ozcan et al., 2004).

E consenso que citocinas inflamatdrias atuam sobre a via de
sinalizacdo da insulina, levando a resisténcia a este hormdnio. Por outro
lado, o exercicio fisico pode melhorar a sensibilidade a insulina por
reduzir o status inflamatério (Zinker et al., 1994).

1.4 EFEITOS MOLECULARES DO EXERCICIO FISICO NA
SINALIZACAO DA INSULINA

O impacto do exercicio fisico vem sendo demonstrado por
pesquisadores e recomendado com o objetivo de recuperar/manter a
salde e o bem estar fisico e emocional, garantindo ao individuo a
melhora da qualidade de vida por meio da perda gradativa de peso
ponderal e da reversdo das alteracdes metabdlicas e hormonais (Hayashi
et al., 1997; Fallon et al., 2001). A préatica intermitente de exercicio
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fisico pode contribuir favoravelmente com o sistema circulatério,
respiratério, imunoldgico, entre outros, e reduzir os fatores deletérios ao
organismo (Goodyear e Kahn, 1998; Barbeau et al., 2002). A pratica
regular de exercicios fisicos esta relacionada a reducdo da incidéncia de
osteoporose, osteoartrite, hipertensdo arterial sistémica, dislipidemias,
DM2 e outros. O exercicio fisico é considerado um dos pontos cruciais
do tratamento e prevencido do DM2. E sabido que o treinamento
resistido contribui para elevar a taxa metabdlica de repouso e maior
sintese de proteinas musculares (Evans, 2001; Souza e Pauli, 2013),
assim, resulta em maior massa muscular que exige uma maior energia
em repouso a fim da manutencdo do tecido. A massa muscular favorece
a captacdo de glicose do musculo, com efeitos na via de sinalizagdo da
insulina e na via inflamatéria (Souza e Pauli, 2013).

O papel benéfico do exercicio fisico de endurance aer6bio na
acdo metabodlica da insulina é contemplado por inimeros estudos que
procuram elucidar quais sdo os mecanismos moleculares através dos
quais o exercicio atua como estimulador fisiologicamente relevante da
homeostase da glicose em diferentes tecidos. O exercicio potencializa o
efeito da insulina por meio do aumento da fosforilagdo dos IRS, com
consequente aumento da atividade da PI3K (Backer et al., 1992).
Pesquisas realizadas com ratos obesos induzidos por dieta rica em
gordura, relatam que uma Unica sessdo de natacdo reduz a fosforilagdo
da JNK, blogueia a via IKK/NF«kB, reduz a fosforilagdo em serina do
IRS1 e a atividade da proteina tirosina fosfatase 1B (PTP-1B) no
musculo gastrocnémio, reestabelecendo a sensibilidade a insulina 16
horas apds o término do exercicio (Ropelle et al., 2006). PTP-1B é uma
das tirosina-fosfatases que exercem efeitos negativos sobre a sinalizacéo
da insulina mediados pela desfosforilagdo do IR e dos IRS. Estudos
realizados com camundongos alimentados com dieta hiperlipidica e
geneticamente modificados que ndo expressavam PTP-1B, demonstram
gue o0s animais com auséncia desta proteina apresentam maior
sensibilidade a insulina em relacdo ao tipo selvagem (Elchebly et
al.,1999). Outra pesquisa realizada com humanos aponta que uma sesséo
aguda de exercicio fisico reduz a fosforilagdo da JNK e blogueia a via
IkK/NFxB apos perfusdo de acidos graxos (Schenk e Horowitz, 2007).
Pesquisa realizada em ratos diabéticos demonstrou que o exercicio fisico
aerébio promove o aumento da atividade da Akt. Assim, animais
knockout de Akt apresentaram caracteristicas marcantes de diabetes, tais
como hipertrofia das células beta, aumento na producdo hepética de
glicose, homeostase diminuida da glicose e um aumento significativo da
hiperglicemia (Hayashi et al., 1997).
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O exercicio fisico regular estd relacionado ao aumento da
sensibilidade a insulina independentemente da reducdo do peso e de
mudancas na composi¢do corporal. Neste sentido, (Nassis et al. 2005)
observaram que 12 semanas de exercicio fisico aerébio, trés vezes por
semana, melhora a sensibilidade a insulina sem perda de massa corporal
ou diminuicdo do percentual de gordura em individuos com sobrepeso e
obesos. Em outro estudo, no qual foi realizado intervencdo de
treinamento resistido durante 16 semanas em adolescentes do sexo
masculino obesos, foi observado o beneficio do treinamento na melhora
da sensibilidade a insulina, sem alteragdes significativas na composi¢édo
corporal. Os autores sugerem que mais pesquisas sejam feitas com um
programa de treinamento resistido concomitantemente a exercicios
aerohios, pois 0s mesmos acreditam que os resultados podem ser
potencializados (Shaibi et al., 2006). Dessa forma, este efeito é resultado
do aumento da expressao e atividade das moléculas que compde a via de
sinalizacdo da insulina (Shaibi et al., 2006).

O papel anti-inflamat6rio do exercicio fisico na obesidade tem
sido amplamente proposto, com foco nas significativas alteragdes
moleculares na via de sinalizacdo da insulina. Apesar da agdo anti-
inflamatdria do exercicio fisico estar bem documentada, pouco se sabe
como sdo as respostas anti-inflamatérias mediadas pelo exercicio fisico
resistido (Yu-Ching et al., 2011). Em ratos diabéticos tipo 2 que
realizaram um protocolo cronico e agudo de exercicio fisico aerébio,
ambos os protocolos resultaram em maior captagdo de glicose por
aumentar a expressao das proteinas AMPK, Akt e GLUT4, confirmando
a importancia do exercicio fisico na homeostase glicidica (Cao et al,
2012; Yu-Ching et al, 2011).

O treinamento resistido vem despertando interesse em
pesquisadores, uma vez que evidencias tem mostrado aumentar a massa
muscular e reduzir a massa gorda (Bean, 1999; Strasser e
Schobersberger, 2011; Strasser, 2013). Mas seus efeitos sobre a
sensibilidade a insulina ndo estdo totalmente elucidados. Evidéncias
levantam a possibilidade de que o treinamento resistido progressivo
(TRP) promove um balango energético negativo e pode alterar a
distribuicdo da gordura corporal e o aumento da massa muscular
(Bastard et al., 2006). O treinamento resistido (TR) esta associado a
reducdo do risco de doencas relacionadas a baixo grau de inflamagéo,
tais como aterosclerose, obesidade e resisténcia a insulina (Bastard et
al., 2006). A longo prazo, o TR poderd promover uma possivel melhora
nos niveis basais de citocinas que desempenham papel negativo no
metabolismo da glicose (Hotamisligil, 2006. Pesquisas apontam um
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efeito redutor na expressdo de TNF-a em tecido muscular esquelético
em resposta aguda (Steensberg et al., 2002) ou crbnica (Greiwe et al.,
2002) ao exercicio fisico resistido. No entanto, os efeitos do TR no
conteido de TNF-a dependem da localizacdo em que a mensuragéo é
realizada: no plasma ou no tecido muscular (Calle et al., 2010). Estudo
realizado por (Tokmakidis et al. 2004) avaliou os efeitos do exercicio de
forca em mulheres com DM2 e observaram que este induziu avaliages
positivas no controle da glicose, acdo da insulina e melhoria da forca
muscular. Segundo (Ibafies 2005), o treinamento progressivo de forca,
realizado duas vezes por semana em 9 homens idosos portadores de
DM2, diminui a gordura abdominal e promove melhoras significativas
em relacdo a sensibilidade a insulina e a rapida absor¢éo de glicose.

Dunstan et al. (2002) realizaram por seis meses um programa de
treinamento progressivo de forca de alta intensidade em trinta e seis
homens e mulheres sedentarios com idade entre sessenta e oitenta anos,
portadores de DM2 e sobrepeso. O treinamento foi realizado trés vezes
por semana durante quarenta e cinco minutos com nove exercicios,
sendo executados trés séries de 8-10 repeticGes, com intervalo de
sessenta a cento e vinte segundos entre elas. Os resultados mostraram
gue os individuos treinados diminuiram a hemoglobina glicosilada e a
glicose plasmética de jejum, além de diminuir as concentracBes de
insulina em jejum. Outro estudo apontou que o treinamento progressivo
de forca com intensidade moderada, realizado por trés meses em
pacientes asiaticos com DM2, aumentou a sensibilidade a insulina, o
controle glicémico e diminuiu as gorduras visceral e periférica (Misra et
al., 2008).

Levando em consideragdo as complicagdes de um quadro de
resisténcia & insulina, o treinamento resistido de forma progressiva tem
sido uma ferramenta relativamente nova utilizada na melhora da
sensibilidade a insulina (Hussey et al., 2012). Ratos com obesidade
induzida por dieta apresentaram elevacdo significativa na expresséo de
MRNA de TNF-a e SOCS3, e quando submetidos a um programa de
exercicio resistido houve uma reducdo na expressdo destas proteinas
apos seis meses de treinamento, além de aumento na expressdo do
GLUTA4. Este resultado pode ter ocorrido devido ao efeito anti-
inflamatdrio da atividade contratil do musculo esquelético durante o
treinamento resistido (Lambernd et al., 2011). Diante dessas evidéncias,
podemos afirmar que o treinamento progressivo de forgca pode ser
benéfico sobre as variaveis metabdlicas, ajudando na prevencdo e no
controle do DM2. Exercicios fisicos resistidos tém se mostrado eficazes
no controle glicémico de pacientes com DM2. Muitas estratégias para
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melhorar a agdo da insulina em individuos obesos e diabéticos tém sido
utilizadas. Em adicdo, ndo ha pesquisas conclusivas dos efeitos do
exercicio resistido no aumento da transducdo do sinal insulinico em
individuos obesos. Neste contexto, 0 presente estudo objetivou
investigar o efeito dos diferentes protocolos de exercicios resistidos:
resisténcia muscular, forca e hipertrofia sobre a via molecular de
sinalizacdo da insulina em musculo esquelético, figado e tecido adiposo
de camundongos swiss obesos.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do treinamento de resisténcia muscular, de forca
e de hipertrofia sobre a via de sinalizacdo da insulina em musculo
esquelético, figado e tecido adiposo de camundongos swiss magros e
obesos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar os efeitos do treinamento de resisténcia muscular, de forca
e de hipertrofia no peso corporal e indice de adiposidade em
camundongos magros e obesos;

e Verificar os efeitos do treinamento de resisténcia muscular, de forca
e de hipertrofia sobre os niveis séricos de lactato e glicose de
camundongos magros e obesos;

o Verificar os efeitos do treinamento de resisténcia muscular, de forca
e de hipertrofia sobre as citocinas pré- inflamatérias em
camundongos magros e obesos;

o Verificar os efeitos do treinamento de resisténcia muscular, de forca
e de hipertrofia sobre a fosforilacdo de Akt, em musculo esquelético,
tecido adiposo e figado de camundongos magros e obesos.
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3 METODOS

3.1 ASPECTOS ETICOS

Este projeto foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da Universidade do Extremo Sul Catarinense —
UNESC (protocolo 053/2014-1). Todos 0s experimentos respeitaram
estritamente os principios éticos da experimentagao animal.

3.2 CARACTERIZACAO DOS ANIMAIS E DIETA

Foram utilizados 80 camundongos Swiss machos, recebidos com
quatro semanas de vida e peso inicial de 25g, provenientes do Centro de
Bioterismo da Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC),
mantidos em ciclos de 12 horas claro e 12 horas escuro, ambiente com
70% de umidade e com temperatura entre 20°C e 22°C, alojados em
gaiolas de poliuretano com cobertura metalica (dez animais por caixa),
alimentados com ragdo padréo para roedores e 4gua ad libitum durante o
periodo de adaptacéo.

Apo6s periodo de adaptacdo, os camundongos foram inicialmente
divididos aleatoriamente em dois grupos: camundongos alimentados por
17 semanas com dieta padrdo para roedores (carboidrato 70%; proteina
20%; gordura 10%, totalizando 3,8kcal/g), denominado grupo controle
(C) e camundongos alimentados por 17 semanas com dieta hiperlipidica
(DH) (carboidrato 38,5%; proteina 15%; gordura 46,5%, totalizando 5,4
kcal/g).
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Tabela 1 - Composicgao nutricional da dieta padrdo e dieta hiperlipidica

Ingredientes Dieta Dieta
padréo hiperlipidica
(g kg -1) Kcal (g kg -1) Kcal
kg -1 kg-1

Amido (Q.S.P.) 397.5 1590 115.5 462
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 2,5 - 2,5 -
colina
Somatoério 1000 3948 1000 5358
Total

Fonte: Da Autora.
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Figura 2 - Figura representativa mostrando cam'undongos swiss alimentados por
17 semanas com dieta padrdo 43,79 (45g) (esquerda) e dieta hiperlipidica 52,19
(769) (direita).

Tem sido demonstrado que camundongos tratados com dieta rica
em acido graxo saturado exibem marcante resisténcia a insulina corporal
total (De Souza et al., 2005). Apds a instalacdo do quadro de resisténcia
a acdo da insulina (sugerida través da dosagem da glicemia basal), os
animais foram distribuidos randomicamente em oito (8) grupos
experimentais (n=10):

Grupo 1 — Dieta padrdo, ndo treinado (DPNT);

Grupo 2 — Dieta padrdo, treinamento de resisténcia muscular
(DPTR);

Grupo 3 — Dieta padrdo, treinamento de hipertrofia (DPTH);

Grupo 4 — Dieta padrdo, treinamento de forca (DPTF);

Grupo 5 — Dieta hiperlipidica, ndo treinado (DHNT);

Grupo 6 — Dieta hiperlipidica, treinamento de resisténcia
muscular (DHTR);

Grupo 7 — Dieta hiperlipidica, treinamento de hipertrofia
(DHTH);

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

3.3PROTOCOLO DE TREINAMENTO

Os procedimentos de treinamento foram sempre realizados no
periodo vespertino, com inicio as 14h00min. Os camundongos
receberam agua e alimento ad libitum.

Neste estudo foi utilizado o protocolo de treinamento resistido
progressivo (TRP) adaptado de do estudo de Scheffer et al. (2012). No
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estudo de scheffer o protocolo de TRP consistiu de 12 semanas de
treinamento realizados em dias alternados (dia sim, dia ndo). Os animais
foram submetidos a uma semana de adaptacdo ao protocolo de
treinamento, o qual exige que os animais escalem uma escada vertical
(1,1 x 0,18 m; degrau de 2 cm; inclinacdo de 80°) com pesos presos a
suas caudas por fita auto-adesiva (figura 2). No momento em que 0s
animais escalaram cinco vezes a escada sem estimulo foram
considerados adaptados. No topo da escada os camundongos alcancam
uma gaiola (20 x 20 x20 cm). Estes treinamentos propdem a
mimetizacdo em camundongo das adaptacfes fisiologicas positivas do
treinamento resistido vistas em humanos (Hornberger Jr e Farrar, 2004).
A diferenga entre o estudo de Scheffer e o presente estudo foi o tempo
(em semanas) de treinamento. No presente estudo utilizou-se 10
semanas e ndo 12 semanas de treinamentos.

Figura 3 - Foto de aparato para treinamento resistido em escada.
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3.3.1 Protocolo de treinamento de resisténcia muscular (TR)

O treinamento de resisténcia consistiu em o camundongos subir
as escadas (o aparato) com a carga inicial de 10% da massa corporal,
aumentando progressivamente para 20%, 30%, 40% e 50%, 3 a 6 séries,
12-15 repeticbes com 2 minutos de intervalo, em dias alternados (dia
sim / dia ndo) , durante 10 semanas.

3 séries 4 séries 5 séries 48hs
Sem Adapt 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
(3 N N N J
carga 10% 20% 0% 40% eutanasia

Figura 4 - Protocolo de treinamento de resisténcia muscular.
Fonte: Adaptado a Scheffer et al. (2012),

3.3.2 Protocolo de treinamento de forca (TF)

Os animais submetidos ao treinamento de forga realizaram a
subida ao aparato com a carga inicial de 50% da massa corporal,
aumentando progressivamente para 75%, 100%, 125%, 150% e 200%, 3
a 6 séries, 4-5 repeticdes com 2 minutos de intervalo, em dias alternados
(dia sim / dia ndo), durante 10 semanas.

3 séries 4 séries 5 séries 48hs
Sem Adapt 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
LV—JL\/—/\H/—/\ VN L\/ JH_/
carga 10% 50% 75% 100% 125% 150% 175%

Figura 5 - Protocolo de treinamento de forga.
Fonte: Adaptado a Scheffer et al. (2012),
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3.3.3 Protocolo de treinamento de hipertrofia (TH)

O treinamento de hipertrofia consistiu em subir o aparato com a
carga inicial de 25% da massa corporal, aumentando progressivamente
para 50%, 75% e 100%, 3 a 6 séries, 8-12 repeticGes com 2 minutos de
intervalo, em dias alternados (dia sim / dia ndo), durante 10 semanas.

3 séries 4 séries 5 séries 48hs
Sem Adapt 1 2 3 4 5 6 1 8 9 10
\ A A A, /

carga _10% 2% 0% 75% eutendsia

Figura 6 - Protocolo de treinamento de hipertrofia.
Fonte: Adaptado a Scheffer et al. (2012),

3.4 TESTE DE CITOCINAS SERICAS (TNF-A E IL-1B)

As dosagens das citocinas IL-1p e TNF-a foram realizadas
através do método de ELISA, segundo as especificacdes do fabricante
(R&D Systems).

3.5 TESTE DE LACTATO

A coleta de sangue para analise de lactato foi realizada
imediatamente apds a Ultima sessdo de treino, ou seja, semana dez (10)
de treino. O sangue foi coletado através da artéria caudal. Apos realizar
assepsia do local com &lcool 70%, as amostras de 15uL de sangue foram
coletadas a partir de capilares de vidro calibrados e heparinizados, sendo
depositadas em microtibos Eppendorff contendo 30uL de fluoreto de
sodio (NaF) a 1%, para anélise das concentracBes sanguineas de lactato
através do método eletroenzimatico em um analisador bioquimico
(Yellow Springs 2700 S).
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3.6 INDICE DE ADIPOSIDADE

Apo0s a eutandsia dos animais realizou-se a extracdo e pesagem
dos tecidos adiposos epididimal, mesentérico, perirenal e retroperitoneal
em balanca analitica (Bel Mark M254Al, Bel, Italia), para comparagéao
entre 0s grupos. O peso da gordura corporal foi expresso como o
percentual do peso corporal total.

3.7 ANAIN_ISES DOS NIVEIS PROTEICOS E DE
FOSFORILACAO DA AKT POR WESTERN BLOTTING

Quarenta e oito horas apds a Gltima sessao de exercicio fisico os
animais foram eutanasiados por guilhotina, e os tecidos do quadriceps,
figado e adiposo (epididimal) foram extraidos e imediatamente
homogeneizados em tampdo especifico contendo 1% de Triton X 100,
100 mM de Tris (pH 7,4), 100 mM de pirofosfato de sodio, 100 mM de
fluoreto de sddio, 10 mM de EDTA, 10 mM de vanadato de sédio, 2
mM de PMSF e 0,1 mg / mL de aprotinina a 4°C com Polytron MR
2100 (Kinematica, Suica). Em se tratando de células, a homogeneizacéo
foi realizada utilizando ponteira e pipeta P100 Eppendorf (Hamburgo,
Alemanha). O homogeneizado foi entdo 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 o
método de Bradford (Bradford, 1976). As proteinas foram ressuspensas
e conservadas em tampdo Laemmli, contendo 100 mmol/L de DTT
(Laemmli, 1970) e realizou-se a determinacdo do imunoblotting com
anticorpos especificos. Para isso, aliquotas contendo 250 pg 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 tampdo 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 solucdo bloqueadora por 2 horas, a
temperatura ambiente, para diminuir as ligagdes proteicas inespecificas.
A seguir, as membranas foram incubadas com anticorpos primarios
especificos anti-Akt e anti-pAkt®™® adquiridos da Santa Cruz
Biotechnology (Califérnia, Estados Unidos da América), sob agitacdo
constante e overnight a 4°C. A seguir, as membranas foram incubadas


http://www.bio-rad.com/prd/pt/BR/adirect/biorad?cmd=catProductDetail&vertical=LSR&country=BR&lang=pt&productID=170-3930
http://www.bio-rad.com/prd/pt/BR/adirect/biorad?cmd=catProductDetail&vertical=LSR&country=BR&lang=pt&productID=170-3930
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em solucdo com anticorpo secundario conjugado com peroxidase,
durante 2 horas & temperatura ambiente. Apds, as membranas foram
incubadas por dois minutos em substrato enzimatico e expostas ao filme
de RX em cassete de revelagdo radiografica. A intensidade das bandas
foi determinada através da leitura das radiografias por densitometria
Otica, utilizando um scanner (HP G2710) e o programa Scion Image
(Scion Corporation, Frederick, Estados Unidos da América).

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da
média (EPM), e analisados estatisticamente através de andlise de
variancia (ANOVA) de duas vias, seguida do teste post hoc Tukey.
Adotou-se nivel de significancia p<0.05. A analise estatistica foi
realizada através do software Statical Package for the Social Sciences
(SPSS) versédo 20.0 para Microsoft Windows.
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4 RESULTADOS
4.1 LACTATO SANGUINEO

A intensidade do treinamento foi aferida através do lactato
sanguineo. Os niveis de lactato sanguineo foram avaliados
imediatamente apés a Ultima sessdo de treinamento. N&o houve
diferenca nas concentracdes de lactato sanguineo entre os grupos de
treinamento de resisténcia, hipertrofia e forca quando comparado aos
respectivos controles (ndo treinados) magros e obesos (figura 7). Esses
resultados demonstram que o aumento da carga (aumento do peso
fixado a cauda do animal) ocorreu de maneira constante e igualitaria. A
obesidade (comparado magro versus obeso) também ndo alterou as
concentracBes de lactato sanguineo (figura 7). Os niveis de lactato
sanguineo nos dois grupos de animais ndo treinados (DPNT e DHNT)
ndo foram avaliados.

w
1

N
1

Lactato sanguineo (mmol/L)

o
4
)’9 _7

Figura 7 - Concentrac@es de lactato sanguineo. Comparacdo das concentragdes
de lactato sanguineo entre os diferentes tipos de treinamentos. Os niveis de
lactato sanguineo nédo diferem entre os tipos de treinamento. Os resultados estdo
expressos como média £+ EPM. DPTR=dieta padrdo treinamento de resisténcia;
DHTR=dieta hiperlipidica treinamento de resisténcia; DPTH=dieta padrdo
treinamento de hipertrofia; DHTH=dieta hiperlipidica treinamento de
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hipertrofia; DPTF=dieta padrdo treinamento de forca e DHTF=dieta
hiperlipidica treinamento de forca.

4.2 PESO CORPORAL

O peso corporal dos animais mostrou ser homogéneos
intragrupo, ou seja, 0s animais alimentados com dieta padrdo mostrou
bastante homogeneidade. O mesmo ocorreu com 0s animais do grupo
obeso. dos animais alimentados com dieta padrdo, bem como ndo havia
diferenca entre os grupos alimentados com dieta hiperlipidica (dados
ndao mostrados).Apos dez semanas de treinamento e quarenta e oito
horas antes da eutanasia, 0 peso corporal dos camundongos apresentou
uma reducdo significativa em todos os grupos de treinamento —
resisténcia, hipertrofia e for¢ca — alimentados com dieta hiperlipidica
qguando comparado com o grupo dieta hiperlipidica ndo treinado
(DHNT) (Figura 8A). Ao serem verificados os efeitos do treinamento de
resisténcia muscular, de hipertrofia e de forca no indice de adiposidade
em camundongos alimentados com dieta hiperlipidica observou que os
grupos de treinamento de hipertrofia e de forca apresentaram um indice
de adiposidade menor em comparagdo com 0 grupo ndo treinado
(DHNT). O grupo que treinou resisténcia (DHTR) ndo mostrou
diferenca no indice de adiposidade nem com o grupo DHNT nem com
0s demais grupos treinados (figura 8B). Nao houve diferenca estatistica
entre 0s grupos de treinamento alimentados com DP, ndo demonstraram
(Figura 8B).
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Figura 8 - Peso corporal e indice de adiposidade em camundongos swiss
alimentados com dieta padrdo e com dieta hiperlipidica submetidos a diferentes
protocolos de treinamento fisico. Peso corporal (A) avaliado na semana 10 (ao
final do periodo de treinamento e antes da eutandsia) e indice de adiposidade
(B) (soma do tecido adiposo mesentérico; epididimal; retroperitoneal;
perirenal/peso corporal*100). Os resultados estdo expressos como média *
EPM. *p<0,05 em comparagdo ao grupo DPNT e #p<0,05 em comparagdo ao
grupo DHNT. DPTR=dieta padrdo treinamento de resisténcia; DHTR=dieta
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hiperlipidica treinamento de resisténcia; DPTH=dieta padrdo treinamento de
hipertrofia; DHTH=dieta hiperlipidica treinamento de hipertrofia; DPTF=dieta
padrdo treinamento de forca e DHTF=dieta hiperlipidica treinamento de forga.

4.3 GLICEMIA BASAL

Para verificar se a alimentacdo dos camundongos swiss com a
dieta hiperlipidica resultou em aumento dos niveis de glicemia nesses
animais, foi analisada a glicemia sanguinea basal (6 horas de jejum),
ap6s completar-se 17 semanas de alimentagdo com tal dieta (figura 9A).
Pode-se observar marcante diferenca (p < 0,001) entre o grupo de
camundongos magros (alimentados com dieta padrdo) e o grupo de
camundongos obesos (dieta hiperlipidica) (figura 9A). Apdés isso,
iniciou-se o periodo de treinamento, que durou 10 semanas. Ao final das
10 semanas, nova avaliacdo de glicemia foi realizada, para assim
determinar se o treinamento alteraria 0os niveis de glicose sanguinea.
Como pode observar na figura (9B), nenhum tipo de treinamento foi
eficaz em reduzir os niveis de glicose sanguinea significativamente.
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Figura 9 - Glicose sanguinea basal em camundongos swiss alimentados com
dieta padrdo e com dieta hiperlipidica submetidos ou ndo a diferentes protocolos
de treinamento fisico. Glicose sanguinea basal antes do inicio do periodo de
treinamento fisico (A), Glicose sanguinea basal ap6s o periodo de treinamento
fisico (ao final do periodo de treinamento e antes da eutanasia) (B). Os
resultados estdo expressos como média £ EPM. *p<0,05 em comparagdo ao
grupo DPNT. DPTR=dieta padrdo treinamento de resisténcia; DHTR=dieta
hiperlipidica treinamento de resisténcia; DPTH=dieta padrdo treinamento de
hipertrofia; DHTH=dieta hiperlipidica treinamento de hipertrofia; DPTF=dieta
padréo treinamento de forca e DHTF=dieta hiperlipidica treinamento de forga.
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4.3 NIVEIS  TECIDUAIS DE  CITOCINAS PRO-
INFLAMATORIAS: TNFa E IL1-B

Sabendo que a obesidade esta estritamente associada com um
quadro inflamatério crbnico, foi avaliado importantes citocinas pré-
inflamatdrias, como o TNF_ e IL-1L L [figuras 10-12). Nenhuma
diferenca pode ser observada nos niveis de TNF[' no figado quando
comparados camundongos magros e obesos (figura 10A). Os diferentes
treinamentos também ndo demonstraram alterar os niveis dessa citocina
(figura 10A). Ainda no figado, pode se observar que o comportamento
dos niveis de IL-171 tiveram resultados similares aos de TNF| |, ou seja,
nenhuma diferenca foi encontrada (figura 10B). O principal tecido a
produzir e secretar as citocinas pré-inflamatérias é o tecido adiposo.
Como a dieta hiperlipidica aumentou em muito o tecido adiposo nos
camundongos, esperava-se, entdo um marcante aumento das citocinas
nesse tecido. De fato, pode-se observar diferenca significativa entre os
grupos magros e obesos nos niveis de TNFI | (figura 11A). Por outro
lado, o treinamento mostrou-se eficaz em reduzir os niveis de TNF[]
nos grupos obesos com treino de hipertrofia e de forca comparados aos
grupos obesos ndo treinado, mas ndo no treino de resisténcia (figura
11A). Quanto aos niveis de IL-1[1 no tecido adiposo, observou-se
diferenca significativa entre os grupos magros e obesos (figura 11B),
mas nenhum treinamento mostrou reduzir 0s niveis dessa citocina
(figura 11B). Por fim, nenhuma diferenca pode ser observada nos niveis
de TNFJ no masculo gastrocnémio quando comparados camundongos
magros e obesos (figura 12A). Os diferentes treinamentos também nédo
demonstraram alterar os niveis dessa citocina (figura 12A). Ainda no
gastrocnémio, pode se observar que o comportamento dos niveis de IL-
10 tiveram resultados similares aos de TNFJ, ou seja, nenhuma
diferenca estatistica foi observada quando comparado os 8 grupos
avaliados (figura 12B).
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Figura 10 - Niveis teciduais de TNF[] e IL-171 em figado de camundongos
swiss alimentados com dieta padrdo e com dieta hiperlipidica submetidos a
diferentes protocolos de treinamento fisico. Niveis de TNFa (A) e IL-18 (B) em
figado. Os resultados estdo expressos como média + EPM. DPTR=dieta padréo
treinamento de resisténcia; DHTR=dieta hiperlipidica treinamento de
resisténcia; DPTH=dieta padrdo treinamento de hipertrofia; DHTH=dieta
hiperlipidica treinamento de hipertrofia; DPTF=dieta padrdo treinamento de
forca e DHTF=dieta hiperlipidica treinamento de forca.
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Figura 11 - Niveis teciduais de TNF[] e IL-1[] em tecido adiposo de
camundongos swiss alimentados com dieta padrdo e com dieta hiperlipidica
submetidos a diferentes protocolos de treinamento fisico. Niveis de TNFa (A) e
IL-1B (B) em tecido adiposo. Os resultados estdo expressos como média +
EPM. *p<0,05 em comparacdo ao grupo DPNT e #p<0,05 em comparacdo ao
grupo DHNT. DPTR=dieta padrdo treinamento de resisténcia; DHTR=dieta
hiperlipidica treinamento de resisténcia; DPTH=dieta padrdo treinamento de
hipertrofia; DHTH=dieta hiperlipidica treinamento de hipertrofia; DPTF=dieta
padrdo treinamento de forca e DHTF=dieta hiperlipidica treinamento de forca.
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Figura 12 - Niveis teciduais de TNF[] e IL-11] em musculo gastrocnémio de
camundongos swiss alimentados com dieta padrdo e com dieta hiperlipidica
submetidos a diferentes protocolos de treinamento fisico. Niveis de TNFa (A) e
IL-1B (B) em gastrocnémio. Os resultados estdo expressos como média + EPM.
DPTR=dieta padrdo treinamento de resisténcia; DHTR=dieta hiperlipidica
treinamento de resisténcia; DPTH=dieta padrdo treinamento de hipertrofia;
DHTH=dieta hiperlipidica treinamento de hipertrofia, DPTF=dieta padrdo
treinamento de for¢a e DHTF=dieta hiperlipidica treinamento de forca.
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4.4 FOSFORILAGAO DA AKT*™" EM FIGADO, ADIPOSO E
MUSCULO GASTROCNEMIO

Os niveis proteicos de pAkt foram avaliados nos tecidos hepatico,
adiposo e muscular. A fosforilagdo da Akt no tecido hepatico ndo foi
diferente entre os grupos magros e obesos nédo treinados (figura 13A).
Por outro lado, todos os treinamentos tanto em camundongos magros
guanto obesos foram eficazes em aumentar os niveis de fosforilacdo
guando comparado com ambos grupos ndo treinados (figura 13A). A
fosforilacdo da Akt no tecido adiposo apresentou resultados similares
aqueles encontrados no tecido hepatico, ou seja, 0s niveis de
fosforilacdo da Akt no tecido adiposo ndo foram diferentes entre os
grupos magros e obesos ndo treinados (figura 13B). Portanto 0s
treinamentos tanto em camundongos magros quanto obesos foram
eficazes em aumentar os niveis de fosforilagdo quando comparado com
ambos grupos ndo treinados (figura 13B). A fosforilagdo da Akt no
tecido muscular ndo foi diferente entre todos os grupos avaliados (figura
13C), mostrando que tanto a obesidade quanto o treinamento alteraram
os niveis de fosforilacdo da Akt.
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Figura 13 - Fosforilagdo da Akt em figado, adiposo e musculo esquelético de
camundongos swiss alimentados com dieta padrdo e com dieta hiperlipidica
submetidos a diferentes protocolos de treinamento fisico. Niveis de fosforilagéo
da Akt em figado (A); Niveis de fosforilacdo da Akt em tecido adiposo (B), e
niveis de fosforilagdo em musculo gastrocnémio (C). No painel superior sdo
apresentadas as bandas representativas da pAkt e no painel inferior séo
apresentadas as bandas representativas da Akt total. Os resultados estdo
expressos como média £ EPM de um tamanho amostral igual a 4 de um pool de
camundongos conforme apontado na se¢do materiais e métodos. $ p<0,05 em
comparagdo aos grupos DPNT e DHNT. DPTR=dieta padrdo treinamento de
resisténcia; DHTR=dieta hiperlipidica treinamento de resisténcia; DPTH=dieta
padrdo treinamento de hipertrofia; DHTH=dieta hiperlipidica treinamento de
hipertrofia; DPTF=dieta padrdo treinamento de forca e DHTF=dieta
hiperlipidica treinamento de forca.
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5 DISCUSSAO

A obesidade é um dos principais problemas de salde publica,
sendo considerada uma epidemia global pela World Health
Organization (WHO, 2000). O aumento na gordura corporal ¢é
acompanhado de profundas alteragdes nas funcbes fisioldgicas do
organismo, sendo a deposi¢do de tecido adiposo na regido intra-
abdominal um dos principais contribuintes para o desenvolvimento de
doencas, tais como  aterosclerose, dislipidemias,  doencas
cardiovasculares e diabetes mellitus tipo 2 (Juonala et al., 2011; Tateya
et al., 2013). Dentre as principais alternativas ndo farmacoldgicas para o
tratamento da obesidade encontram-se a restricdo cal6rica e o0 exercicio
fisico (Racette et al., 2003; Pappachan et al., 2011; Sertié et al., 2015).
A realizagdo de atividade fisica regular tem sido considerada como
primeira linha de tratamento contra a obesidade (Gongalves et al., 2015).
Em adicdo, estd bem descrito na literatura, que o exercicio fisico
melhora a sensibilidade a insulina (Bradley et al., 2008; Abd El-Kader,
2011; Marinho et al., 2014; Yu et al., 2016). Segundo pesquisa realizada
pelo Colégio Americano de Medicina Esportiva juntamente com a
Associacdo Americana do Diabetes (2010), a maioria dos beneficios da
atividade fisica no tratamento do diabetes tipo 2 estd relacionada as
respostas agudas e cronicas sobre a acdo da insulina, tanto nos
exercicios aerdbios quanto nos exercicios resistidos (Colberg et al.,
2010).

Portanto, o exercicio fisico € considerado uma importante
estratégia para a prevencdo e tratamento da resisténcia a insulina e do
DM2, condi¢Bes normalmente encontradas no individuo obeso. Estudos
realizados com células in vitro, modelos experimentais de animais e
também em humanos, demonstram que uma Unica sessdo de exercicio
fisico é capaz de aumentar a sensibilidade a insulina, efeito associado a
maior fosforilagdo da proteina Akt. Consequentemente, observou-se
aumento da expressdo e translocacdo do GLUT-4 e maior captacdo de
glicose pelo musculo esquelético ocasionado pelo exercicio fisico
(Bruss et al., 2005; Frosig et al., 2007; Marinho et al., 2013). Além
disso, o exercicio fisico esta relacionado com aumento na captacdo de
glicose em outros tecidos. Estudo realizado com ratos obesos induzidos
por dieta hiperlipidica (DH) observou melhora na sensibilidade a
insulina no figado e no tecido adiposo ap6s oito semanas de exercicio,
resultado atribuido principalmente a reducdo de moléculas inflamatorias
(Da Luz et al., 2011).
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Estd claramente estabelecido na literatura que o exercicio fisico
melhora a sensibilidade a insulina, porém ainda ndo est4 completamente
elucidado qual o melhor protocolo de exercicio para pacientes obesos
com resisténcia a insulina ou DM2. Apesar de existir uma
predominéncia de pesquisas e indicacdes pelo treinamento aerdbio de
baixa a moderada intensidade (Venables e Jeukendrup, 2008; Strasser,
2013), atualmente algumas pesquisas tém questionado se o treinamento
aerobio é o melhor exercicio para o tratamento da obesidade (Slentz et
al., 2011; Leite et al., 2013; Souza et al., 2014; Drenowatz et al., 2015;
Hunter et al., 2015; Mekary et al., 2015; Shen et al., 2015). Diante disso,
0 presente estudo buscou investigar as possiveis alteragdes fisioldgicas,
bioquimicas e moleculares promovidas por trés diferentes protocolos de
exercicio - resisténcia, forca e hipertrofia - realizado durante dez
semanas, sobre a via de sinalizagdo da insulina nos seguintes tecidos:
musculo esquelético, figado e tecido adiposo de camundongos swiss
obesos induzidos por DH.

No presente estudo, os niveis de lactato foram avaliados
imediatamente apds a Ultima sessdo de treinamento. Segundo Wilmore e
Costill (2001), a concentracdo de lactato sanguineo pode ser utilizada
para controlar a intensidade do treinamento, sendo uma maneira de
monitorar as adaptacdes musculares. Nao foi observada diferenca
estatistica nos niveis de lactato sanguineo neste estudo, sugerindo que,
apesar de serem protocolos diferentes, as intensidades dos trés
protocolos de treinamento foram iguais.

Para os camundongos tornarem-se obesos, a DH foi consumida
por um periodo de 17 semanas antes de iniciar os protocolos de
treinamento. No inicio do treinamento, os animais que consumiram DH
ja apresentavam obesidade, resultando em um aumento significativo no
peso corporal, que permaneceu elevado até o fim do experimento em
comparagdo com os camundongos alimentados com dieta padrdo (DP).
Estudos tém demostrado que o tratamento de camundongos swiss com
dieta rica em gordura saturada leva a marcante obesidade (De Souza et
al., 2005; Marinho et al., 2013) e consequentemente promove os efeitos
deletérios relacionados a essa doenca, como o aumento de tecido
adiposo, aumento da insulina de jejum e o desenvolvimento de
dislipidemias (Estadella et al., 2004; Samaan et al., 2014).

Ainda em relagdo ao peso corporal, independente do protocolo de
exercicio utilizado neste estudo, os animais alimentados com DH e
treinados reduziram o peso corporal quando comparado ao grupo DH
ndo treinado. Resultados semelhantes foi observado por Mardare et al.
(2016) que realizaram treinamento de forca e de resisténcia durante dez
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semanas com camundongos C57BL/6 tratados com DH. Os autores
observaram um aumento de peso corporal no grupo tratado com DH
guando comparado com o grupo DP. Em adicdo, os dois protocolos de
exercicio realizados em camundongos alimentados com DH reduziram
significativamente o peso corporal em relacéo ao grupo DH ndo treinado
(Mardare et al., 2016).

No presente estudo foi avaliado também, o indice de adiposidade
dos animais. Quando comparado somente os camundongos alimentados
com DH, pode-se observar que os treinamentos de hipertrofia e forca
foram eficazes em reduzir o indice de adiposidade quando comparado ao
grupo ndo treinado. Resultados semelhantes foram encontrados nos
trabalhos de (Leite et al., 2013; Souza et al., 2014). Alguns estudos
sugerem potenciais mecanismos para a reducdo de massa corporal e
indice de adiposidade em treinamentos de forca e hipertrofia (treino
resistido), principalmente por aumentar a massa muscular levando a um
aumento na taxa metabdlica basal e, assim, resultando na diminuicdo da
gordura corporal (Schmitz et al., 2003; Donelly et al., 2009). O treino
resistido pode ser utilizado na prevencdo e tratamento da obesidade,
como ja sugerido por alguns autores (Strasser e Schobersberger, 2011;
Willis et al., 2012) uma vez que pode aumentar o gasto energético (24h)
e a oxidacdo de gordura para manutencdo do equilibrio de energia e
prevencdo do ganho de peso corporal (Kirk et al., 2009). Assim, a
implementacdo do treino resistido pode ser uma intervencdo eficaz no
combate a obesidade.

Em contrapartida, o treinamento de resisténcia ndo apresentou
diferenca estatistica no indice de adiposidade, contrariamente a diversos
estudos pregressos (Slentz et al., 2011; Willis et al., 2011; Sertié et al.,
2015). Estudos relatam que o treinamento aerdbio demonstra ser eficaz
na reducdo do tecido adiposo visceral, no entanto, existe uma relagdo
principalmente com a intensidade e volume do exercicio para tal efeito
(Ismail et al., 2012). Alguns estudos tém demostrado que a combinagdo
de treino resistido com treinamento aerdbico (resisténcia) resulta em
maior eficacia para reducdo do peso corporal e de gordura (Park et al.,
2003; Church et al., 2010) e aumento de massa corporal magra (Park et
al., 2003; Arciero et al., 2006) quando comparado ao exercicio aerébio
realizado de forma isolada.

Os mecanismos moleculares para o desenvolvimento de
resisténcia a insulina relacionados a obesidade vém sendo pesquisados
intensamente. Assim, evidéncias cientificas relatam que o excesso de
tecido adiposo e o consumo elevado de gorduras saturadas séo capazes
de aumentar proteinas inflamatérias que interferem na via de sinaliza¢éo
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da insulina. Desse modo, a translocacdo do GLUT4 para a membrana
plasmatica é prejudicada e consequentemente a captacdo de glicose
pelas células é reduzida (L€ et al., 2011; Holland et al., 2011). Como
esperado, no presente estudo a DH resultou em um aumento
significativo da glicose sanguinea quando comparado com 0s
camundongos alimentados com DP. O mesmo resultado foi observado
por diversos autores (Saaman et al., 2014; Williams et al., 2014; Liu et
al., 2015).

O exercicio fisico tem se mostrado uma importante estratégia
para reducdo da glicemia em obesos resistentes a insulina (Saaman et
al., 2014). No presente estudo observou-se que o treinamento de
resisténcia, hipertrofia e forca foram eficazes na reducdo da glicose
sanguinea. Este resultado pode ser atribuido ao efeito do exercicio fisico
sobre a reducdo na fosforilagdo em serina dos substratos do receptor da
insulina (Da Silva et al., 2010), reducéo de fosfatases (De Moura et al.,
2013) e citocinas (Pauli et al., 2009), além de diminuir o estresse de
reticulo endoplasmatico (Da Luz et al., 2011), entre outros.

O modelo de obesidade induzido por DH constitui uma situagéo
fisiolégica de aumento de citocinas inflamatérias, que diminuem a
fosforilagdo em tirosina e aumentam a fosforilagdo em serina de
moléculas importantes da via da insulina (como por exemplo, o IRS1/2),
comprometendo a regulacdo da homeostase energética (De Souza et al.,
2005). No presente estudo, foram analisados os niveis teciduais de
importantes citocinas inflamatorias, como o TNFa e a IL-1p, em figado,
tecido adiposo e musculo esquelético. Os niveis proteicos de TNFa nédo
foram alterados no figado e mdsculo esquelético dos camundongos
obesos quando comparado com os magros. Além disso, nenhum dos
protocolos de exercicio fisico alterou significativamente os niveis dessa
citocina inflamatéria. O mesmo resultado foi observado quando avaliado
a IL-1p nos respectivos tecidos. Porém, no tecido adiposo pode-se
observar alteracdes de ambas citocinas. TNFa aumentou no grupo obeso
ndo treinado (DHNT) e os treinamentos de hipertrofia e forca foram
capazes de reduzir significativamente os valores dessa citocina, quando
comparado ao grupo DHNT. Em relacdo aos niveis de IL-1f, somente o
grupo DHNT teve aumento significativo quando comparado ao DPNT.

Estudos tém demonstrado importante reducdo nos niveis
sorologicos de TNFo e IL-1B em animais € humanos obesos que
praticam exercicio fisico (da Luz et al., 2011; Oh et al., 2013; Wang,
2013). Quando avaliado especificamente os niveis teciduais, Kawanishi
et al. (2012) realizaram por 16 semanas exercicio aerébio em
camundongos obesos induzidos por DH. Os autores avaliaram os efeitos
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do exercicio sobre a inflamacéo hepatica e observaram um aumento nos
niveis hepaticos de TNFo em animais tratados com DH, e uma reducgdo
guando estes realizaram exercicio. Esse resultado também foi observado
na expressdo do RNA mensageiro hepatico, diferentemente da IL-1p,
gue acordando com o presente estudo, ndo teve seus niveis alterados
(Kawanishi et al., 2012). No musculo esquelético, ndo foi observado
alteragdes nos niveis das citocinas inflamatérias avaliadas no presente
estudo, condizente, Ferrier et al. (2004) também néo observou alteragdo
de TNFa no vasto lateral de humanos obesos que realizaram exercicio
por oito semanas (Ferrier et al., 2004).

O tecido adiposo é uma importante fonte de produgdo de
citocinas relacionadas com o desenvolvimento de doencas cronicas,
como obesidade, DM2 e aterosclerose; e o exercicio fisico tem sido
proposto como terapia para reduzir tal inflamacéo crénica presente no
individuo obeso (Gomez-Merino et al., 2007). Speretta et al. (2012)
avaliaram a expressdo génica no tecido adiposo de ratos submetidos a
treinamento resistido alimentados com DP ou DH, e observaram uma
redugdo significativa nos niveis TNFo (Speretta et al., 2012),
corroborando com os resultados do presente estudo.

O aumento na secre¢do de citocinas pré-inflamatdrias resulta em
complicagfes metabdlicas induzidas pela obesidade. Estudos realizados
em roedores e humanos demonstraram que na obesidade ocorre
superexpressao do TNFa (Hotamisligil et al., 1993; Tateya et al., 2013).
Nos adipocitos, assim como em outras células, TNFa induz a expressdo
de vérias citocinas inflamatorias, como a IL-1p, interleucina 6 (IL-6),
interleucina 8 (IL-8). O TNFa também esta envolvido na redugdo da
adiponectina, horménio proteico importante na modulagdo de varios
processos metabolicos, incluindo a regulacdo da glicemia (Peeraully et
al., 2004). Devido a isso, a diminuicdo nos niveis da citocina TNFa ¢é
importante para possivel reducdo da glicose sanguinea. Uma vez que
estudos tém apontado ligacdo entre vias pro-inflamatérias e vias que
regulam o metabolismo, em especial, aquelas ativadas em resposta a
insulina. Diversos mecanismos estdo envolvidos nesta acdo do TNFa de
promover resisténcia & insulina, tais como: aumento da liberacdo de
acidos graxos pelos adipdcitos; inibicdo da sintese e secrecdo de
adiponectina; e ainda, aumento da fosforilagdo em serina de moléculas
importantes da via da insulina, levando a menor captagdo de glicose e
aumento da gliconeogénese (Barbeau et al., 2002).

Tem sido bem estabelecido que as anormalidades do metabolismo
lipidico estdo intimamente associadas a diminuicdo na sensibilidade a
insulina. O aumento da gordura visceral é um fator de risco importante
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para o desenvolvimento de resisténcia a insulina (L& et al., 2011; Fatani
et al., 2012). O acimulo de gordura visceral também leva a um aumento
na liberagdo de acidos graxos livres e na sintese de triglicerideos no
figado, resultando em distlrbios do metabolismo lipidico e glicidico
(Tomkin, 2008; L€ et al., 2011; Yu et al., 2016). Além disso, a elevagdo
de &cidos graxos livres no individuo obeso, leva a um aumento na
concentracdo intramuscular de alguns metabolitos (como Acil-coenzima
A, diacilglicerol e ceramidas) que diminuem a utilizacdo de glicose
muscular através da ativacdo da proteina quinase C (PKC) e suprime a
atividade da via de sinalizacdo do receptor de insulina, conduzindo a
resisténcia a insulina (Cahova et al., 2007; Fatani et al., 2012). Ha
décadas o exercicio fisico vem sendo defendido como uma ferramenta
ndo farmacolégica para o aumento da sensibilidade corporal total a
insulina. No presente estudo, todos os protocolos de exercicio utilizados
foram eficientes em reduzir a gordura corporal, bem como reduzir a
glicemia de jejum (comparado ao grupo obeso ndo exercitado). Diante
disso, foi investigado se os treinamentos alterariam a fosforilagdo da
Akt, importante molécula da via de sinalizacdo da insulina.

O exercicio fisico potencializa o efeito da insulina na fosforilacdo
do IRS-1/2 com consequente aumento da atividade da fosfatidilinositol-
3-quinase (PI3K) (Howlett et al., 2002). A PI3K esta envolvida em
maior fosforilagdo da Akt, proteina crucial para efetivar os efeitos
fisiolégicos finais da insulina (Wojtaszewski et al., 1999). Pesquisas
avaliando o exercicio resistido também observaram aumento na
fosforilagcdo da Akt (Dreyer et al., 2008; Li et al., 2015). No presente
estudo, pode-se observar um aumento significativo na fosforilagdo da
Akt no figado e tecido adiposo, resultado obtido por qualquer um dos
protocolos de exercicio, independentemente do tipo de dieta consumida
(DP ou DH) quando comparado com 0s grupos ndo exercitados.
Contrariamente a estudos pregressos (Sakamoto et al., 2003; Deshmukh
et al., 2006), ndo foi observado diferenga estatistica na fosforilagdo de
Akt no musculo esquelético; além disso, nenhum dos diferentes
protocolos de treinamento e nem a inducdo da obesidade foram eficazes
em alterar significativamente a fosforilagcdo da Akt. Podemos considerar
que os trés protocolos de treinamento demostraram ser capazes de
melhorar o metabolismo glicidico, tanto por reduzir a glicose sanguinea
em camundongos obesos, quanto por aumentar a fosforilagdo da
proteina Akt, no figado e tecido adiposo, ndo interferindo no musculo
esquelético.
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6 CONCLUSAO

Observados em conjunto os resultados do presente estudo, estes
sugerem que os treinamentos de hipertrofia e forca foram eficientes em
reduzir o indice de adiposidade, e consequentemente reduzir os niveis
proteicos (no tecido adiposo) do TNFo, importante citocina pro-
inflamatdria. Porém, os trés protocolos de treinamento realizados foram
capazes de melhorar o metabolismo glicidico, tanto por reduzir a glicose
sanguinea em camundongos obesos, quanto por aumentar a fosforilagéo
da proteina Akt, resultado este observado no figado e tecido adiposo,
mas ndo visto no masculo esquelético, tecido com fungdo importante na
inducdo da resisténcia a insulina.

Os resultados demonstram que tanto o0s treinamentos de
resisténcia muscular, como o de forca e de hipertrofia, podem ser
eficazes no controle da obesidade e da sinalizacdo da insulina nos
tecidos hepatico e adiposo, de maneira similar aos bem conhecidos
exercicios aerobios de endurance. Por fim, os achados sdo interessantes
se partirmos do pressuposto que o efeito benéfico dos exercicios parece
ser devido ao seu papel anti-inflamatério. Dessa forma, o presente
estudo apontou os beneficios do exercicio fisico de hipertrofia e forca na
reducdo da adiposidade e na melhora do seu efeito anti-inflamatério o
gue sugere diminuir as possiveis complicacdes metabdlicas decorrentes
da obesidade e de suas consequéncias.
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ANIMAIS
Universidade do Extremo Sul Catarinense

Comissao de Etica no Uso de Animais

Resolucéo

A Comiss&o de Etica no Uso de Animais, normatizada pela Resolucio 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, Janesca Mansur Guedes, Ariete Inés Minetto.

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 ndo participaram do
processo de avaliacdo dos projetos em que constam como pesquisadores.
Para demais davidas, contatar a CEUA pelo e-mail ceua@unesc.net. .

The Ethics Commitee on Animal Use on Research, sanctioned by the
resolution number 02/2011/Cémara 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,
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