UNIVERSIDADE DO EXTREMO SUL CATARINENSE
UNIDADE ACADEMICA DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE

HELEN REBELO SORATO

EFEITOS DA REDUCAO CALORICA ASSOCIADA AO
TREINAMENTO RESISTIDO SOBRE RESISTENCIA A INSULINA,
ESTRESSE OXIDATIVO E INFLAMACAO EM CAMUNDONGOS
COM OBESIDADE INDUZIDA POR DIETA

CRICIUMA
OUTUBRO DE 2019



HELEN REBELO SORATO

EFEITOS DA REDUCAO CALORICA ASSOCIADA AO
TREINAMENTO RESISTIDO SOBRE RESISTENCIA A INSULINA,
ESTRESSE OXIDATIVO E INFLAMACAO EM CAMUNDONGOS
COM OBESIDADE INDUZIDA POR DIETA

Dissertagdo de Mestrado apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdao em Ciéncias da Saude da Universidade do
Extremo Sul Catarinense — UNESC para obtencdo do
titulo de Mestre em Ciéncias da Salde.

Orientador: Prof. Dr. Alexandre Pastoris Muller

CRICIUMA
OUTUBRO DE 2019



Dados Internacionais de Catalogacdoc na Publicagdo

S713e Sorato, Helen Rebelo.
Efeitos da redugido caldérica associada ao
treinamento resistido sobre resisténcia a
insulina, estresse oxidativo e inflamagdo em
camundongos com obesidade induzida por dieta /
Helen Rebelo Sorato. - 2019.
895 pr ¢ 1ids

Dissertagdo (Mestrado) - Universidade do Extremo
Sul Catarinense, Programa de Pés-Graduagdo em
Ciéncias da Saude, Cricitma, 2019.

Orientacao: Alexandre Pastoris Muller.

1. Obesidade. 2. Dieta de baixa caloria. 3.
Exercicios fisicos. 4. Inflamacdo. 5. Estresse
oxidativo. 6. Resisténcia a insulina. I. Titulo.

CDD 23. ed. 613.25

Bibliotecaria Eliziane de Lucca Alosilla - CRB 14/1101
Biblioteca Central Prof. Eurico Back - UNESC




UNIVERSIDADE DO EXTREMO SUL CATARINENSE — UNESC
PRO-REITORIA ACADEMICA - PROACAD
DIRETORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO
Programa de Pés-Graduacao em Ciéncias da Saude (Mestrado e Doutorado)
Recomendado pela CAPES - Homologado pelo CNE — Portaria N° 609 de 14.03.2019

ATA DE MESTRADO EM CIENCIAS DA SAUDE — N° 330

Com inicio as 16:30 (dezesseis horas e trinta minutos) do dia dez do més de
setembro de 2019 (dois mil e dezenove), realizou-se, na sala 304 do Bloco R2 do
Programa de Pos-Graduagao em Ciéncias da Saude da Universidade do Extremo
Sul Catarinense (UNESC), o seminario formal de apresentacado dos resultados da
dissertacdo de Mestrado de Helen Rebelo Sorato sob a orientacdo do Prof. Dr.
Alexandre Pastoris Miller, intitulada "EFEITOS DA REDUGAO CALORICA
ASSOCIADA AO TREINAMENTO RESISTIDO SOBRE RESISTENCIA A INSULINA,
ESTRESSE OXIDATIVO E INFLAMAGCAO EM TECIDO CARDIACO DE CAMUNDONGOS
COM OBESIDADE INDUZIDA POR DIETA". A dissertacdo foi examinada por uma
banca examinadora constituida pelos seguintes membros: Prof. Dr. Paulo César
Lock Silveira (Universidade do Extremo Sul Catarinense - UNESC) — Conceito final:
Aprovada, Profa. Dra. Vanessa Moraes de Andrade (Universidade do Extremo Sul
Catarinense - UNESC) — Conceito final: Aprovada e Prof. Dr. Fabio Santos de Lira
(Universidade de Sao Paulo - USP) — Conceito final: Aprovada. Com o resultado
final: APROVADA, a aluna finalizou seus estudos em nivel de Mestrado, fazendo jus
ao grau de MESTRE EM CIENCIAS DA SAUDE. Os trabalhos foram concluidos as
17:30 (dezessete horas e trinta minutos), dos quais eu, Fernanda Nunes Peruchi,
Assistente Administrativo do Programa de Pés-Graduagao em Ciéncias da Saude da
Universidade do Extremo Sul Catarinense — UNESC lavrei a presente ata, que
assino juntamente com o Prof. Dr. Felipe Dal Pizzol, Coordenador do Programa.

Criciuma, 10 (dez) de setembro de 2019 (dois mil e dezenove).

% ol
PPGCS \J

Prof. Dr. Felipe Dal Pizzol Fernanda'Nunes Peruchi
Coordefiador do/PPGCS Assistente Administrativo

Prof.




FOLHA INFORMATIVA

A presente dissertacdo de mestrado foi elaborada seguindo a resolugéo 07/2015 do Programa
de Pds-Graduagdo em Ciéncias da Saude (PPGCS) da Universidade do Extremo Sul
Catarinense — UNESC.

Os primeiros experimentos deste trabalho foram realizados nas antigas instalagdes do
Laboratorio de Fisiologia e Bioguimica do Exercicio (LAFIBE), sob orientacdo do professor
Dr. Ricardo Aurino de Pinho, e finalizado nas novas instalagdes do Laboratério de
Biomedicina Translacional, PPGCS — UNESC, sob a orientacdo do professor Dr. Alexandre

Pastoris Muller.



Dedico este trabalho a meus pais, pois apesar de muitas vezes minhas escolhas terem sido
diferentes das que eles queriam para mim, sempre estiveram ao meu lado, me apoiando

incansavelmente, para que mais esta conquista fosse possivel.



AGRADECIMENTOS

Sem clichés, minha maior gratidao é a Deus (acredito que todo mundo independente
de religido deveria acreditar em algo maior, uma forca maior que se denomina fé), ele quem
me deu uma nova chance de viver nessa trajetoria e cuidou de mim e minha familia nos
momentos dificeis que tivemos ao longo deste tempo. Certas coisas talvez venham realmente
para nos fazer mais fortes!

Agradeco imensamente minha familia — Jose, Sonia e Heliton — pois ndo mediram
esforcos para que eu realizasse mais este sonho, me apoiando de todas as formas possiveis, seja
financeira; me compreendendo nos momentos de maior estresse; orando por mim nos
momentos dificeis, enfim, em forma de carinho e/ou palavras me deram sempre forca para
seguir em frente.

Ao meu noivo Tiago, um muito obrigado; meu pogo de paciéncia, quem sempre me
compreendeu quando as crises de ansiedade batiam. Quando as lagrimas de desespero
escorriam pelos olhos, ele esteve sempre ao meu lado, e em um abrago confortante me acalmava
de uma forma sem explicacdo quando as palavras de incentivo ja ndo eram suficientes. Era
também ele quem mais vibrava comigo nos trabalhos apresentados com sucesso e premiacoes.

Meus mais sinceros agradecimentos também vao para meu primeiro e eterno
orientador, Ricardo Pinho, ele quem me permitiu conhecer esse mundo da pesquisa e quem
sempre foi minha base e inspiracdo para chegar até aqui. Ndo tenho palavras para descrever o
guanto me sinto lisonjeada em ter sido sua orientanda; por teres me dado essa oportunidade de
conhecer um mundo diferente, pois com vocé nao aprendi somente sobre ciéncia, mas sobre ser
mais humana e que acima de tudo, que mesmo gque nos machuguem, nunca devemos passar por
cima do outro. Sentimos tua falta quando fostes injusticado, de maneira errdnea, fria e
meramente politica, porém nunca irdo tirar o que fostes para nos — teus orientandos — pois nossa
esséncia e amizade transcende distancias. Obrigada por toda ajuda e incentivo de sempre.

Agradeco também ao meu orientador, Alexandre Muller, que me acolheu de bragos
abertos quando fiquei sem rumo e sem chdo. Logo ele, conhecido por ser um cara “bravo”. Ele
foi o Unico a me abragar quando eu mais precisei, e veio logo dele, de quem eu nunca esperei.
Foi ele quem ao longo desse trabalho sempre me impulsionou dizendo que eu era capaz nos
momentos de incerteza e inseguranca. Esse baixinho, tdo durdo, sempre me tratou com carinho,
talvez tenha sido porque no inicio ja adiantei que eu cairia em lagrimas caso ele brigasse comigo
(risos). Apesar de tudo, tivemos nossos desentendimentos, pois ninguém é perfeito e ninguém

é igual; mas ele me deu liberdade e a oportunidade de conhecer essa pessoa que ele realmente



é, e que no fundo talvez poucos saibam, mas tem um coracgao enorme além de toda competéncia
profissional. Do fundo do meu coragéo, obrigada por aceitar ser meu orientador e confiar tanto
em mim.

Agradeco as pessoas dos dois grupos de pesquisa ao qual fiz parte, sejam do Lafibe
ou do Biomedicina Translacional, principalmente a Pauline (rainha dos célculos que me acudiu
em todos os momentos de desespero); Renata (rainha da histologia que sempre tirou minha
duvidas e me ensinou a mexer em power point e excel — ic bem remota); Giulia (rainha da
verdades na cara, que gosta de uma fofoca mas sempre soube ser amiga); Bruna (rainha da
citocinas e parceria de beer); Babara (rainha do blot, parceira de happy hour e amiga da vida,
das incansaveis reclamacdes, superacgdes, sorvetes, e cervejas); Natalia (nerdzinha e parceira de
bar); Kely (irmézinha de hipotiroidismo e outras “doengas”); Adriane (de outros labs que me
tirou mil davidas, ou mil vezes a mesma divida sobre DNA); Thais (rainha da bioguimica mais
falante e inteligente impossivel); Sherolin (um poco de meiguice e sensatez); Hemelin (parceira
confidente do mestrado); Vitor (colega do mestrado, grupo e parceiro de bar); Elias (o
doutorando, garoto das boas energias); Isis (parceira de mestrado e grupo, dedicada, sempre me
incentivou com mensagens de carinho); Sabrina (colega de mestrado e grupo); aos demais
colegas que entraram comigo no mestrado e fizeram parte da melhor turma de inicio que em
um simples gesto tornaram meus momentos dificeis menos complicados (Carol, Mateus,
Mirian, Bethina, Nathalia, Karol); aos meninos do biotério Deivid (marrentinho da vida
noturna) e Heron (tigre fanatico que diz que eu serei mais bonita quando mais velha, e eu vou
me iludir e esperar ansiosa por isso) e a todos que contribuiram de alguma forma ao longo desse
periodo, seja colocando a mao na massa comigo ou trocando palavras de conforto, desabafos,
choros, vitorias, risos e abracos.

Gostaria de agradecer também aqueles colegas de lab da iniciacdo cientifica, antes
do mestrado, mas que de alguma forma foram especiais na minha vida nessa area: Mateus, Lara,
Carol, Fernanda e Stella, e a aqueles de verdade da vida, que distancia nenhuma tira da gente e
que compreenderam minha auséncia: Janaina (bf), Bruna Estevam, Soninha, Jeanine, Priscila,
Aline, Bruna Coelho, Carol, Drielly, Maria, Denise, Bruna Tanque, Fran e Gi.

Agradeco também a Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior (CAPES), através do Programa de Taxas PROEX pelo apoio financeiro deste trabalho.

Por fim, minha maior gratidao é olhar para tras e ver o quanto aprendi, com vVOCés

todos, e comigo mesma, sozinha, nessa caminhada de superagéo!



“Apenas tome cuidado com o que chamo de obesidade mental.
Situacdo em que vocé absorve muito contetido, mas néo coloca nada em prética”.

(Caio Carneiro — Seja Fodal).



RESUMO

A obesidade € uma inflamacdo cronica de baixo grau devido a hipertrofia do tecido adiposo
branco (TAB), aumento de citocinas pré-inflamatérias e desequilibrio redox. E uma doenca
metabolica comdrbida, que afeta 6rgdos e tecidos sendo um problema de saude publica.
Modelos experimentais alimentados com dietas hiperlipidicas desenvolvem obesidade e
resisténcia a insulina (RI). Em contra partida, o exercicio fisico tem sido apontado como
intervencdo terapéutica eficaz no controle de doencas metabdlicas, com possiveis
alteracGes nos indicadores de RI, estresse oxidativo e inflamacdo. Em programas de
reducdo de peso normalmente se associa exercicio a reducdo caldrica da dieta, no entanto,
existem poucos dados referentes a reducdo caldrica (RC) associada ao treinamento
resistido (TR). O objetivo do presente estudo € verificar os efeitos da RC e sua associacdo
ao TR em camundongos sob parametros de RI, morfologia do TAB, estresse oxidativo e
inflamacdo. Swiss foram randomizados inicialmente em 2 grupos: Dieta Padrdo (DP);
Obesidade Induzida por Dieta (DIO —do inglés diet-induced obesity) e alimentados durante
17sem com dieta padrdo ou hiperlipidica. Apds esse periodo foi realizado o teste de
tolerancia a insulina (ITT — do inglés insulin tolerance test) e os animais foram divididos
em 5 grupos: DP; DP+TR; DIO; RC; RC+TR. Durante 9sem os animais foram submetidos
aos protocolos de intervencdo (diminuicdo de gordura e calorias da dieta hiperlipidica
associada ou ndo ao TR) e realizaram 1sem de adaptacdo e 8sem de TR, intervalo de
48hs/sessdes. O treinamento foi realizado em escada com volume/intensidade progressiva
usando um peso acoplado a cauda do animal de 20% — 75%/Kg, 5 — 10 repeticdes, 3 — 5
séries com 2min de intervalo. Foi realizado controle de peso corporal total. ITT foi
novamente realizado pos-intervencdo. Apds 48hs do ITT os animais foram eutanasiados e
0 TAB e o coracdo foram removidos e armazenados em -80°C para posteriores analises. O
Teste t-Student foi usado para comparacdes entre variaveis nao pareadas para confirmar o
quadro de RI. Os demais dados foram calculados e expressos em média + erro padrdo e
analisados por OneWay — ANOVA, post-hoc Newman Keuls p<0,05. Os resultados
demonstram que o protocolo de obesidade induzida por dieta foi eficaz ao induzir aumento
do peso corporal e Rl com valores da curva de glicose elevados, maior AUC (area sob a
curva), aumento da glicemia de jejum, menor KITT (constante de decaimento de glicose),
aumento da atividade da SOD, oxidacdo do DCFH e conteudo de IL-6 no grupo DIO vs
DP e diminuigdo da atividade da CAT. N&o houveram diferengas estatisticas no contetido
de TNF-o em nenhum grupo. RC melhorou RI, diminuiu SOD, DCFH e peso corporal vs
DIO. DP+TR vs DP diminuiu glicemia de jejum e aumentou kITT. RC+TR melhorou RI,
diminuiu SOD vs RC e levou CAT, DCFH e IL-6 a valores basais. Alterou também peso
corporal, indice de adiposidade e didametro do adip6cito. Tomados em conjunto, 0s
resultados demonstram que RC associada ao TR revertem parcialmente as alteracdes
metabdlicas desencadeadas pela obesidade induzida por dieta, mas TR merece destaque com
papel fundamental na modulacao dessas complicagdes.

Palavras chave: Obesidade; Inflamacdo; Estresse Oxidativo; Reducdo Calorica; Treinamento
Resistido.



ABSTRACT

Obesity is a chronic low grade inflammation due to white adipose tissue (WAT) hypertrophy,
increased proinflammatory cytokines and redox imbalance. It is a comorbid metabolic disease
that affects organs and tissues and is a public health problem. Experimental models fed on high-
fat diets develop obesity and insulin resistance (IR). In contrast, physical exercise has been
identified as an effective therapeutic intervention in the control of metabolic diseases, with
possible changes in the indicators of IR, oxidative stress and inflammation. In weight reduction
programs, exercise is usually associated with caloric reduction in the diet, however, there is
little data on caloric reduction (CR) associated with resistance training (RT). The aim of this
study is to verify the effects of CR and its association with RT in mice under IR parameters,
BW morphology, oxidative stress and inflammation. Swiss were initially randomized into 2
groups: Standard Diet (SD); Diet-induced obesity (DIO) and fed during 17-wk without a
standard or hyperlipid diet. After this period, the insulin tolerance test (ITT) was performed and
the animals were divided into 5 groups: SD; SD + RT; DIO; CR; CR + RT. During 9-wk the
animals were submitted to the intervention protocols (fat and calories reduction of the
hyperlipidic diet associated or not with RT) and performed 1-wk without adaptation and 8-wk
without RT, 48 hours / sessions. Training was performed on a progressive volume / intensity
ladder using a tail-attached weight of 20% - 75% / kg, 5 - 10 repetitions, 3 - 5 sets with 2min
intervals. Total body weight control was performed. ITT was again performed post intervention.
After 48h of ITT the animals were euthanized and the WAT and heart were removed and stored
at -80°C for further analysis. t-Student test was used for comparisons between unpaired
variables to confirm the IR picture. Other data were calculated and expressed as mean *
standard error and analyzed by OneWay - ANOVA, post-hoc Newman Keuls p <0.05. The
results demonstrate that the diet-induced obesity protocol was effective in inducing body weight
gain and IR with elevated glucose curve values, higher AUC (area under the curve), increased
fasting glucose, lower KITT (glucose decay constant), increased SOD activity, DCFH oxidation
and IL-6 content in the DIO vs SD group and decreased CAT activity. There was no difference
statistic in TNF-a content in any group. CR improved IR, decreased SOD, DCFH and body
weight vs DIO. SD + RT vs SD decreased fasting glucose and increased KITT. CR + RT
improved IR, decreased SOD vs CR and brought CAT, DCFH and IL-6 to baseline. It also
altered body weight, adiposity index and adipocyte diameter. Taken together, the results show
that CR associated with RT partially reverses the metabolic changes triggered by diet-induced
obesity, but RT deserves prominence with a key role in modulating these complications.

Key Words: Obesity; Inflammation; Oxidative Stress, Caloric Diet Reduction; Resistance

Trainning
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1 INTRODUCAO

A obesidade ¢é considerada uma doenca metabolica cronica que atinge pessoas de
diferentes classes sociais, género e idade e que vem aumentando a morbidade e diminuindo a
longevidade. Em decorréncia da obesidade, o aumento no contetdo de gordura visceral e
ativagdo cronica do sistema imune estdo relacionadas & doencas associadas a “sindrome
metabodlica” (conjunto de condicgdes relacionadas ao estilo de vida que aumentam o risco de
desenvolver outras doencas) (Fernandez-Sanchez et al., 2011; Dror et al., 2017; Yamashita et
al., 2018), como resisténcia a insulina (RI), diabetes mellitus tipo 2, dislipidemias e doengas
cardiovasculares (Farias et al., 2013; Wedell-Neergaard et al., 2018).

Dados da WHO (2018) apontam que desde 1975 a obesidade quase triplicou em
todo 0 mundo, sendo que em 2016 mais de 1.900 milhdes de adultos (39% de homens e 40%
de mulheres), com 18 anos ou mais estavam acima do peso e dentre esse nimero mais de 650
milhdes eram obesos (11% de homens e 15% de mulheres). Além disso, 41 milhdes de criangas
com menos de cinco anos de idade estavam acima do peso ou obesas. Somando criancgas e
adolescentes (5 a 19 anos de idade) havia em 2016 mais de 340 milhdes com sobrepeso ou
obesidade.

No Brasil a obesidade também vem crescendo, onde 55,7% da populacdo se
encontra acima do peso, é o que aponta a Pesquisa de Vigilancia de Fatores de Risco e Protecao
para Doencas crénicas por Inquérito Telefénico (Vigitel) realizada em 2018 pelo Ministério da
Salde (2019). Na regido Sul (PR, SC, RS), 56,08% dos adultos estdo com excesso de peso;
pessoas com idade entre 10 e 19 anos 24,6% e criangas entre 5 e 9 anos 35,9% (ABESO, 2018).
A obesidade é considerada a epidemia do século XXI (Gonzalez-Muniesa et al., 2017), tendo
uma projecdo de que em 2025 cerca de 2,3 bilhdes de adultos estejam com sobrepeso e mais de
700 milhdes obesos. Além disso, 0 nimero de crian¢as com sobrepeso e obesidade no mundo
pode chegar a 75 milhGes (ABESO, 2018; WHO, 2018).

A obesidade pode ser diagnosticada em adultos por um simples indicador da relagéao
entre peso e altura, chamado de indice de Massa Corporal (IMC). Contudo, é importante
destacar que o IMC nao distingue “massa gorda de massa magra”, podendo nao ser tao preciso
em individuos idosos, decorrente da perda de massa magra e diminui¢do do peso corporal, e
também superestimado em individuos que treinam, principalmente praticantes de musculagéo
e exercicios de forca (Manna e Jain, 2015; ABESO, 2018). Embora o IMC seja 0 método mais
utilizado existem também outras formas de avalia¢cGes baseadas em antropometria, analise de

impedancia e densitometria (Gonzalez-Muniesa et al., 2017).
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A obesidade atinge paises desenvolvidos e subdesenvolvidos, em que a ingestao de
alimentos com baixo poder nutritivo e com grande densidade caldrica, alta palatabilidade e
pouca saciedade, favorece o ganho de peso corporal. Nesse cenario, a obesidade tem se tornado
um problema emergente de sadde publica em escala global, somado as mudancas ambientais e
sociais causadas pelo desenvolvimento e a crescente urbanizacdo/globalizacéo (Pereira-Lancha
etal., 2012; ABESO, 2018). As comodidades da vida moderna que envolvem novas formas de
trabalho, meios de transporte passivos, alimentos praticos, industrializados e ultra processados,
a pronta entrega e baixo custo tem levado os individuos a aderirem habitos diarios inadequados.
Essas mudangas no estilo de vida levam consequentemente ao aumento na ingestdo de
alimentos altamente caloricos, ricos em gordura e aglcares associados ainda a diminuicao da
atividade fisica (WHO, 2018).

Apesar de fortes evidéncias cientificas demonstrando os beneficios do exercicio
regular para a prevencgéo e tratamento de vérias doencas crénicas, incluindo a obesidade, a
inatividade fisica é também altamente prevalente em todo o mundo (Pedersen, 2018). De
acordo com a Organizacdo das Nac¢des Unidas (ONU) mais de 1,4 bilhdo de adultos em todo o
mundo ndo praticam atividades fisicas suficientes, é o que revela a primeira pesquisa feita para
estimar tendéncias globais sobre o habito de se exercitar realizado pela WHO em um
levantamento de dados de 2001 a 2016. Além disso, a pesquisa aponta que no Brasil, a
inatividade fisica afeta 47% da populagdo (ONU, 2019). A queda na atividade fisica é em parte
devido a inatividade durante o tempo de lazer e ao comportamento sedentario no trabalho e em
casa, assim como 0 aumento no uso de meios de transporte passivos também contribui para a
falta de atividade fisica (Fiuza-Luces, et al., 2018).

Apesar de parecer contraditorio ao aumento de peso da populagdo, o brasileiro tem
buscado um estilo de vida mais saudavel. O consumo regular de frutas e hortalicas cresceu
15,5% entre 2008 e 2018 e a pratica de atividade fisica aumentou 25,7% de 2009 a 2018 (ONU,
2019). No entanto, ainda existe uma grande prevaléncia de habitos inadequados e nesse
ambiente em que 0 consumo € excessivo e/ou uma dieta de ma qualidade, associada a baixos
niveis de atividade fisica, 0 organismo € exposto a um desequilibrio redox e uma inflamacéo
cronica (Farhangi et al., 2017) que compromete Vvarios orgdos e tecidos, inclusive a funcao
cardiaca, tornando o coracdo susceptivel a lesdes e disfuncdes (Heydemann, 2016; Done et al.,
2017).

Em virtude disso, estudos buscam diferentes formas e terapias farmacologicas ou
ndo, na tentativa de minimizar os efeitos deletérios que a obesidade pode promover no

organismo. Diferentes tipos de dieta (Wasinski et al., 2013; Davis et al., 2017; Gonzélez-
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Muniesa et al., 2017) e a préatica do exercicio fisico tem sido importantes aliados em diminuir
os riscos relacionados a obesidade, pois tais mudancas de comportamento contribuem para
reestabelecer o equilibrio dos sistemas organicos (Krishnan e Cooper, 2013; Touati et al., 2015;
Pedersen, 2018). No entanto, apesar da literatura apontar que a pratica do exercicio € importante
para prevenir ou complementar o tratamento da obesidade (Di Meo et al., 2017), deve-se levar
em consideracéo as caracteristicas do exercicio, como: tipo, intensidade, duragdo e frequéncia.
Estudos recentes investigam o papel do treinamento resistido e demonstram que este parece ser
uma estratégia viavel para reduzir gordura corporal (Miller et al., 2018), melhorar a
sensibilidade a insulina (Shehab e Abd, 2011) e controlar distdrbios metabolicos associados ao
quadro de estresse oxidativo (Di Meo et al.,2017) e inflamacéo na obesidade (Mardare et al.,
2016), reduzindo consequentemente o risco de doencas cardiovasculares (Fiuza-Luces, et al.,
2018).

Apesar de existirem estudos com dietas hiperlipidicas e também reducéo calérica
da dieta associadas com exercicio (Faulks et al., 2006; Xie et al., 2007; Vieira et al., 2009;
Lijnen et al., 2012; Cui et al., 2013; Wasinski et al., 2013; Cho et al., 2016; Davis et al., 2017),
nenhum deles associa o0 exercicio resistido a troca de dieta baseado na reducdo do percentual
de gordura e calorias da dieta em animais, bem como a associacdo com parametros de estresse
oxidativo e inflamagdo. Com base no exposto, esse estudo tem como objetivo verificar os
efeitos da reducdo caldrica da dieta e sua associagdo ao treinamento resistido sobre parametros
clinicos de resisténcia a insulina, histologicos e bioquimicos em tecido adiposo e cardiaco de
camundongos com obesidade induzida por dieta. Com esses resultados o presente estudo
pretende elucidar melhor os mecanismos do exercicio, principalmente o treinamento de
resistido associado a troca de dieta, marcada por um perfil clinico, porém, em animais,
como uma intervencdo terapéutica hipoteticamente eficaz em modular complicacdes
associadas a obesidade, bem como o controle de peso e alteracdes no tecido adiposo,

melhora da sensibilidade a insulina, e efeito cardioprotetor.

1.1 OBESIDADE E INFLAMACAO

A obesidade e considerada uma inflamagdo crbnica de baixo grau, associada a
contetdos aumentados de citocinas pro-inflamatdrias em detrimento da diminuicdo das anti-
inflamatorias, bem como a produgdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (ERO),
ocasionando um desequilibrio redox (Sakurai et al., 2009; Kesherwani et al., 2015; Murphy et
al., 2015). A WHO (2018) define ainda que sobrepeso e obesidade s&o causados por um


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Krishnan%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24363161
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cooper%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24363161
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acumulo excessivo de gordura, e Hariri e Thibault (2010); Krishnan e Cooper, (2013) e Di Meo
et al. (2017), que a principal causa é o desequilibrio energético entre as calorias ingeridas e
gastas.

A obesidade afeta importantes tecidos metabolicos, como: tecido adiposo, figado,
musculo esquelético, pancreas, hipotalamo, coragdo, entre outros (Yamashita et al., 2018). Esse
quadro inflamatorio decorrente da obesidade esta associado principalmente com alteragcdes no
tecido adiposo branco (TAB), que é um 6rgédo enddcrino (Tseng et al., 2010; Rui, 2017). O
TAB ¢é capaz de armazenar triglicerideo (Galic et.al, 2010; Kang et al., 2016; Di Meo et al.,
2017), responder a sinais hormonais para induzir a lipolise e liberar &cidos graxos livres (AGL)
na circulacdo para oxidacdo ou armazenamento por outros tipos de células e também produzir
horménios especificos, conhecidos como adipocinas, incluindo: leptina, adiponectina, fator de
necrose tumoral alpha (TNF-a), interleucina 1 (IL-1p); interleucina 6 (IL-6) e outras — essas
adipocinas regulam a homeostase metabdlica por agirem também em outros érgaos (Brestoff e
Artis, 2015; Kang et al., 2016).

O TNF-a e a IL-6 sdo adipocinas pro-inflamatérias envolvidas nas alteragdes
metabdlicas decorrentes da obesidade incluindo resisténcia a insulina. A insulina € um
hormdnio anabdlico produzido nas células B no pancreas, responsavel por promover a captacéo
de glicose nas células através de uma cascata de sinalizacdo que leva a translocacdo do
transportador de glicose transmembranar GLUT 4. Essa sinalizacdo comeca com a ligacao da
insulina em seu receptor especifico de membrana IR (do inglés insulin receptor) e consequente
autofosforilacdo em residuos de tirosina. A ativacdo do IR permite a fosforilacdo em tirosina
de varios substratos sendo conhecido como IRS1 e IRS2 (substrato de receptor de insulina 1 e
2). A fosforilacdo das proteinas IRS cria sitios de ligacdo que ativam outras proteinas como a
PI3K (fosfatidilinositol 3-quinase), que ativa também a Akt (proteina kinase B), necessaria para
translocacdo do GLUT 4. O comprometimento de qualquer dessas proteinas acaba promovendo
aumento da glicose na circulacdo, consequentemente resisténcia a insulina, aumentando a
hiperinsulinemia e comprometendo vias anabdlicas (Choi e Kim, 2010; Thomas et al., 2015; Di
Meo et al., 2017).

Além disso, IL-1p parece estimular a secregdo de outras citocinas e quimiocinas
pro-inflamatorias como IL-6 e MCP-1 (proteina quimioatratente de mondcitos 1). Essas
citocinas, bem como o TNF-a sdo capazes de inibir a sinalizacdo de insulina, a lipase
lipoproteica e aumentar a lipdlise por elevacdo do AMPc (monofosfato ciclico de adenosina),
que leva a ativacdo da proteina kinase A (PKA) em adipdcitos primarios e diferenciados. A

PKA ativa a lipase horménio sensivel (HSL) que fosforila a perilipina A, associada a goticulas


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hariri%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20977819
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Thibault%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20977819
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Krishnan%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24363161
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cooper%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24363161
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brestoff%20JR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25815992
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Artis%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25815992
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lipidicas. Esse processo libera a proteina CGI1-58 que se liga e ativa a ATGL (lipase triglicéride
adiposa). A ATGL faz a primeira hidrolise dos triacilglicerol (TAG), liberando um &cido graxo
e um diacilglicerol (DAG), em seguida, a HSL que foi ativada pela PKA sera a responsavel por
fazer a segunda hidrolise, liberando mais um &cido graxo e um monoacilglicerol. Por fim, a
enzima MGL (lipase monoacilglicerol) serd a responsavel pela terceira e ultima hidrolise,
liberando um &acido graxo e um glicerol. Os &cidos graxos serdo transportados no sangue pela
albumina até chegarem aos tecidos e o glicerol € conduzido ao figado onde pode servir de
substrato para a gliconeogénese. Porém, quando ha um excesso de AGL na corrente sanguinea
pelo aumento da lip6lise mas ndo da pB-oxidacdo, eles podem se acumular em 6rgéos e tecidos
gerando gordura ectopica (Gaidhu et al.,2010; Glass e Olefsky, 2012; Alomar et al., 2015;
Pedersen, 2018). Essa gordura ectopica causa alteracBes no metabolismo, como disfuncéo
celular pela lipotoxicidade e a morte programada de células (apoptose). A secrec¢do de citocinas
pro-inflamatorias podem também promover a biossintese de ceramidas resultando também em
lipoxicidade (Kirwan et al., 2017), o que inibe a ativagdo da Akt, uma vez que elas podem
estimular a sintese da proteina fosfatase 2A (PP2A) para Akt desfosforilada, inibindo assim a
sinalizacdo da insulina (Glass e Olefsky, 2012; Palomer et al., 2018).

Estudos mostram ainda que as concentracdes plasmaticas de I1L-6 e TNF-« estdo
relacionadas com resisténcia a insulina e aumentam o risco de infarto do miocardio em modelos
animais e humanos (Reilly, 2007; Mathur e Pedersen e Febbraio, 2008), uma vez que a
obesidade compromete a funcdo endotelial pela diminuicdo da disponibilidade de NO e
expressdo de eNOS (Oxido Nitrico Sintase Endotelial, do inglés Endothelial Nitric Oxide
Synthase) (Lovren et al., 2015). Além disso, TNF-a, IL-1pB e IL-6 sdo citocinas estimuladoras
para a producdo ERO e espécies reativas de nitrogénio (ERN) por macréfagos e mondcitos
(Fernandez-Sanchez et al., 2011) (Figura 2).

A ingestdo de nutrientes em excesso e/ou acidos graxos saturados causa um quadro
de inflamac&o pelo aumento de AGL na corrente sanguinea, resisténcia a leptina e aumento da
infiltracdo de macro6fagos do tipo M1 no tecido inflamado (Pereira-Lancha, 2010) (Figura 1).
Macrofagos sdo fagdcitos residentes dos tecidos e desenvolvem um papel importante na
imunidade inata pois regulam a homeostase celular, limpam os debris celulares, regulam
angiogénese e remodelam a matrix extracelular em vérios tecidos (Exley et al., 2014; Murphy
et al., 2015). Em geral, a ativacdo de macrdfagos € definida por dois estados de polarizagédo
diferentes: 1) Os macrofagos M2, residentes de tecidos, considerados anti-inflamatérios,
preferem a oxidacdo de &cidos graxos mostrando taxas mais altas de massa mitocondrial e

respiracdo mitocondrial, por isso a inibicdo da fosforilacdo oxidativa reduz o fenétipo M2; 2)


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Glass%20CK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22560216
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Olefsky%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22560216
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Glass%20CK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22560216
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Olefsky%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22560216
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Os M1, que sdo os macrdfagos classicamente ativados, pro-inflamatorios pois recrutam
citocinas pro-inflamatdrias e outras células imunes para resolucéo da inflamag&o. Esse fenétipo
é mais glicolitico, apresentando alta taxa de captacao de glicose e producéo de lactato quando
ativado, no entanto, sob estimulacdo prolongada também aumentam a expressao génica
mitocondrial e uma vez a respiracdo mitocondrial aumentada, aumentam também producéo de
ERO (Murray e Wynn, 2011; Tateya et al., 2013; Goh et al., 2016; Di Meo et al., 2017,
Batatinha et al., 2019). O acimulo de macrdfagos e outros tipos de células imunes no TAB se
correlaciona com um estado inflamatdrio crénico que acaba por prejudicar a funcdo dos
adipdcitos (Amano et al., 2014).

A infiltracdo de macréfagos no tecido adiposo visceral esta relacionada com a
diminuicdo da concentracdo de HDL e a formacéo de particulas densas de LDL (Jung e Choi,
2014) e podem ser importantes mediadores dos efeitos de acidos graxos saturados no
remodelamento cardiaco (Ali et al., 2019). Inflamacdo e resisténcia a insulina estdo
relacionadas com doencas cardiovasculares ateroscleroticas provocando inflamacgdo vascular
(Reilly, 2007). Entretanto, estudos demonstram que os fatores de risco associados a obesidade
ndo dependem somente do excesso de peso corporal em si, mas da distribuicdo desse excesso
de gordura, uma vez que a gordura abdominal é um fator de risco significativo para doengas
associadas a obesidade, pois a gordura visceral estimula estados pré-oxidantes e pro-
inflamatorios (Manna e Jain, 2015) (Figura 1). A gordura visceral, esta diretamente relacionada
a quantidade de gordura epicardica, ao aumento da resisténcia a insulina, aos niveis de

triglicerideos e a pressdo arterial (Golbidi e Laher, 2012).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jung%20UJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24733068
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Choi%20MS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24733068
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Choi%20MS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24733068
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Obesidade subcutinea Obesidade visceral

Gordura subcutinea
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Figura 1. Inflamacdo do tecido adiposo. O acumulo de gordura visceral leva a hipertrofia e hiperplasia do TAB
e consequente infiltragdo de macréfagos M1 sinalizando para secre¢do de adipocinas pré-inflamatdrias que levam
ao desenvolvimento da inflamag&o cronica de baixo grau (Adaptado de Gonzélez-Muniesa et al., 2017).

O excesso de nutrientes ingeridos e a inatividade fisica faz com que o adipécito
sofra remodelacdo e proliferacdo e aumente em tamanho e nimero, resultando em uma condicéo
de hipdxia tecidual e ativacdo do HIF-1 (fator induzivel por hipdxia). Consequentemente, esse
processo leva a um aumento da permeabilidade endotelial, fazendo com que os macréfagos do
tipo M1 sejam recrutados por quimiotaxia pela MPC1 e migrem para os tecidos inflamados.
Durante o processo inflamatorio os macrofagos também sinalizam para secrecdo das citocinas
pré-inflamatorias (TNF-a, IL-1p e IL-6) (Figura 1). Esse processo inflamatdrio é importante
para limpeza de debris celulares, regeneracéo e resolugédo da inflamacéo, portanto a inflamacéo
é indispensavel para homeostase celular contra danos e patdgenos, porém, quando ela se torna
ndo resolvida, ha uma maior liberagdo dessas citocinas pro-inflamatérias em detrimento da
diminuicdo das anti-inflamatérias, como a IL-10 e a adiponectina, causando um quadro de

inflamacéo persistente/crénica (Galic et al., 2010; Cildir et al., 2013; Kirwan et al., 2017).
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1.2 ESTRESSE OXIDATIVO NA OBESIDADE

Na obesidade, a formacao excessiva ERO e ERN induzem mudancas na expressao
génica de adipdcitos e alteragdes no metabolismo lipidico (Farias et al., 2013). O aumento da
producdo de ERO tem sido associado & maior ativacdo de células do sistema imune, que
aumentam a presenca local de mediadores pré-inflamatérios (Pinho et al., 2017). A sobrecarga
lipidica acelera o fluxo metabolico e a producdo de ERO mitocondrial criando um estado mais
oxidado no mausculo esquelético de roedores e humanos. Portanto, ERO aumentam a
permeabilidade do endotélio e promovem adesdo de leucdcitos no tecido adiposo (Ferndndez-
Sanchez et al., 2011; Manna e Jain, 2015), levando a maior producéo de radicais livres (RL) e
ERO e ao quadro de estresse oxidativo (Hahn et al., 2014).

O estresse oxidativo é gerado por um desequilibrio no sistema redox celular, onde
a producdo de agentes oxidantes, (RL e ERO) permanecem em excesso enquanto had uma
diminuicdo dos agentes antioxidantes e isso pode causar danos celulares & macromoléculas e
alterar vias de transducdo de sinal (Hurrle e Hsu, 2017). RL sdo atomos ou moléculas instaveis
gue possuem um elétron ndo pareados na sua Ultima Orbita que na tentativa de recuperar sua
estabilidade tendem a extrair elétrons de outras moléculas originando espécies ERO. Essas
moléculas sdo produzidas em todos os sistemas bioldgicos por diferentes vias, possuem meia
vida curta, mas sdo altamente reativas (Halliwell, 2011; Birben, et al., 2012). RL e ERO séo
produzidas pelo organismo em reposta ao metabolismo celular normal do oxigénio, que em
condi¢cdes moderadas e fisiologicas sdo essenciais para 0 organismo e para manutencdo da
homeostase celular pois regulam a funcdo mitocondrial e a sinalizagdo celular gerando
equilibrio entre fatores de transcricdo e o sistema antioxidante, mas em condi¢cdes excessivas
podem danificar estruturas celulares (danos oxidativos) como DNA, (fragmentacdo do DNA -
dano a estabilidade e integridade do DNA); lipidios (peroxidacao lipidica — LPO); e proteinas
(carbonilacédo proteica e quebra de grupos sulfidrila) e assim alterar suas fungdes, contribuindo
para o quadro de estresse oxidativo e condi¢des patoldgicas (Birben et al., 2012; Farias et al.,
2013; Mangge et al., 2014; Hurrle e Hsu, 2017; Usman e Volpi, 2018).

Em sistemas bioldgicos sdo produzidos uma variedade de agentes oxidantes como
anion superéxido (O2™) e o perdxido de hidrogénio (H20-). Outros radicais também podem ser
gerados, incluindo o radical hidroxila (OH") formado na presenca de metais de transicdo como
cobre e ferro, além do acido hipocloroso (HCIO), um importante bactericida gerado por meio
da mieloperoxidase (MPO) e o peroxinitrito (ONOQO™) advindo da ligacdo entre 0 O2™ e 0 6xido

nitrico (NO). Para combater esses agentes oxidantes, o organismo conta com enzimas
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antioxidantes que podem ser ndo enzimaticas como as vitaminas (C e E) e a glutationa reduzida
(GSH); e enziméticas, como a enzima superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a
glutationa peroxidase (GPX). A modulacéo da sinalizacéo antioxidante enddgena esta associada
ao Nrf-2 (fator de transcricdo nuclear derivado de eritoide 2) induzida pelo elemento de resposta
antioxidante (ARE) (Oh et al., 2017). Em condicGes normais Nrf-2 é inibido por Keap 1
(proteina citosolica acoplada ao NRf-2), no entanto, durante condi¢des de estresse oxidativo, a
Keap 1 desacopla do Nrf-2 e ele é ativado e se transloca para o nucleo, onde se liga ao ARE e
secreta enzimas antioxidantes (Abreu et al., 2017; Done et al., 2017; Di Meo et al., 2017; Souza
et al., 2017; Mohan e Gupta, 2018).

ERO podem ser geradas sob diferentes circunstancias: i) via xantina oxidase (XO)
— enzima que catalisa a oxidacdo de hipoxantina para xantina e a oxidacdo subsequente da
Xantina para acido Urico e estdo ativas em processos que envolvem isquemia e reperfusao; ii)
ativacdo da NADPH oxidase (NOX) — explosdo respiratoria, processo conhecido como
“respiratory burst” dado ao elevado consumo de oxigénio durante a resposta inflamatoria
devido a réapida liberacdo de ERO causada pela infiltracdo aumentada de células imunes no
local da lesdo (Figura 2); iii) e pela fosforilagdo oxidativa, que ocorre na mitocondria para
producdo de ATP (energia), onde a producdo de ERO se da devido ao elevado fluxo de elétrons
na cadeia de transporte mitocondrial pelo aumento das demandas energéticas, sendo esses dois
ultimos processos mais relacionados com o quadro de obesidade. (Hahn et al., 2014; Espinosa
etal., 2016).

Embora as mitocondrias sejam organelas essenciais por realizarem multiplas
funcdes e estarem presentes em todos os tipos de células, com excecdo de alguns mamiferos,
elas sdo também o principal local de formagdo de ERO, propensa a danos. E na mitocondria
que funciona o ciclo do acido tricarboxilico (ciclo de Krebs) e a fosforilacdo oxidativa
sintetizando grandes quantidades de ATP usando o gradiente eletroquimico gerado pela cadeia
de transporte de elétrons (CTE) (Shadel e Horvath, 2015). Os complexos |, Il e 111 sdo locais de
geracgdo de ERO pela transicdo de um elétron da NADH (Nicotinamida Adenina Dinucleotideo,
inglés Nicotinamide Adenine Dinucleotide) e da FADH: (Flavina Adenina Dinucleotideo, do
inglés Flavin Adenine Dinucleotide) para ubiquinona formando RL. As ERO também séo
formadas na transferéncia de elétrons de um doador redox para o oxigénio molecular (O2) no
complexo IV para formacéo de agua. A reducdo do oxigénio a agua necessita de quatro eletrons
por vez, formando assim duas moléculas de agua, porém a molécula de Oz pode ser reduzida
por um elétron por vez, (quando um elétron reage “prematuramente” — devido ao aumento do

fluxo de elétrons em resposta a altas taxas metabolicas aumentando o consumo de O fazendo
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com que haja escape de elétrons) e forma o O, um RL que pode ser convertido em uma ERO,
0 H20>, pela atividade de uma enzima antioxidante mitocondrial, a SOD. O H,O> pode ser
diretamente catalizado em agua (H20) e O pela atividade de duas enzimas antioxidantes a CAT
e a GPX (Shadel e Horvath, 2015; Brand, 2016; Di Meo et al., 2017).

Na obesidade, o excesso de lipideos leva ao aumento da inflamac&o com secrecao
de citocinas pr6 inflamatdrias, infiltracdo exacerbada de macréfagos no tecido inflamado e
ativacdo de NADPH oxidase, que por consequente ativacdo aumenta a producdo do radical
anion superdxido e outras espécies reativas de oxigénio, que em excesso causam danos a
macromoléculas em tecidos biologicos. Além disso, esse processo pode desencadear outras
cascatas inflamat6rias como a ativacdo do fator de transcricdo nuclear kappa B (NFKkB) que
transcreve mais citocinas pré inflamatorias perpetuando a inflamacdo e o quadro de estresse
oxidativo, comprometendo também a via de sinalizacédo da insulina (vincent e taylor, 2006).

Estudos demonstram que obesidade causa disfungdo mitocondrial aumentando o
nivel de fissdo devido aos AGL (Hurrle e Hsu, 2017). A diminuicdo na oxidacdo de &cidos
graxos mitocondriais causada por uma disfuncdo mitocondrial e diminuicdo da biogénese leva
ao acumulo de niveis aumentados de acil-CoA e DAG. Esse acumulo interfere na sinalizacdo
da insulina levando ao aumento na producéo de oxidantes mitocondriais (Di Meo et al., 2017).
Assim como a sinalizagéo citocinas, as ERO modificam a sinaliza¢do da insulina, uma vez que
0 excesso de H»O; altera vias de sinalizagdo e ativa proteinas quinases como IKK B (inibidor
de NFkB) e JNK (proteina quinase c-Jun N-terminal, pertencente a familia das quinases
ativadas por mitdgenos — MAPK que respondem a sinais de estresse como inflamacao e ERO),
que catalisam a fosforilagéo de residuos de serina no IRS-1 inibindo sua atividade por diminuir
a fosforilacdo de residuos de tirosina do IRS-1 (Gregor e Hotamisligil, 2011; Glass e Olefsky,
2012; Di Meo et al., 2017) (Figura 2).
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Figura 2. Obesidade e espécies reativas. Na obesidade, o excesso de acidos graxos acelera o fluxo metabodlico e
pode causar disfungdo mitocondrial e aumentar a producdo de agentes oxidantes em resposta a diminui¢do das
enzimas antioxidantes, bem como a producéo excessiva de citocinas pré-inflamatorias e a consequente ativacéo
de NADPH oxidase pode levar ao quadro de estresse oxidativo e ativacdo de quinases capazes de alterarem e
inibirem vias metabdlicas importantes, como a via de resisténcia a insulina (Adaptado de Tiganis, 2011).

Estresse oxidativo também tem sido clinicamente relacionado a progressao de
doencas cardiacas e alteracGes no tecido cardiaco (Pignatelli et al., 2018; Camera et al., 2019),
sendo um dos principais mecanismos causadores de disfuncdo endotelial (caracterizada pela
diminuicdo do potencial vasodilatador e aumento da atividade inflamatéria) (Doroszko et al.,
2018), envolvido ndo apenas na aterosclerose como também na insuficiéncia cardiaca (Tsutsuli
etal., 2011). O aumento de ERO e lipoproteina oxidada de baixa intensidade (LDL) aumentam
0 risco de doencas cardiovasculares (Malekmohammad et al., 2019). Evidéncias demonstram
ainda que a deficiéncia no sistema antioxidante torna o coracdo vulneravel a lesdo de isquemia-
reperfusdo em modelos animais (Barbosa et al., 2012). Estudam apontam que o exercicio fisico
regular retarda o acimulo de danos mediados por ERO por melhorar os mecanismos de protecéao
antioxidante no miocardio (Golbidi e Laher, 2012).
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1.3 DIETA E PROCESSO INFLAMATORIO

A obesidade é uma doenca multifatorial composta por fatores econémicos,
psicoldgicos e genéticos, mas o que mais contribui para taxa de prevaléncia € a dieta. Estudos
apontam que a restricdo das calorias da dieta € importante para perda de peso e melhora do
quadro inflamatério da obesidade, mas salientam ainda que a composi¢do da dieta tem se
mostrado um fator importante (Tateya et al., 2013).

Em modelo experimental, uma dieta regular, que contém menos de 20% de gordura,
0s niveis de ERO oscilam entre os estados de fome e saciedade e camundongos mantém uma
correlacdo positiva entre os niveis hipotalamicos de ERO e os niveis circulantes de leptina. No
entanto, quando os animais sdo colocados em dietas densas em calorias maiores que 40% de
gordura, o controle homeostatico do metabolismo energético é desregulado (Shadel e Horvath,
2015). Estudos mostram que dietas ricas em carboidratos e com baixo teor de lipideos ndo sdo
tdo eficientes quanto dietas ricas em gordura e mais pobres em carboidratos na inducédo da
obesidade (Hariri e Thibault, 2010). Animais alimentados por um longo periodo com dieta rica
em gordura desenvolvem maior indice de adiposidade associada a resisténcia a insulina e
inflamacéo sistémica cronica de baixo grau, enquanto o maior consumo de uma dieta rica em
carboidratos refinados contribui para a inflamacdo aguda e sustentada, bem como disfuncées
metabdlicas (Maioli et al., 2016). Maioli et al. (2016) também demonstraram que em ratos a
dieta cafeteria que contém quantidades elevadas de acUcar e gordura derivadas de “fast foods”
e refrigerantes resultam em ganho de peso rapido com consequente aumento da massa adiposa
e um estado pré-diabético caracterizado por intolerancia a glicose e a insulina. Outro estudo
comparou os efeitos da dieta rica em gordura associada & dieta rica em carboidratos refinados
demonstrando maior percentual de gordura, hiperglicemia, hipercolesterolemia e perfil
inflamatdrio do que a gordura ou carboidratos isolado (Maioli et al., 2016; Collins et al., 2018).

Estudos mostram também que ratos submetidos a dieta hiperlipidica (58% do total
de calorias — gordura saturada) por 7 semanas desenvolveram maior indice de adiposidade do
gue animais alimentados com dietas ricas em gorduras 6mega 3 e 6 (Pereira-Lancha et al.,
2012), isso porque acidos graxos polinsaturados possuem maiores taxas oxidativas assim como
0S monoinsaturados possuem maiores efeitos termogénicos quando comparadas aos acidos
graxos saturados, como o palmitato (Coelho et al., 2011). No entanto, Heydemann (2016)
afirma que embora a maioria dos estudos experimentais induzem a obesidade com dieta
hiperlipidica é importante analisar o tempo de duracéo da dieta, bem como a idade, genética do

animal e a composi¢éo dos acidos graxos.
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A dieta hiperlipidica mostra-se eficaz na inducédo da obesidade (So et al., 2011), ndo
s6 em humanos como também em modelos animais (Hariri e Thibault, 2010). Estudos
experimentais tém demonstrado que o consumo de uma dieta rica em lipideos durante 8
semanas produz um aumento significativo no teor de gordura em diferentes locais do corpo, 0
que permite explorar mecanismos associados a doenc¢as metabdlicas e cardiovasculares durante
o desenvolvimento da obesidade (Buettner et al., 2007; Furnes et al., 2009; Hariri e Thibault,
2010; Gamez-Mendez et al., 2015; Pinho et al., 2017).

A obesidade causa disfuncdo do metabolismo dos lipideos comprometendo a
sinalizagdo de insulina pelo aumento dos AGL e acaba ativando alguns receptores de
reconhecimento padrédo (PRRs) (Mcardle et al., 2013). O receptor de membrana Toll Like 4
(TLR4) € o PRRs melhor caracterizado. Esse receptor desencadeia uma cascata de sinalizacdo
inflamatdria por meio do desacoplamento do IKK B do NF-«xB ativando-o e fazendo com que
este por sua vez migre para o nlcleo e transcreva citocinas pré-inflamatérias (TNF-a, IL-6, I1L-
1B e IL-18); ativacdo do inflamassoma NLRP3 (receptor de reconhecimento padrdo do tipo
NOD com dominio em pirina); producdo de ERO; estresse oxidativo e disfuncdo mitocondrial.
O TLR4 é ativado também por lipossacarideos (LPS) e outros PAMPs (padrbées moleculares
associados a patdgenos como, bactérias, microbios) e DAMPs (padr6es moleculares associados
a danos, sinalizam perigo, situacdes de estresse e lesdo, e além dos acidos graxos saturados, séo
DAMPs também as ceramidas, cristais de acido Urico, entre outros), tendo um papel importante
no sistema imune (Glass e Olefsky, 2012; Ringseis et al., 2015; Goh t al., 2016; Palomer et al.,
2018; Yamashita et al., 2018) (Figura 3).

Na obesidade o palmitato é um dos acidos graxos livres mais presentes no plasma
(Lovren et al., 2015) e na gordura epicardica (Ali et al., 2019). O coracao utiliza cidos graxos
AGL como fonte de energia, onde em condi¢Ges normais ha um equilibrio entre a captacédo
lipidica cardiaca e a oxida¢do, porém o acumulo crénico de goticulas lipidicas no miocéardio
pode afetar a fungdo cardiaca e causar remodelamento do cardiomidcito (Heydemann, 2016;
Ali et al., 2019). Quando ha um excesso de acido palmitico intracelular que excede a oxidacao
mitocondrial, esses acidos graxos sdo convertidos em DAG e ceramidas. Esses metabdlitos
ativam a proteina kinase C (PKC), que fosforila o receptor de insulina (IRS-1) em residuos de
serina comprometendo a via de sinalizacdo da insulina e ativam o complexo inflamassoma

NLRP3, perpetuando ainda mais a inflamacéo (Palomer et al., 2018).
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Figura 3. Acidos graxos saturados e inflamagao. Os &cidos graxos saturados, principalmente o acido palmitico
leva ao desenvolvimento de inflamag&o e resisténcia a insulina de vérias formas. I) O excesso de acido palmitico
faz com que essa demanda ndo possa ser toda oxidada, aumentando DAG e ceramidas e consequente lipoxicidade,
e morte celular além de comprometer a via de sinaliza¢do da insulina por ativacdo da PKC que ativa também
NFkB. Além disso, ceramidas também causam ativacdo do inflamassoma NLRP3 que libera IL-1 e PP2A que
inibe a Akt. 1) AGL causa disfun¢do mitocondrial e aumento da producdo de ERO e ativagdo de vias inflamatérias
como NFk-B e JNK. IIT) Acido palmitico pode ativar o TLR4 levando ao aumento da via IKKB-NFkB (Adaptado
de Palomer et al., 2018).

Embora esse mecanismo de ativacdo do TLR4 por acidos graxos saturados seja bem
descrito na literatura, estudos recentes tém demonstrado que os acidos graxos saturados nao
ativam diretamente TLR4 (Murumalla et al., 2012), e que esse receptor regula a inflamacéo
induzida por dieta alterando o metabolismo dos macréfagos. Lancaster et al., (2018) afirmam
que &cidos graxos saturados ndo sao agonistas de TLR4, mas a sinalizacéo inflamatéria induzida
por &cidos graxos saturados € dependente do receptor. Assim, TLR4-dependent priming pode
ser necessario para acidos graxos saturados ativarem a resposta inflamatdria, ou seja, os acidos
graxos fornecem um segundo “sinal” que ativa a sinalizagdo inflamatoria apds um sinal inicial
do TLR4 dependente da ativacdo de macrdfagos, desempenhando um papel importante para o
imunometabolismo. A obesidade estimula o sinal de TLR4 dependente da ativacdo de
macrofagos via o papel inflamatorio sistémico da microbiota intestinal. Dietas ricas em gordura

saturada alteram a composi¢do da microbiota aumentando a absorcéo intestinal de produtos
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microbianos derivados do intestino que levam ao aumento da concentragdo de LPS circulantes
0 que pode desencadear inflamag&o no tecido adiposo e a consequente ativacdo de macrofagos
como resultado de uma reprogramacdo metabodlica, de maneira dependente da sinalizacdo
inflamatdria via TLR-4 (Lancaster et al., 2018). Ou seja, Certos “sinais” como o aumento de
LPS circulante (ligante endégeno de TLR4) induzido pela obesidade ativam macréfagos
residentes no TAB, estimulando que eles adotem o fenétipo classicamente ativado M1. Esta
reprogramacao do metabolismo dos macrofagos dependente de TLR4 torna os macrofagos
residentes no tecido adiposo sensiveis a estimulacdo subsequente com acidos graxos saturados,
e induzem uma sinalizacdo inflamatdria adicional, “second hit”, porém, os receptores que
medeiam a captacdo de acidos graxos em macréfagos ainda ndo estdo bem elucidados (Morris,
2018).

Ainda assim, estudos indicam que lipideos, principalmente grandes quantidades de
acidos graxos saturados, desempenham um papel importante no desenvolvimento da obesidade,
pois 0 excesso de tecido adiposo acaba induzindo a outras complicagdes inflamatérias como o
acumulo de lipideos ectdpicos. Estudos apontam também que mais importante que a quantidade
de &cidos graxos consumidos é a composic¢ao dos mesmos, uma vez que acidos graxos saturados
promovem inflamagéo crénica de baixo grau, resisténcia a insulina e doengas cardiovasculares
(Glass e Olefsky, 2012; Yamashita et al., 2018). Em contra partida, outros estudos apontam que
a quantidade de nutrientes é o que realmente importa, sendo o0 balanco energético a estratégia
para reduzir o peso corporal. O consumo energeético e o gasto devem se equivaler para ndo
haver ganho de peso, ou seja, € importante um equilibrio entre ingestdo e oxidacao de nutrientes
e 0 balango entre esses nutrientes (Krishnan e Cooper, 2013).

De qualquer forma, intervengdes no estilo de vida sdo recomendados para o
tratamento da obesidade com restricdo energética da dieta, no entanto, ainda assim a obesidade
continua a crescer em proporcdes epidémicas. Estudos recentes apontam que a perda de peso
que parece ser eficaz por conta das dietas pode em contra partida acabar sendo prejudicial, pois
dietas podem causar o “reganho” de peso, como uma fun¢ao auto reguladora, proposta por uma
"adaptacdo metabdlica™ ou "termogénese adaptativa" (AT), que refere-se a diminuigdo do gasto
energetico de repouso (diminuicdo da taxa metabdlica basal) apds restri¢do caldrica e perda de
peso, no entanto, os mecanismos ainda sdo inconclusivos (Tseng et al., 2010; Dayan, 2019).
Por outro lado, um estudo que comparou Varios tipos de dietas mostrou que a intervengéo eficaz
¢ a aderéncia da dieta. Em um ano de estudo, cada dieta popular reduziu o peso corporal e varios
fatores de risco cardiaco, no entanto, as taxas gerais de adesado a dieta foram baixas, contudo, o

aumento da adesdo tem sido associado com maior perda de peso e reducdes de fator de risco
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cardiaco para cada grupo de dieta (Dansinger et al., 2005). Além disso, estudos afirmam que a
perda de peso melhora quase todas as comorbidades associadas a obesidade e marcadores
metabolicos, independentemente da composi¢cdo dos macronutrientes da dieta, mas o0s
individuos variam em preferéncias e capacidade de aderir a diferentes dietas (Thom e, Lean,
2017; Howell e Kones, 2017).

Muitos estudos tem demonstrado o efeito de dietas ricas em gordura e dietas ricas
em carboidrato/acucar ou a combinacdo de ambos induzindo obesidade (Faulks et al., 2006;
Xie et al., 2007; Vieira et al., 2009; Hariri e Thibault, 2010; Lijnen et al., 2012; Pereira-Lancha
et al., 2012; Cui et al., 2013; Wasinski et al., 2013; Shadel e Horvath, 2015; Cho et al., 2016;
Maioli et al., 2016; Davis et al., 2017; Collins et al., 2018), porém, pouco se conhece sobre um
programa alimentar em animais com troca de dieta baseado na reducdo do percentual de gordura
e calorias de uma dieta hiperlipidica, altamente cal6rica, na fun¢do metabolica e cardiaca de

animais obesos frente a parametros oxidativos e inflamatérios.

1.4 PAPEL DO EXERCICIO FiSICO NA OBESIDADE

Um estilo de vida sedentario pode levar ao acumulo de gordura visceral e ativacao
de vias inflamatorias que aumentam o risco de desenvolver doengas cronicas relacionadas ao
estilo de vida e que compdem o quadro de sindrome metabdlica. Entretanto, o exercicio fisico
tem sido apontado como uma importante intervencdo terapéutica para prevencao e tratamento
de varias doencas, incluindo a obesidade. O exercicio diminui o peso corporal, regula lipases e
induz um perfil anti-inflamatério e antioxidante, gerando adaptacGes metabolicas e
mitocondriais, melhorando a fungdo de véarios 6rgdos (Farias et al., 2013; Oh et al., 2016;
Antunes et al., 2018).

E importante ressaltar que exercicio fisico é diferente de atividade fisica, uma vez
que, atividade fisica se enquadra em qualquer movimento corporal produzido pelos musculos
esqueléticos e que requerem gasto de energia, incluindo atividades realizadas durante o
trabalho, brincadeiras e realizagdo de tarefas domésticas, enquanto o exercicio fisico &€ uma
atividade planejada, estruturada e repetitiva que visa melhorar ou manter componentes da
aptidao fisica. O exercicio fisico como um programa estruturado, associado a uma dieta
saudavel, e recomendado para potencializar o tratamento e prevencdo da obesidade e outras
doencas cronicas incluindo diabetes mellitus tipo 2, dislipidemias, hipertenséo, disfungéo

endotelial, e doengas cardiovasculares (WHO, 2018).
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A obesidade esté associada a remodelacdo do musculo cardiaco (Ali et al., 2019) e
esquelético causando disfuncdo muscular; turnover anormal de proteina; reducdo na captacao
de glicose; alteracdo no metabolismo lipidico e disfuncdo mitocondrial. O musculo esquelético
€ 0 maior 6rgdo do corpo humano (Heo et al., 2018), e nas Ultimas décadas tem se descoberto
que ele é um drgdo enddcrino, secretor de citocinas chamadas de miocinas. Essas miocinas sao
responsaveis pelo crescimento muscular, também denominado de miogénese e regeneracéo,
além de se comunicar com outros 6rgéos como o tecido adiposo e figado (Pedersen et al., 2007).

Estudos apontam que o exercicio regular, crénico, tem sido associado com reducéo
de marcadores inflamatorios como IL-1B, IL-6 e TNF-a e que o exercicio fisico aerobio
associado com resisténcia aumenta citocinas anti-inflamatérias como a interleucina 10 e 4 (IL-
10 e IL-4) (Golbidi e Laher, 2012; Tateya et.al, 2013). Esta bem estabelecido os beneficios do
exercicio fisico regular, que na obesidade protege principalmente contra acimulo de gordura
abdominal e a inflamacéo sistémica crénica. O mecanismo pelo qual o exercicio exerce esse
papel anti-inflamatério importante parece se dar principalmente por meio da liberacdo da IL-6
durante a contracdo muscular (que exerce efeito paradoxo ao TAB) estimulando a producéo de
IL-10 (citocina anti-inflamatoria responsavel por inibir a sintese de TNF-a) e 0 antagonista do
receptor de IL-1 (IL-1ra) que inibe IL-1f (Oh et al., 2016; Pedersen, 2017 e 2018; Cabral-
Santos et al., 2018).

A resposta sisttmica de IL-6 depende de alguns fatores, como duragdo e
intensidade do exercicio, tipo de exercicio e a massa muscular envolvida, uma vez que
exercicios que envolvem grandes grupos musculares induzem maior aumento de IL-6 no
plasma bem como exercicios de maior duracdo (Pedersen, 2018). Além disso, o baixo nivel de
glicogénio muscular acentua ainda mais sintese de I1L-6 produzida pelo exercicio e tem sido
sugerido que a epinefrina pode estimular a transcricdo do gene da IL-6 via estimulacdo B-
adrenérgica da PKA (Pedersen e Febbraio, 2008; Pedersen, 2018).

A IL-6 também aumenta atividade da AMPK e consequentemente maior oxidacéo
de lipidios pelo aumento da p-oxidacdo e também leva a maior captacdo de glicose pelo
musculo e tecido adiposo pela ativacao de PI3K (Pedersen, 2017) (Figura 4). Além do exercicio
fisico aumentar a expressdo de AMPK aumenta também a expressdo de PGC-1a (coativador 1-
alfa do receptor ativado por proliferadores de peroxissoma) que leva consequentemente ao
aumento da biogénese mitocondrial, permitindo maior oxidacao lipidica pela mitocondria (Goh
etal., 2016).
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Figura 4. Efeito anti-inflamatério do exercicio. O musculo esquelético é um érgdo endécrino que expressa e
libera miocinas na circulacdo em resposta a contra¢des musculares. Ambos os tipos de fibra (I e II) expressam IL-
6 que exercem efeitos localmente (dentro da fibra muscular) e perifericamente em varios érgdos atuando de
maneira autocrina e paracrina sinalizando através da ligagdo entre gp130Rp/IL-6Ra para resultar na ativagao de
AMPK e/ou PI3K e consequentemente aumentar a captacdo de glicose e a oxidacao de gordura. IL-6 estimula a
producdo de IL-10 e do antagonista do receptor de IL-1. A sintese de TNF-a ¢ inibida pela estimulagdo de I1L-10
muscular e IL-1p € inibida pela ativagdo do IL-1ra (Adaptado de Pedersen e Febbraio, 2008).

O exercicio de forca parece regular também outras citocinas anti-inflamatérias,
como a IL-15 capaz de reduzir o tecido adiposo por aumentar a lipolise (Pedersen, 2017). O
exercicio fisico também melhora a captacdo de glicose e a sensibilidade a insulina associadas
em partes com 0 aumento da expressdo de adiponectina tanto em humanos quanto em animais
(Goh et al., 2016), e € capaz de inibir a ativacdo da via IKK/NFkB (Ringseis et al., 2015).
Além desses efeitos anti-inflamatorios, o exercicio fisico regular é responsavel pela hipertrofia
musculo esquelética e “normalizacdo™ da apoptose. A apoptose em condicGes fisiologicas
desempenha um papel importante na regulacdo do desenvolvimento, crescimento e
homeostase dos tecidos, mas patologicamente a apoptose excessiva tem um papel negativo na
manutencdo da fun¢do muscular (Heo et al., 2018).

A prética de exercicio regular protege contra doencas inflamatorias ndo sé por
exercer efeito anti-inflamatorio, mas também pelo seu efeito antioxidante (Zanchi et al., 2012;
Goh et al., 2016; Pedersen, 2018). ERO e ERN sdo produzidas durante o exercicio

fisiologicamente e podem mediar a resposta adaptativa ao exercicio no musculo esquelético
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(Merry e Ristow, 2016). Estudos apontam que o exercicio é capaz de ativar NRf-2. 1sso porque
o0 exercicio fisico agudo também induz estresse oxidativo, mas a pratica regular de exercicio
é capaz de aumentar a demanda de agentes antioxidantes melhorando o equilibrio redox pela
regulacdo positiva das defesas enddgenas em varios tecidos como: musculo esquelético,
coragéo, figado, cérebro e outros (Done et al., 2017). E importante ressaltar que o exercicio
cria também um estado oxidativo benéfico em relacdo ao aumento de eNOs em animais e
humanos e enzimas antioxidantes que consequentemente alteram as concentracdes
plasmaticas de NO. Estudos sugerem que o aumento da fosforilagdo da 6xido nitrico sintase
induzivel (iNOS) é benéfico para doencas coronérias uma vez que essa proteina, juntamente
com a AMPK, é responsavel pela fosforilagdo da eNOS durante o exercicio e representa um
importante mecanismo de adaptacdo ao exercicio cronico (Golbidi e Laher, 2012; Fallahi et
al., 2015; Antunes et al., 2016). Segundo Boardman et al. (2017), o exercicio fisico ndo é
apenas uma abordagem terapéutica potente e importante para diversas doengas cronicas, mas
também crucial para melhorar o desenvolvimento da disfuncéo cardiaca em modelos animais
diabéticos e obesos. Esse efeito protetor do exercicio regular pode ser mediado tanto pela
reducdo da massa adiposa visceral quanto pela inducdo de um ambiente anti-inflamatério a
cada sessdo de exercicio (Goh et a., 2016).

Durante muito tempo o exercicio aerébio vem sendo recomendado para perda de
peso, enquanto o exercicio de resisténcia para ganho de massa muscular e forca. As adaptacoes
fisioldgicas ao exercicio aerdbico e resistido sdo demonstradas nitidamente diferentes onde o
exercicio aerdbico melhora as adaptacdes cardiovasculares que aumentam o pico de consumo
de oxigénio sem alterar significativamente a forca, enquanto o exercicio resistido melhora as
adaptacdes neuromusculares que aumentam a forca sem alterar significativamente o pico de
consumo de oxigénio (Villareal et al., 2017). Ha poucos dados sobre o treinamento resistido
associado ao tratamento da obesidade, contudo, esse tipo de exercicio combinado com um
déficit caldrico parece ser uma estratégia interessante. Estudos mostram que os efeitos do
treinamento resistido podem ser viaveis para reduzir a gordura corporal preservando a massa
magra em obesos (Miller et al., 2018).

Embora Gonzalez-Muniesa et al. (2017) demonstrem que 0 exercicio aerdbico
versus de resisténcia ou atividade de alta intensidade versus atividade de baixa intensidade
parece ndo afetar a perda de peso total, recentemente tem se investigado o exercicio resistido,
que parece ser eficaz em diminuir a gordura abdominal podendo contribuir para diminui¢ao
da inflamacéo e de estresse oxidativo em coracdo de animais obesos (Kwon et al., 2010). J&

existem evidéncias de que o treinamento resistido também afeta disturbios metabolicos e
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inflamacédo na obesidade (Mardare et al., 2016), sendo eficaz para o tratamento por aumentar
componentes da aptidao fisica incluindo o aumento de massa magra (Said et al., 2018). O
aumento de massa muscular tem sido associado com maior sensibilidade a insulina e
consequentemente beneficio no controle glicémico (Shehab e Abd, 2011). Outros estudos
demonstram ainda que o exercicio resistido aumenta forca e o nimero de miofibrilas (fibra
rapida tipo Il) sendo capaz de diminuir a porcentagem de hemoglobina glicosilada e melhorar
os perfis metabdlicos e lipidicos, diminuindo o risco de doenca cardiovascular em pacientes
com diabetes mellitus tipo 2 e reducdo da gordura abdominal.

Um estudo com treinamento resistido de 10 semanas foi capaz de melhorar a
respiracdo mitocondrial na mesma medida que o treinamento aerébico no musculo esquelético
de adultos magros, anteriormente sedentarios e além disso, a peroxidacdo lipidica e o dano em
DNA foi reduzido enquanto a atividade das enzimas antioxidantes foi aumentada apds
treinamento de resisténcia em adultos mais velhos (Maluf, 2004; Di Meo et al., 2017; Fiuza-
Luces, et al., 2018). Outro estudo aponta ainda que o exercicio resistido foi capaz de melhorar
a densidade mineral 6ssea e a perda de massa magra em velhos obesos submetidos a um
programa de controle de peso com sessdes educativas sobre dieta saudavel (déficit de energia
de 500 a 750 kcal por dia com 1g de proteina por kg de peso corporal) (Villareal et al., 2017).
Além disso, o treinamento resistido também reduz o risco de doencas cardiovasculares em
adultos saudaveis, diminuindo a pressdo arterial, os niveis de gordura corporal e as
concentracdes plasmaticas de triglicérides (Fiuza-Luces, et al., 2018).

De acordo com Hong et al. (2017), o exercicio fisico pode promover resultados
expressivos em diferentes tecidos, embora no coracdo ainda existam diferentes processos
bioldgicos associados a obesidade que necessitam ser investigados principalmente em relacéo

ao treinamento resistido.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Verificar os efeitos da redugdo caldrica da dieta e sua associacdo ao treinamento
resistido sobre pardmetros de resisténcia a insulina, morfologia do tecido adiposo branco,

estresse oxidativo e inflamacdo em camundongos com obesidade induzida por dieta.

2.1.2 Objetivos Especificos

e Verificar os efeitos da reducdo calorica e sua associacdo ao treinamento resistido sobre
indicadores de resisténcia a insulina, peso corporal total e indice de adiposidade em
camundongos com obesidade induzida por dieta.

o Verificar os efeitos da reducdo caldrica e sua associacdo ao treinamento resistido sobre
a morfologia do tecido adiposo branco inguinal em camundongos com obesidade
induzida por dieta.

e Verificar os efeitos da reducdo caldrica e sua associagdo ao treinamento resistido sobre
pardmetros inflamatdrios no tecido cardiaco de camundongos com obesidade induzida
por dieta.

e Verificar os efeitos da reducdo caldrica e sua associacdo ao treinamento resistido sobre
parametros de estresse oxidativo em tecido cardiaco de camundongos com obesidade

induzida por dieta.
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3 METODOLOGIA

3.1 PROCEDIMENTOS ETICOS

O presente projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica no Uso Animal
(CEUA), da Universidade do Extremo Sul Catarinense — UNESC, sob protocolo nimero
067/2014-2, tendo os procedimentos em conformidade com o comité, respeitando os principios

éticos na experimentacdo animal.

3.2 AMOSTRA

Foram utilizados camundongos Swiss machos de 60 dias de idade fornecidos pelo
Biotério da Universidade do Extremo Sul Catarinense — UNESC, Criciuma/SC — Brasil. Os
animais foram mantidos em um ciclo de 12h claro/escuro a 20 + 2°C com umidade de 70%. As
dietas e agua estavam disponiveis ad libitum.
Primeiramente os animais foram randomizados em apenas 2 grandes grupos para
inducdo da obesidade (protocolo de obesidade induzida por dieta) durante 17 semanas:
e Grupo Dieta Padrdo (DP) (n=12);
e Grupo Obesidade Induzida por Dieta (DIO, do inglés diet-induced obesity) (n=18);
Apbs 17 semanas do protocolo de obesidade induzida por dieta, foi realizado um
teste de tolerancia a insulina (ITT, do inglés insulin tolarance test) e os animais foram divididos
em 5 grupos experimentais (n=6) para iniciar os protocolos de intervencgéo terapéutica (reducéo
caldrica associada ou ndo ao treinamento resistido) por mais 9 semanas (Figura 5).
1. O Grupo Dieta Padrao foi dividido em:
e Grupo Dieta Padrdo (DP);
e Grupo Dieta Padrdo + Treinamento Resistido (DP+TR);
2. O Grupo Obesidade Induzida por Dieta foi dividido em:
e Grupo Obesidade Induzida por Dieta (DIO);
e Grupo Reducéo Calérica (RC);

e Grupo Reducdo Caldrica da Dieta + Treinamento Resistido (RC+TR).



42

3.3 DESENHO EXPERIMENTAL

Os animais foram submetidos a um protocolo de obesidade induzida por dieta e
posteriormente aos protocolos de intervencdo terapéutica com reducdo caldrica da dieta

associada ou nédo ao treinamento resistido, conforme desenho experimental (Figura 5).

Peso Corporal Total mensurade do inicio ao fim do experimento

ITT Pré ITT Pés

17 semanas ‘ 9 semanas ‘
INDUCAO DE OBESIDADE INTERVENCAO
| Dieta Padrio OU Dieta Hiperlipidica | Divisdo dos Grupos | Redugio Calérica E/OU Treinamento Resistido | 45
hs
l!) % l % I l | l l zlﬁ Eutandsia
Redugiio da HFD | Dieta Padrio ! semana
= =7 Treino Adaptacio
S | 5 semanas 4 semanas e
= | |

& semanas
Treinamento Resistido

=

[ 1
=

|
Todos os grupos foram alimentades durante mais 9 semanas

Peso acoplado 3 cauda do animal
Volume e intensidade progressiva
-

Figura 5. Desenho Experimental. Grupo Dieta Padrdo (DP); Grupo Dieta Padrdo + Treinamento Resistido
(DP+TRY); Grupo Obesidade Induzida por Dieta (DIO); Grupo Reducdo Calérica (RC); Grupo Redugdo Calérica
+ Treinamento Resistido (RC+TR); Teste de Tolerancia a Insulina (ITT) pré e pds-intervencao.

3.4 DIETA

Os animais foram alimentados por 17 semanas ad libitium com ragdo comercial
padréo para roedores — Grupo DP, enquanto os animais do Grupo Obesidade Induzida por Dieta
— Grupo DIO foram alimentados com dieta hiperlipidica (HFD, do inglés High Fat Diet) para
realizacdo do protocolo de inducdo de obesidade.

Apo0s 17 semanas do protocolo de obesidade induzida por dieta e apos o ITT foi
feita a divisdo dos grupos conforme acima descritos, e os animais foram submetidos as
intervencdes terapéuticas (reducdo calorica associada ou ndo ao treinamento resistido) por mais
9 semanas. Assim sendo, os grupos DP e DIO foram alimentados durante todo o periodo do
estudo (26 semanas) com as respectivas dietas. O grupo RC foi submetido ao protocolo de
reducdo caldrica durante 9 semanas, enquanto os grupos DP+TR e RC+TR foram submetidos

as respectivas dietas associadas ao treinamento resistido também durante 9 semanas.
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3.4.1 Composicgao das dietas

Com base nas tabelas 1, 2 e 3 referentes a composicéo das dietas é possivel perceber
que o protocolo de obesidade induzida por dieta do presente estudo € baseado em uma dieta
com alto teor de lipideo que consequentemente a torna hipercaldrica possuindo 5,9kcal/g
comparada a dieta padrdo com 3,3kcal/g. A dieta padrdo possuia 24% de lipideos de origem
vegetal, com quantidades insignificantes de gordura saturada (de acordo com responsavel
técnico e controle de qualidade da Puro Trato Nutricdo Animal). A dieta hiperlipidica foi
composta de 59% de gordura, sendo 88,6% de gordura saturada proveniente de banha de porco
(gordura de origem animal — &cido graxo de cadeia longa) e o restante de 6éleo de soja. O
protocolo de reducdo caldrica da dieta foi feita de forma gradual, onde, durante 5 semanas foi
retirada 1kcal/g da composicdo da dieta hiperlipidica, passando para 4,9kcal/g e tendo uma
reducdo de gordura para 35% com diminuicdo de gordura saturada para 83,8% e; mais 4
semanas essa reducdo foi a nivel de dieta padrdo com 3,3kcal/g e 24% de gorduras.

3.4.1.1 Dieta Padréo
A dieta padréo foi adquirida da Puro Trato Nutricdo Animal (Puro Lab 22PB) Santo

Augusto/RS — Brasil e composta por baixo teor lipidico, sendo 27% de calorias provenientes

de proteinas, 24% de gorduras e 49% de carboidratos totalizando 3,3kcal/g (Tabela 1).
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Tabela 1 — Composigédo da Dieta Padrdo adquirida da Puro Trato Nutricdo Animal

S8

PURO
TRATO

WUTEKAD AMIMAL

AMOSTEA DE FURO LAB I2FE

ENSATO REALIZADO RESULTADOC (MIN*)

Umidade 2o 11,99

Extrato Etéreo A 2o 412
Ezxtrato Etérec B 2% 4,63
Proteina Bruta 22 2253

Fibra Bruta 2% 3,73

Matéria Mineral 2% 5.32
Amido 22 334

Acncares 2% 7,62

FDIN — fibra detergente neutro %0 Q.69
FDA — fibra detergente dcido 22 6,67

*Wd: hiatéria Matural

*Extratc Etéreo — Gorduras, oleos, csras, acides organicos, pigmentos, esterdis, vitaminas
liposzolaveis (A, D, E, K) 2 qualquer substinciz solaval am Ster.
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3.4.1.2 Dieta Hiperlipidica
A dieta hiperlipidica foi adquirida da Prag Solugdes Biociéncia, Jau/SP — Brasil e
composta de 15% de calorias proveniente de proteinas, 59% de gorduras e 26% de carboidratos

com um total de 5,9kcal/g (Adaptado de So et al., 2011) (Tabela 2).

Tabela 2 — Composicdo da Dieta Hiperlipidica adquirida da Prag Solucdes Biociéncia

PRAGSOLUCOES _—
biociéncias A" Cliente Bruno Pieri UNESC
Data 220412015
Validade 21/07/2015 Em geladeira  19/10/2015 Em freezer
Manipulador
Formula Dieta Hiperfipidica
Dose (g ou ml) 6.000 Vezes 6X
Dose (Kgoul) 6,00
‘ca Podto Quntdade  Fonecedor  Falor  Lote  Vakdade OQuanidade Pesados  Ver!
prescrta comeg 3o prod. (i) prod. (gmi)  OK
mp -—---
........ AMDODEMLHO  _  __1475000% _  ngedon 1 99052 131016 885000 885000
.......... AN e aaa DOOUN, el RTTON 2006 1200000 120000 . ...
+ == e« AMOODEXTRNZADO, ., . . J000000%_ _..10 O ceeeteaaa XIN0, 20216 G000 | 6000 ...
......... gy O . (RPN TSP (RS N . R P
........ O O e SN ol AR O M e ...
- o SEOSE RO RIS TALNA SO0% e ST L eaelen O2RD . SOTONT, | 3000, 00N ...
cemeea MEMNERALANRG __ .3 3.50000% _ _ _PragSohles | _ 1 ___ 050415 _ 060416 210000 | 210000 _ __
RN ../ K .k SN ., . O ... SO O . . JU R -
s A O 03000% _ ..o FOM8 | oolaaa 10000 O3ON018 | J8000 N800 ...
vomea STARTARATOOECOUNA_ __ O2000% _ ___Ffamos _ ___1___.00620 _ 0719 __J1500 1500 __.
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3.4.1.3 Reducéo Caldrica da Dieta

O protocolo de reducéo calorica da dieta foi constituido de dois processos:

1. Reducdo caldrica e gorduras da HFD durante 5 semanas (quando associada ao
treinamento essa reducdo foi durante 1 semana de adaptacédo ao treinamento e mais 4
semanas durante o protocolo de treinamento resistido) — essa dieta foi adquirida da Prag
Solucdes Biociéncia, Jau/SP, sendo composta de 18% de proteinas, 35% de gorduras e
47% de carboidratos totalizando 4,9kcal/g (Tabela 3);

2. Mais 4 semanas de dieta padrdo da Puro Trato Nutricdo Animal com a mesma

composicao acima descrita (Tabela 1).

Tabela 3 — Composicdo da Reducdo Caldrica e Gorduras da Dieta Hiperlipidica adquirida da

Prag Solugdes Biociéncia
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Data 24N
Valdade 2072015 Em eiadera 1502015 Em Ingezer
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Dose (g ou ml) 1100 Vi 1X
Dose (Kgou L) 310
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oe
N -kt o TR - S, R W . I 1 o 17 R /- R
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3.5PROTOCOLO DE TREINAMENTO

Apdbs 17 semanas do protocolo de obesidade induzida por dieta foi iniciado o
protocolo de treinamento resistido concomitante as dietas com duracdo de 9 semanas, sendo
que destas, 1 semana foi de adaptagéo ao treinamento. A frequéncia de treinamento foi de 3 ou

4 dias por semana, com intervalos de 48 horas entre as sessdes de treinamento.

3.5.1 Adaptacéo

Foi realizada uma semana de adaptagéo ao treinamento para reduzir o estresse dos
animais ao novo ambiente e para que se familiarizassem com o tipo de treinamento. A adaptacao
do treinamento resistido em escada (aparato utilizado no protocolo) foi feita colocando o animal
para subir no aparato (Figura 5), sem carga. A sessdo era considerada satisfatoria quando o

animal completava a subida do inicio ao final da escada (Adaptado de Scheffer et al., 2012).

Escada — Aparato para Treinamento Resistido

Figura 6. Imagens ilustrativas do aparato para o treinamento. Aparato para o treinamento resistido, conhecido
também como escada.



48

3.5.2 Treinamento Resistido

O treinamento resistido foi realizado em escada. O aparato de 1m contém degraus
com 2cm de distancia entre eles e 80% de inclinacdo. A intensidade de esforco foi progressiva
usando um peso acoplado a cauda do animal de 20% a 75% da massa corporal. As sessdes de
treinamento foram constituidas de volume progressivo de 3 a 5 séries com 2 minutos de
intervalo entre as séries, sendo que cada série teve de 5 a 10 repeticdes sem intervalo (Adaptado
de Hornberger e Farrar, 2004; Scheffer et al., 2012) (Figura 6).

PROTOCOLO DE TREINAMENTO RESISTIDO EM ESCADA
SEMANAS CARGA/KG SERIES REPETICOES INTERVALO

1 20% 3 5 2min
2 20% 3 7 2min
3 50% 4 5 2min
4 50% 4 7 2min
5 50% 4 10 2min
6 50% 4 10 2min
7 75% 5 7 2min
8 75% 5 10 2min

INTERVALO DE 48HS ENTRE AS SESSOES

Figura 7. Protocolo de treinamento resistido. Semanas de treino; carga por peso corporal total do animal, nimero
de séries, repeticfes e tempo de intervalo entre as séries e sessdes (Adaptado de Hornberger e Farrar, 2004;
Scheffer et al., 2012).

3.6 EUTANASIA

Ap0s 48 horas do ultimo teste de toleréncia a insulina foi realizada a eutanasia por
decapitacdo. O coracdo e o TAB (inguinal, epididimal, perirenal, retroperitoneal e mesentérico)
foram cirurgicamente removidos, lavados em salina 0,9% e secados em papel filtro. O coragédo
foi imediatamente congelado em nitrogénio liquido e armazenado a -80°C para posteriores
analises bioguimicas, enquanto as gorduras foram pesadas e posteriormente congeladas e uma

porcao do tecido adiposo inguinal foi embebida em formol 4% e destinada a histologia.
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3.7 ANALISES

3.7.1 Teste de Tolerancia a Insulina (ITT)

O teste de tolerancia a insulina (ITT) foi realizado para comprovacéao da instalacao
da resisténcia a insulina nos camundongos ap6s 17 semanas do protocolo e obesidade induzida
por dieta (pré-intervencdo) e novamente ap0s os protocolos de intervencdo na 26 semana,
sendo realizado 48 horas ap0s a ultima sessdo de treinamento do experimento (pos-
intervencdo). O protocolo consiste em deixar 0s animais em jejum por 6 horas e coletar uma
amostra de sangue de uma pequena incisdo na ponta da causa dos animais mensurando a
concentracdo de glicose sanguinea atraves de um glicosimetro para determinacao da glicemia
de jejum. (Ayala et al., 2010). Apo6s € injetado intraperitonealmente uma dose de 2U/kg de
insulina exdgena e realizadas subsequentes mensurac@es da glicose sanguinea nos tempos 5,
10, 15, 20, 25 e 30 minutos (Adaptado de Wang e Liao, 2012). A primeira coleta de sangue
representada pelo tempo zero do teste é a determinacao da glicemia de jejum. Os dados foram
calculados e demonstrados como: glicose (mg/dL); &rea sob a curva do ITT calculado com
cruzamento dos dados de glicose (mg/dL) ao longo do tempo pés-injecdo de insulina (0 a
30min), e através da taxa de decaimento da glicose plasmatica (KITT %/min). (Lundbaek, 1962;
Dube et al., 2013)

3.7.2 Peso corporal e indice de Adiposidade

O peso corporal total dos animais foi mensurado em gramas no inicio do estudo e
nas semanas seguintes até o Gltimo dia do experimento para verificar se houve alteracao entre
0s grupos. O peso mensurado no inicio do estudo esta caracterizado nos graficos como semana
0, durante o protocolo de obesidade induzida por dieta na 22, 42, 8?2, 122 e 172 semana e durante
o0s protocolos de intervencdo na 182, 222 e 262 semana.

Apos o periodo experimental e a eutanasia foi realizada a extracdo e pesagem do
tecido adiposo branco (gordura inguinal, epididimal, perirenal, retroperitoneal e mesentérica)
em uma balanca analitica (0,0001g), para o calculo do indice de adiposidade (soma das gramas
de gorduras individuais/grama de peso corporal total x 100), expresso como o percentual (%)

do peso corporal total.



50

3.7.3 Histologia

Para analise morfologica foram coletadas amostras de tecido adiposo inguinal que
foram embebidas em solucéo fixadora de paraformaldeido (PFA), tamponado a 4% por 48 horas
para posterior processamento (&lcool em diferentes concentragdes, xilol e parafina) e corte de
l[aminas histoldgicas com 4-5 um de espessura em micrétomo. As laminas foram coradas em
Hematoxilina e Eosina (H&E) para posterior avaliacdo em microscopia de luz, utilizando o
sistema de captura em microscopio optico (Nikon Eclipse Ti-U). Foi utilizado um protocolo
padrdo para quantificacdo do didmetro do adipdcito que utiliza um recurso de medida do ImageJ
— National Institutes of Health, Bethesda, MD, EUA) (Adaptado de Thirupathi et al., 2018 e
Camera et al., 2019).

3.7.4 Anélises Bioquimicas

Para 0s ensaios bioquimicos as amostras foram homogeneizadas em tampéo
especifico para cada ensaio e foram centrifugadas 8.000g durante 10min a 4°C e o sobrenadante

foi estocado a -80°C.

3.7.4.1 Conteudo de Proteina

Os contetdos de proteina foram determinados pelo método de Bradford para
ponderar as analises que sdo dependentes dessa quantificacdo. Bradford contém como seu
principal componente o corante Coomassie Brilant Bluse e a interagdo entre o corante e a
proteina estabilizam a forma anidnica do corante causando uma visivel mudanca de coloracédo
incialmente castanho para tons de azul, de acordo com a concentracdo de proteina. A
absorbancia pode ser medida em um espectrofotdometro utilizando o comprimento de onda de
595nm. A comparacdo dos resultados com uma curva padrdo de valores conhecidos permite a
determinacdo da concentracdo de proteina da amostra. Os padrBes para a técnica de Bradford
foram obtidos pela diluicdo de um estoque de albumina bovina sérica (BSA), (Sigma-Aldrich
cat. A2153). Para determinar a concentracdo de proteina (mg) de cada amostra, foi utilizado o
calculo de regresséo linear (Bradford, 1976).
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3.7.4.2 Parametros Inflamatorios

Para determinacdo do perfil inflamatorio foi realizada a dosagem de citocinas por

Kits de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA).

3.7.4.2.1 Citocinas

As amostras foram homogeneizadas em tampo de lise (NaCl; MgCI?%; KCI; Tris 1,5
M; triton; glicerol; ortovanato; aprotinina; pirofosfato; PMSF - fluoreto de fenilmetilsulfonila).
O homogeneizado foi centrifugado por 10 minutos a 4°C e 8.000g e o sobrenadante estocado a
-80°C. A concentracdo de TNF-a e IL-6 foi avaliada por ensaio de imunoabsor¢do enzimatica
(ELISA) de acordo com as recomendacdes do fabricante (ThermoFisher Scientific). Foi
colocado em uma placa de 96 pocos 100uL de solugdo contendo anticorpo de captura (primario)
anti-TNFa ou anti-1L-6, diluidos em tampédo Coating Buffer (bicarbonato de sédio, carbonato
de sodio e agua deionizada). As placas foram incubadas overnight, na geladeira. Apds
sucessivas lavagens com 300 puL de Wash buffer (PBS e Tween 20 0,05%), foram adicionados
200uL de Assay Diluent (PBS contendo 1% de albumina), para o bloqueio da placa e esta foi
incubada por 1 hora & temperatura ambiente. As placas foram novamente lavadas e incubadas
por mais 2 horas a temperatura ambiente com 100ul de amostras e suas respectivas curvas
padrdes. Apos o tempo de incubacdo das amostras, as placas foram lavadas e incubadas com 0s
anticorpos de detec¢do (secundario) anti-TNF-a ou anti-IL-6 durante mais 1 hora, a temperatura
ambiente. Posteriormente, as placas foram novamente lavadas e incubadas com avidina
(glicoproteina com afinidade pela biotina; conjugado de estreptavidina HRP - horseradish
peroxidase), diluida 1:1000 em Assay Diluent, durante 30 minutos, a temperatura ambiente. As
placas foram lavadas e reveladas com TMB (3,3, 5,5'- tetrametilbenzidina - solugdo cromégena
de TM usada como substrato para HRP) substrate solution, incubada no escuro (fotossensivel)
por 15min (cor azul). A reacdo é interrompida por adicdo de H2SO4 2N (&cido sulfarico), stop
solution (cor amarela). A leitura da absorbancia foi realizada a 450nm em espectrofotémetro e

as concentragdes serdo calculadas por regressdo de quatro parametros logisticos (4PL) através

do site https://www.myassays.com. Os resultados foram expressos em pg/mg de proteina
(Xiang et al., 2018).


https://www.myassays.com/
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3.7.4.3 Parametros de Estresse Oxidativo

Para os parametros de estresse oxidativo todos os tecidos foram homogeneizados

em tampdo PBS (tampéo fosfato salino).

3.7.4.3.1 Producéao de Agente Oxidante

A oxidacdo de diclorodiidrofluorescina (DCFH) foi mensurada com base na
oxida¢do da sonda 2’,7’- diclorodiidrofluorescina acetato (DCFH-DA) em um composto
fluorescente 2°,7°- diclorodiidrofluoresceina (DCF). Uma aliquota de amostra (10ul) foi
incubada com DCFH-DA (10ul) + PBS (180ul) durante 15 minutos no escuro. A DCFH-DA é
desesterificada no interior das células por esterases enddgenas para o acido livre ionizado,
DCFH. DCFH é oxidado em DCF pelas espécies reativas, principalmente peréxido de
hidrogénio. A formagdo deste derivado oxidado fluorescente foi monitorada com o0s
comprimentos de onda de excitacdo e emissdo de 488 e 525nm, respectivamente usando um
espectrofotdbmetro de fluorescéncia. A producdo de espécies reativas (mais especifica para
H20,) foi quantificada utilizando uma curva padrdo de DCF e os dados da oxida¢cdo do DCFH
foram expressos como unidade de fluorescéncia — U/mg de proteina (Hempel et al., 1999).

3.7.4.3.2 Atividade de Enzimas Antioxidantes

A enzima SOD constitui a primeira linha de defesa enzimética contra a producédo
intracelular de radicais livres catalisando a dismutacdo do O,™. O produto resultante da reacéo
catalisada pela SOD é o H20>. Para andlise da atividade da SOD uma aliquota das amostras foi
homogeneizada em tampdo glicina (0,75g em 200mL de agua destilada) e centrifugada a 1000g
por 10 min a 4°C. Utilizou-se 5, 10 e 15ul de amostra + 5ul de catalase, completado para 190ul
de glicina a 32°C de acordo com a quantidade de amostra + 5ul de adrenalina e uma curva
padrdo. A atividade da SOD foi mensurada através da inibi¢do da auto oxidagdo da adrenalina
e lida espectofotometricamente a 480nm. Os resultados da atividade antioxidante foram
expressos por unidade de SOD — U/mg de proteina. (Bannister e Calabrese, 1987).

A CAT é uma hemeproteina que catalisa a degradacdo do H>O> Na reacdo, uma
das moléculas de perdxido de hidrogénio é oxidada a oxigénio molecular e a outra é reduzida a
agua. A atividade da CAT foi determinada com base na taxa de decomposi¢do do H>O> gerada

pela enzima presente na amostra usando uma solu¢do H>O» (40ul de perdéxido + 25mL de


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bannister%20JV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3033431
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Calabrese%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3033431
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tampdo fosfato de potassio, pH 7,0) em uma cubeta de quartzo. A taxa maxima de
decomposi¢do H>O. foi medida em 240nm e os valores da atividade antioxidante foram
expressos por unidade de CAT — U/mg de proteina (Aebi, 1984).

3.7.5 Estatistica

Para andlise dos dados de ITT, AUC, KITT e glicemia de jejum pré-intervencao foi
realizado o Teste t de Student para comparacdes entre variaveis ndo pareadas. Os demais dados
foram calculados e expressos em média + erro padréo e foram analisados estatisticamente pela
andlise de variancia de uma via (One way — ANOVA), seguido pelo teste de post-hoc de
Newman Keuls. O nivel de significancia estabelecido para todos os testes foi p<0,05. Foi

utilizado o Graph Pad Prisma — 5 como pacote estatistico.
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4 RESULTADOS

4.1 EFEITOS DO PROTOCOLO DE OBESIDADE INDUZIDA POR DIETA NA
RESISTENCIA A INSULINA

O ITT foi realizado para verificar uma possivel alteracdo na dindmica da captacao
de glicose frente ao estimulo de insulina exdgena na 172 semana — fim do protocolo de
obesidade induzida por dieta (pré-intervencédo). O grupo DIO apresentou déficit na dindmica da
captacdo de glicose comparado ao grupo DP. O dado é apresentado na curva de glicose (Figura
8 A); area sob a curva do ITT (Figura 8 B); glicemia de jejum (Figura 8 C) e constante de
decaimento da glicose — KITT (Figura 8 D). Os resultados demonstram alteracdo na captacédo

de glicose compativel com o quadro de resisténcia a insulina.
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Figura 8. Efeitos do protocolo de obesidade induzida por dieta na resisténcia a insulina. Teste de tolerancia a
insulina (ITT) realizado na 172 semana do protocolo de obesidade induzida por dieta (pré-intervengdo). Curva
glicémica do ITT (A); Area sob & curva (B); Glicemia de jejum (C) e Constante de decaimento da glicose (%/min)
(D). Dados calculados e expressos em média + erro padrdo e analisados estatisticamente pelo Teste t-Student para
comparacOes entre variaveis ndo pareadas. O nivel de significancia estabelecido para o teste foi *p<0,05 DIO
(obesidade induzida por dieta) versus DP (dieta padréo).
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4.2 EFEITOS DO PROTOCOLO DE OBESIDADE INDUZIDA POR DIETA, REDUCAO
CALORICA E SUA ASSOCIACAO AO TREINAMENTO RESISTIDO NA RESISTENCIA
A INSULINA

O ITT foi novamente realizado na 262 semana (p6s-intervencgdo), 48h apds a Gltima
sessdo de treinamento, afim de verificar os efeitos da reducdo caldrica da dieta e sua associacao
ao treinamento resistido na dindmica da capitacdo de glicose apos estimulo de insulina exdgena.

Apdbs 26 semanas de dieta, o grupo DIO continuou com valores aumentados de
glicose no teste de ITT (tempos 15, 20, 25 e 30 min pds-insulina) (Figura 10 A), bem como
uma maior area sob a curva do ITT (Figura 10 B) e apresentou glicemia de jejum também
aumentada (Figura 10 C) e menor taxa de decaimento da glicose (Figura 10 D) comparado com
DP, compativel com a manutencéo do quadro de resisténcia a insulina.

Apos 9 semanas de reducdo caldrica, o grupo RC apresentou valores de glicose
diminuidos no teste de ITT (tempos 15, 20, 25 e 30 min pds-insulina) (Figura 9 A), assim como
uma menor area sob a curva (Figura 9 B) comparado ao DIO. O grupo RC nédo apresentou
diferencas estatisticas nos valores de glicose (Figura 9 A) e area sob a curva do ITT (Figura 9
B) comparado ao DP. O grupo RC ndo apresentou diferenca estatistica na glicemia de jejum
em relagdo ao DIO e apresentou glicemia maior comparado ao DP (Figura 9 C). O grupo RC
apresentou taxa de decaimento da glicose maior comparado ao DIO, sem diferenca estatistica
nessa taxa em relacdo ao DP (Figura 9 D).

Apbs 9 semanas de treinamento concomitante a dieta, o grupo DP+TR néo
apresentou diferencas estatisticas nos valores de glicose (Figura9 A) e area sob a curvado ITT
(Figura 9 B) comparado ao DP. O grupo RC+TR apresentou diminuic¢éo significativa dos
valores de glicose 20 min pos-insulina (Figura 9 A), sem diferenca estatistica na area sob a
curvado ITT comparado ao RC (Figura 9 B). O grupo RC+TR apresentou valor de glicose do
teste de ITT maior que DP+TR somente 30 min pos-insulina (Figura 9 A), sem diferenca
estatistica na area sob a curva do ITT (Figura 9 B). Além disso, os grupos DP+TR e RC+TR
foram capazes de diminuir os valores glicémicos de jejum (Figura 9 C) e aumentar a taxa de
decaimento da glicose (Figura 9 D) para além dos niveis basais de seus controles (DP e RC
respectivamente). O grupo RC+TR apresentou valor glicémico de jejum maior que DP+TR
(Figura 9 C), sem diferenca estatistica entre esses grupos na taxa de decaimento da glicose
(Figura 9 D).
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Figura 9. Efeitos do protocolo de obesidade induzida por dieta, reducdo caldrica e sua associagdo ao
treinamento resistido na resisténcia a insulina. Teste de tolerancia a insulina (ITT) realizado na 26 semana de
experimento, pos-intervencéo (48h pds-treinamento). Curva glicémica do ITT (A); Area sob & curva (B); Glicemia
de jejum (C) e constante de decaimento da glicose (%/min) (D). Dados calculados e expressos em média + erro
padrdo e analisados estatisticamente pela anélise de variancia de uma via (One Way — ANOVA) seguida pelo pds-
teste de Newman Keuls. O nivel de significancia estabelecido para o teste foi p<0,05 sendo: a vs DP (dieta padrao);
b vs DIO (obesidade induzida por dieta); ¢ vs RC (redugdo calérica da dieta) e d DP+TR (dieta padrao-+treinamento
resistido) vs RC+TR (reducdo caldrica+treinamento resistido).

4.3 EFEITOS DO PROTOCOLO DE OBESIDADE INDUZIDA POR DIETA, REDUCAO
CALORICA E SUA ASSOCIACAO AO TREINAMENTO RESISTIDO NO PESO
CORPORAL E INDICE DE ADIPOSIDADE

O peso corporal dos animais foi mensurado durante o protocolo de obesidade
induzida por dieta (pré-intervencdo) na semana 0, 2, 4, 8, 12 e 17 e nas semanas 18 (prévio aos
protocolos de intervencdo), 22 (inicio da semana, durante os protocolos de intervencédo) e 26
(pOs-intervencéo).

Durante o protocolo de obesidade induzida por dieta (17 semanas de dieta), o grupo
DIO apresentou maior peso corporal total comparado ao DP (Figura 10 A), sendo que esse
aumento comegou na 8% semana e persistiu até a 172 semana (Figura 10 B). Ap0s 26 semanas

de dieta, o grupo DIO continuou ganhando peso comparado ao DP (Figura 10 A). Esse dado



57

pode ser melhor demonstrado quando separado por semanas: 182 semana (Figura 10 C), 222
semana (Figura 10 D) e 262 semana (Figura 10 E).

Na 182 semana, o grupo RC ndo apresentou diferenca estatistica no peso corporal
total em relacéo ao DIO e aumentou o peso comparado ao grupo DP (Figura 10 A e C). Na 228
semana (Figura 10 A e D), o grupo RC diminuiu o peso corporal total em relacdo ao DIO e ndo
apresentou diferenca estatistica no peso em relacdo ao DP. E na 262 semana (Figura 10 A e E),
0 grupo RC diminuiu peso corporal total em relagdo ao DIO e aumentou o peso em relacéo ao
DP.

Apo6s 9 semanas de treinamento concomitante & dieta, o grupo DP+TR néo
apresentou diferenca estatistica no peso corporal total comparado ao DP (Figura 10 A). Este
dado é melhor demonstrado quando separado por semanas: 182 semana (Figura 10 C), 222
semana (Figura 10 D) e 262 semana (Figura 10 E). O grupo RC+TR nédo apresentou diferenca
estatistica no peso corporal total comparado ao RC na 182 semana (Figura 10 C). O grupo
RC+TR apresentou aumento do peso na 222 semana comparado ao RC (Figura 10 D), sem
diferenca estatistica no peso corporal total entre esses grupos na 262 semana (Figura 10 E). O
grupo RC+TR apresentou aumento do peso corporal total em relacdo DP+TR na 182 semana
(Figura 10 C), sem diferencas estatisticas no peso na 222 (Figura 10 D) e 262 semana (Figura 10
E).
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Figura 10. Efeitos do protocolo de obesidade induzida por dieta, reducdo caldrica e sua associagcdo ao
treinamento resistido no peso corporal total e indice de adiposidade. Peso corporal total (A); Peso corporal
mensurado ao longo das semanas do protocolo de obesidade induzida por dieta (pré-intervencéo) — Semanas 0, 2,
4,8, 12, 17 (B); Peso corporal mensurado ao longo dos protocolos de intervengdo — Semana 18 (C); Semana 22
(D) e Semana 26 (E); indice de adiposidade (F). Dados calculados e expressos em média + erro padrio e analisados
estatisticamente pela andlise de variancia de uma via (One Way — ANOVA) seguida pelo pos-teste de Newman
Keuls. O nivel de significancia estabelecido para o teste foi p<0,05 sendo: a vs DP (dieta padrdo); b vs DIO
(obesidade induzida por dieta); ¢ vs RC (reducdo calérica da dieta) e d DP+TR (dieta padrdo+treinamento
resistido) vs RC+TR (reducdo calérica+treinamento resistido).

Apbs 26 semanas de dieta, o grupo DIO apresentou aumento do indice de
adiposidade em relacdo ao DP (Figura 10 F). Apos 9 semanas de reducdo calorica, o grupo RC
ndo apresentou diferenca estatistica no indice de adiposidade em relagdo ao DIO e apresentou

maior indice em relagdo ao DP (Figura 10 F).
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Apo6s 9 semanas de treinamento concomitante & dieta, o grupo DP+TR néo
apresentou diferenca estatistica no indice de adiposidade em relacdo ao DP (Figura 10 F) e 0
grupo RC+TR diminuiu esse indice comparado ao grupo RC (Figura 10 F). O grupo RC+TR
ndo apresentou diferenca estatistica no indice de adiposidade comparado ao DP+TR (Figura 10
F).

4.4 EFEITOS DO PROTOCOLO DE OBESIDADE INDUZIDA POR DIETA, REDUCAO
CALORICA E SUA ASSOCIACAO AO TREINAMENTO RESISTIDO NA MORFOLOGIA
DO TECIDO ADIPOSO BRANCO

Para quantificar as imagens histoldgicas do tecido adiposo branco inguinal (Figura
11 A) foi realizada a anélise por estereologia do tamanho da célula (Figura 11 B).

Ap0s 26 semanas de dieta, o grupo DP apresentou morfologia das células adiposas
de aspecto normal e didmetros normais (Figura 11 A e B). O grupo DIO apresentou células
adiposas com diametros aumentados comparado ao DP (Figura 11 A e B). Apo6s 9 semanas de
reducdo calorica, o grupo RC ndo apresentou diferenca estatistica no didmetro do adipocito em
relagdo ao DIO e apresentou diametro maior comparado ao DP (Figura 11 A e B).

Apos 9 semanas de treinamento concomitante a dieta, o grupo DP+TR apresentou
morfologia das células adiposas de aspecto normal e didmetros normais compativel com DP
(Figura 11 A e B). O grupo RC+TR foi capaz de reduzir o diametro do adip6cito comparado ao
RC, compativel com aspecto normal (Figura 11 A e B). O grupo RC+TR ndo apresentou

diferenca estatistica no tamanho do adip6cito em relagdo ao DP+TR (Figura 11 A e B).
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Figura 11. Efeitos do protocolo de obesidade induzida por dieta, reducdo calérica e sua associacdo ao
treinamento resistido na morfologia do tecido adiposo branco. Imagens representativas de fotomicrografias
histoldgicas do tecido adiposo branco inguinal em microscopio éptico (n=3 — Imagens capturadas em objetiva de
20x-aumento de 200x) (A). Quantificacdo do diametro do adipdcito do tecido adiposo branco inguinal em um (B).
Dados calculados e expressos em média + erro padrao e analisados estatisticamente pela analise de variancia de
uma via (One Way — ANOVA) seguida pelo pos-teste de Newman Keuls. O nivel de significancia estabelecido
para o teste foi p<0,05 sendo: a vs DP (dieta padrdo) e ¢ vs RC (reducéo caldrica da dieta).
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4.5 EFEITOS DO PROTOCOLO DE OBESIDADE INDUZIDA POR DIETA, REDUCAO
CALORICA E SUA ASSOCIACAO AO TREINAMENTO RESISTIDO SOBRE
PARAMETROS INFLAMATORIOS NO TECIDO CARDIACO

N&o houveram diferencas estatisticas em ambos os grupos no contetdo de TNF-a,
(Figura 12 A). Apds 26 semanas de dieta, o grupo DIO apresentou contelldo aumentado de IL-
6 em relacdo ao DP (Figura 12 B). Apo6s 9 semanas de reducdo calorica, o grupo RC néo
apresentou diferenca estatistica no conteudo de IL-6 comparado ao DIO e apresentou aumento
desse contetido em relacéo ao DP (Figura 12 B).

Apo6s 9 semanas de treinamento concomitante a dieta, o grupo DP+TR néo
apresentou diferenca estatistica no contetido de IL-6 em relacdo ao DP (Figura 12 B) e o grupo
RC+TR diminuiu esse contetdo comparado ao RC. O grupo RC+TR nao apresentou diferenca

estatistica no contetido de IL-6 comparado ao DP+TR (Figura 12 B).
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Figura 12. Efeitos do protocolo de obesidade induzida por dieta, reducdo caldrica e sua associacdo ao
treinamento resistido sobre marcadores inflamatdrios no tecido cardiaco. Contetdo de TNF-a no tecido cardiaco
(A) e IL-6 no tecido cardiaco (B). Dados calculados e expressos em média + erro padrdo e analisados
estatisticamente pela andlise de variancia de uma via (One Way — ANOVA) seguida pelo p6s-teste de Newman
Keuls. O nivel de significncia estabelecido para o teste foi p<0,05 sendo: a vs DP (dieta padrdo); e ¢ vs RC
(redugdo calérica da dieta).



62

4.6 EFEITOS DO PROTOCOLO DE OBESIDADE INDUZIDA POR DIETA, REDUCAO
CALORICAE SUA ASSOCIACAO AO TREINAMENTO RESISTIDO SOBRE
PARAMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO NO TECIDO CARDIACO

Apos 26 semanas de dieta, o grupo DIO apresentou maior atividade da SOD
comparado ao DP (Figura 13 A). Ap6s 9 semanas de reducdo caldrica, o grupo RC apresentou
menor atividade da SOD comparado ao DIO, sem diferenca estatistica nessa atividade em
relacdo ao DP (Figura 13 A). Apo6s 9 semanas de treinamento concomitante a dieta, 0 grupo
DP+TR ndo apresentou diferenca estatistica na atividade da SOD comparado ao DP e o grupo
RC+TR apresentou uma diminuigéo dessa atividade comparado ao RC (Figura 13 A). O grupo
RC+TR apresentou diminuicao da atividade da SOD comparado ao DP+TR (Figura 13 A).

Apds 26 semanas de dieta, o grupo DIO apresentou aumento da oxida¢do do DCFH
comparado ao DP (Figura 13 B). Apds 9 semanas de reducdo calorica, o grupo RC apresentou
menor oxidacdo do DCFH comparado ao DIO, sem diferenca estatistica nessa oxidacdo
comparado ao DP (Figura 13 B). Ap0s 9 semanas de treinamento concomitante a dieta, o grupo
DP+TR néo apresentou diferenca estatistica na oxidacdo do DCFH em relacdo ao DP e o grupo
RC+TR apresentou menor oxidacdo comparado ao RC (Figura 13 B). O grupo RC+TR néo
apresentou diferenca estatistica na oxidagdo do DCFH comparado ao DP+TR (Figura 13 B).

Apos 26 semanas de dieta, 0 grupo DIO apresentou diminui¢do da atividade da
CAT comparado ao DP (Figura 13 C). Ap6s 9 semanas de reducdo calorica, o grupo RC néo
apresentou diferenca estatistica na atividade da CAT comparado ao DIO e diminuiu essa
atividade comparado ao DP e (Figura 13 C). Apds 9 semanas de treinamento concomitante a
dieta, o grupo DP+TR apresentou diminuicdo da atividade da CAT comparado ao DP, sem
diferencas estatisticas nessa atividade entre os grupos RC+TR e RC e entre DP+TR e RC+TR
(Figura 13 C).



63

b
(11]

1.0 g 250 - a
a o
E 0.8+ b T E 200
[F]
o 8067 T — cd %5 S8 150- b
o = a.5
“= 0.4 L 2 -+
E-n 2 100+ - .
5 S ‘
= 0.2- 2 50- —
2
0.0 T T T T 0 T T T T
DP DIO RC DP RC DP DIO RC DP RC
Dieta Treinamento Dieta Treinamento
C
20+
4
. E’. 154 T
g5
= i
w3 a a
O o a
E .| T
=) 5 ﬁ
0

DP DIO RC DP RC
Dieta Treinamento

Figura 13. Efeitos do protocolo de obesidade induzida por dieta, redugdo calérica e sua associagdo ao
treinamento resistido sobre par@metros de estresse oxidativo no tecido cardiaco. Atividade antioxidante da
superoxido dismutase (SOD) no tecido cardiaco (A); Marcador de producédo de agente oxidante através da oxidacao
da diclorodiidrofluorescina (DCFH) por espécies reativas no tecido cardiaco (B); e atividade da catalase (CAT) no
tecido cardiaco (C). Dados calculados e expressos em média + erro padrdo e analisados estatisticamente pela
andlise de varidncia de uma via (One Way — ANOVA) seguida pelo pds-teste de Newman Keuls. O nivel de
significancia estabelecido para o teste foi p<0,05 sendo: a vs DP (dieta padréo); b vs DIO (obesidade induzida por
dieta); ¢ vs RC (reducdo caldrica da dieta) e d DP+TR (dieta padrdo+treinamento resistido) vs RC+TR (redugdo
caldrica+treinamento resistido).
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5 DISCUSSAO

A obesidade é uma doenca inflamatdria cronica e tem se tornado um problema
emergente de salde publica, afetando pessoas de diferentes faixas etarias, género e poder
econémico (Dror et al., 2017; Yamashita et al., 2018). Apesar de ser uma doenca multifatorial,
esta relacionada principalmente com dieta e inatividade fisica. O excesso de nutrientes bem
como a composic¢do dos mesmos associado a falta de exercicio fisico contribui para aumento
de doencas cronicas comorbidas a obesidade, como doencas cardiovasculares e resisténcia a
insulina (Kirwan et al., 2017; WHO, 2018; Wedell-Neergaard et al., 2018). Os mecanismos
envolvidos na instalacdo dessas doencas sdo 0 aumento de espécies reativas de oxigénio e
citocinas pré-inflamatorias (Murphy et al., 2015; Di Meo et al., 2017).

A obesidade causa alteracdes no TAB e acaba comprometendo diversos 0rgaos
como o proprio tecido adiposo e o coracdo (Rui, 2017; Yamashita et al., 2018). Estudos tem
demonstrado que dietas hiperlipidicas em roedores levam ao desenvolvimento de obesidade (So
et al., 2011; Hariri e Thibault, 2010; Dror et al., 2017; Pinho et al., 2017; Effting et al., 2019).
Diante disso, a reducdo calorica da dieta € uma condi¢do muito realizada na prética clinica e
torna-se uma estratégia hipoteticamente eficaz em reduzir os riscos relacionados a obesidade
(Davis et al., 2017; Gonzalez-Muniesa et al., 2017; Howell e Kones, 2017), bem como a préatica
de exercicio fisico também desenvolve um importante papel na prevencdo e tratamento da
doenca (Touati et al., 2015; Pedersen, 2018). Ainda que muitos estudos mostrem que o0 exercicio
aerobio seja mais eficaz no tratamento da obesidade (Oh et al., 2016; Villareal et al., 2017;
Pedersen, 2018; Cabral-Santos et al., 2018), o exercicio de resisténcia vem ganhando espaco
no meio académico (Mardare et al., 2016; Di Meo et al., 2017; Gonzalez-Muniesa et al., 2017;
Hong et al.,2017; Fiuza-Luces, et al., 2018 ;Miller et al., 2018), porém ainda existem poucos
dados em relacédo a reducdo calorica da dieta associada ao treinamento resistido.

No presente trabalho, camundongos Swiss foram alimentados por 17 semanas com
dieta padréo e dieta hiperlipidica visando desenvolver um quadro de obesidade induzida por
dieta (Howell e Kones, 2017). Ap6s o protocolo de obesidade induzida por dieta os animais
foram submetidos aos protocolos de intervencdo terapéutica com reducdo caldrica da dieta
durante 9 semanas, associada ou nao treinamento resistido. O protocolo de obesidade induzida
por dieta e reducdo calorica ndo induz a deficiéncia de micronutrientes possuindo diferentes
fontes nutricionais, porém enfatizando o papel do consumo excessivo de calorias e gorduras

saturadas no desenvolvimento da obesidade e da resisténcia a insulina (So et al., 2011).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hariri%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20977819
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Thibault%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20977819
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A WHO (2018) recomenda a ingestdo maxima de 10% de &cidos graxos saturados
para manutencdo do peso, assim como algumas diretrizes também mantém essa correlacéo
(Wang e Hu, 2017). Perona (2017) e O'Connor e Rudkowska (2019) citam que dietas com
menos gorduras sdo eficazes para perda de peso por serem também menos caldricas e por
diminuirem a inflamag&o, sendo que algumas instituicbes recomendam a ingestdo limite de 5-
7% de &cidos graxos saturados para prevenir doencas cardiovasculares. Além disso, dietas com
menor fonte de gordura e mais carboidrato parecem eficientes em melhorar o metabolismo da
glicose, porém, alguns individuos séo suscetiveis a hiperglicemia e hiperinsulinemia (Gow et
al., 2016; O'Connor e Rudkowska, 2019).

Embora haja controvérsias na &rea académica, uma vasta gama de estudos associa
0 consumo de gordura saturada como prejudicial a saude (Emelyanova et al., 2019) e sugerem
reducdo do consumo de gorduras totais, uma vez que 0 excesso de acidos graxos parece
aumentar o risco de desenvolver doengas, prejudicando o metabolismo da glicose, e a
sensibilidade a insulina, bem como aumento de peso, estresse oxidativo e inflamacao em varios
Orgaos e tecidos. (Perona, 2017; Wang e Hu, 2017). O aumento de AGL na corrente sanguinea
acarreta na disfuncdo do metabolismo dos lipideos comprometendo a via de sinalizacdo da
insulina e pode levar a ativagdo do receptor TLR4. Esse receptor de reconhecimento padréo
inicia uma cascata inflamatdria pela ativacdo do NFkB (Goh et al., 2016; Palomer et al., 2018).
Portanto, as gorduras de fonte animal sdo incidentes de doencas, sendo os acidos graxos de
cadeia longa como o acido palmitico associados com esse risco (Wang et al., 2017).

Os efeitos dos acidos graxos saturados sobre o LDL sanguineo, glicose e insulina
dependem também da comparagdo com outros nutrientes, por isso, 0s carboidratos também
devem ser levados em consideragdo quando se fala da composi¢do dos mesmos. Willett et al.
(2019) apontam que o consumo de agucar ndo deve ultrapassar 5% do consumo energético total
diario. O protocolo de obesidade induzida por dieta do presente estudo possuia porcentagem
menor de carboidrato comparado a quantidade de gordura, porém essa composi¢cdo era de
carboidrato refinado, amido e sacarose, fontes que aumentam muito o indice glicémico e o peso
e estdo associados com o quadro de sindrome metabdlica (Wang e Hu, 2017).

Com base nesses pressupostos, afim de desenvolver um quadro de obesidade com
ganho de peso e resisténcia a insulina, o protocolo de obesidade induzida por dieta do presente
estudo foi baseado no trabalho de Wang e Liao (2012), que descreve que camundongos levam
de 16 a 20 semanas para desenvolverem obesidade induzida por dieta, sendo o tempo necessario
para causar alteragdes nos 6rgaos e sistemas. No presente estudo, 0s animais que receberam

dieta hiperlipidica aumentaram o peso e a resisténcia a insulina quando comparados ao controle.
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Esse aumento de peso iniciou na 8% semana e se manteve até o fim do experimento, bem como
as alteracGes na captacdo de glicose frente ao estimulo de insulina exdgena também perduraram
desde o primeiro teste de ITT até o teste final. Esses resultados sdo idénticos no estudo de
Effting et al. (2019), e corroboram com o estudo de Townsend et al. (2008) onde camundongos
C57BL/6 apresentaram maior ganho de peso e aumento nos niveis de glicose e insulina,
sugerindo resisténcia a insulina quando alimentados com uma dieta com 60% de gordura
comparado ao grupo alimentado com apenas 10% de gordura em 15 semanas de dieta. White
et al. (2013) tambem demonstraram resultados semelhantes em camundongos alimentados com
dieta hiperlipidica, com aumento de peso e resisténcia & insulina em 10 semanas de
experimento. Mais recentemente, semelhancgas foram encontradas no estudo de Sokolova et al.
(2019), onde camundongos alimentados com dieta hiperlipidica durante 52 semanas
comecaram a ganhar peso a partir da 9% semana, marcando o inicio da obesidade.

Com esse quadro instalado os animais foram expostos o protocolo de redugéo
calorica associada ou ndo ao treinamento resistido. A reducéo calorica foi capaz de diminuir 0s
valores de glicose e apresentar menor area sob a curva no teste de ITT quando comparado ao
grupo obesidade induzida por dieta, bem como aumento da taxa de decaimento de glicose. Além
disso, os resultados sugerem que a reducdo caldrica foi capaz de diminuir esses valores a
condigdes basais mesmo sem a capacidade de diminuir a glicemia de jejum, 0 que sugere que a
tal resposta modula parcialmente o quadro de resisténcia a insulina.

O excesso de &cidos graxos livres na corrente sanguinea pode se acumular em
Orgdos e tecidos gerando gordura ectépica (Alomar et al., 2015; Pedersen, 2018), causando
alteracdes no metabolismo, como disfuncéo celular pela lipotoxicidade, bem como a morte
programada de células. A lipoxicidade e a producdo de ceramidas inibem a ativacdo da Akt,
inibindo assim a acdo da insulina (Kirwan et al., 2017; Palomer et al., 2018), por isso a redu¢éo
de gordura da dieta pode ter sido eficaz em reestabelecer a sensibilidade a insulina, aumentando
a captacao de glicose pelos 6rgdos e tecidos. Entretanto, a glicemia de jejum elevada, pode ser
prejudicial se mantida por longos periodos de tempo, pois precede o estagio pre-diabético (Weir
e Bonner-Weir, 2004). No presente estudo, sugere-se que esse aumento pode ser advindo ainda
dos efeitos da dieta hiperlipidica ou pelo aumento do consumo de carboidrato durante a reducao
calorica.

No estudo de Cocks et al. (2014) 6 semanas de treinamento resistido em humanos
melhorou o indice de sensibilidade a insulina em homens sedentarios. Yaspelkis et al. (2002)
também demonstraram que 12 semanas de treino resistido (3 séries de 10 repeticOes) em ratos

melhorou a captacdo de glicose, assim como resultados semelhantes foram encontrados no
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trabalho de Krisan et al. (2004). Krisan e colaboradores (2004) demonstraram que néo so ratos
que consumiram dieta padrdo, bem como também os alimentados com dieta hiperlipidica por 9
semanas (idéntica a composicao do presente estudo), expostos ao treinamento resistido por 12
semanas melhoraram a captacédo de glicose, entretanto, o protocolo de treinamento nos estudos
de Yaspelkis et al. (2002) e Krisan et al. (2004) séo diferentes do realizado no presente estudo.

O treinamento resistido concomitante as dietas no presente estudo, foi capaz de
diminuir os valores glicémicos de jejum e aumentar a taxa de decaimento da glicose em relagédo
aos seus respectivos controles, sugerindo que o treinamento parece ter papel importante no
metabolismo da glicose. O grupo reducdo caldrica associado ao treinamento resistido
apresentou valor glicémico de jejum maior quando comparado ao basal, sem diferenca
estatistica na taxa de decaimento da glicose, sugerindo que a condicao dietética pode continuar
comprometendo a glicemia de jejum mesmo quando associada ao treinamento resistido. E
importante destacar, que apesar dos resultados ndo demonstrarem alteracfes em todos 0s
indicadores analisados sob os mecanismos de captacdo da glicose, o treinamento resistido
concomitantes as dietas ndo apenas levou valores de glicemia de jejum e taxa de decaimento de
glicose a valores basais, como ainda foi capaz melhorar esses indices frente aos controles. Esses
resultados sdo semelhantes ao estudo de Botezelli et al. (2016) onde o treinamento de forga foi
capaz de controlar a resisténcia a insulina, retornando a sensibilidade a valores normais, mesmo
quando os animais foram alimentados com frutose.

Estudos também tem demonstrado que o treinamento resistido pode reduzir a
gordura corporal preservando a massa magra em obesos (Miller et al., 2018), sendo que a massa
muscular tem sido associada com maior sensibilidade a insulina (Shehab e Abd, 2011), o que
pode ter contribuido para melhora na captacao de glicose pelo treinamento resistido no presente
estudo. O estudo de Di Meo et al. (2017) demonstra ainda que o exercicio resistido é capaz de
diminuir a porcentagem de hemoglobina glicosilada e melhorar os perfis metabolicos
diminuindo o risco de doenga cardiovascular em pacientes com diabetes mellitus tipo 2.

O excesso de nutrientes leva ao aumento de peso corporal e € um dos principais
fatores relacionados a resisténcia a insulina, alteragdes inflamatdrias e estresse oxidativo (Di
Meo et al., 2017). Dessa forma, no presente estudo o peso corporal total dos animais foi
mensurado na semana 18 (antes do inicio dos protocolos de intervengéo), na 222 e 262 semana
de experimento. Na 182 semana, o grupo reducéo caldrica apresentou aumento do peso corporal
quando comparado ao grupo ao grupo dieta padrdo e ndo demonstrou diferenca estatistica no
peso corporal total em relacdo ao grupo obesidade induzida por dieta, possivelmente pelo fato

da troca de dieta iniciar apos essa mensuracdo. J& na 22% semana, 0 grupo reducdo calorica



68

diminuiu o peso corporal total em relacdo ao grupo obesidade induzida por dieta, sem diferenca
estatistica em relacdo ao grupo dieta padrdo, sugerindo que a reducdo calérica diminuiu o peso
corporal a nivel normal. Entretanto, na 262 semana, embora o grupo reducéo caldrica continuou
diminuindo peso em relacdo ao grupo obesidade induzida por dieta, acabou aumentando o peso
em relacdo ao grupo dieta padréo. Esse aumento em relacdo ao padréo pode ser devido ao fato
dos animais aumentarem o consumo de carboidrato, uma vez que essa composi¢do da dieta
pode também refletir nesse parametro (Wang e Hu, 2017), mesmo sendo capaz de melhorar em
relacdo ao consumo aumentado de gordura (Perona, 2017; O'Connor e Rudkowska, 2019).

Lijnen et al. (2012) demonstraram que camundongos alimentados com HFD (42%
kcal de gordura saturada mais 42,7% de carboidrato) durante 50 semanas, continuaram
aumentando o0 peso engquanto 0s animais expostos a diminuicao de gordura (13%) e carboidrato
(44%) por mais 6 semanas diminuiram drasticamente o peso corporal. A diferenca entre o
presente estudo e o estudo de Lijnem (2012) e colaboradores é que para induzir a obesidade, o
protocolo do presente estudo possuia mais gordura que carboidrato, porém a quantidade de
carboidrato aumentava nas semanas de reducdo caldrica (mesmo que as calorias da dieta
ficassem menores) a medida que diminuia o percentual de gordura da dieta, além disso, o tempo
de reducdo caldrica foi maior, o que pode ter também contribuido para 0 aumento de peso frente
ao consumo de maiores quantidades de carboidrato. Além disso, embora 0s mecanismos ainda
sejam incertos, alguns estudos demonstram também que a perda de peso por conta de dietas
pode ser prejudicial por conta do “reganho” de peso, devido & diminui¢do da taxa metabdlica
basal, processo conhecido como termogénese adaptativa (Tseng et al., 2010; Howell e Kones,
2017; Dayan, 2019).

Kwon et al. (2010) ao avaliarem mulheres com sobrepeso e diabetes mellitus tipo 2
demonstram que o treinamento resistido foi capaz de melhorar o0 ganho de peso comparado ao
grupo controle. Ao analisar os efeitos do treinamento concomitante a dieta do presente estudo
é possivel verificar que o grupo reducéo caldrica associado ao treinamento resistido apresentou
aumento do peso comparado ao seu controle na 222 semana, sem diferenca estatistica nas
demais semanas. Esse aumento do peso pode estar relacionado com o ganho de massa muscular,
uma vez que esse tipo de treinamento induz alterac¢des nas fibras musculares causando aumento
na densidade muscular ou hipertrofia, (Heo et al., 2018), contudo, o treinamento também pode
ter induzido a perda de gordura pelo aumento da atividade mitocondrial, modificando o peso
corporal total, estabilizando essa diferenca nas semanas seguintes.

Corroborando com nossos resultados, recentemente Lee et al. (2018) demonstraram

que o modelo animal de treinamento resistido de escalada pode melhorar o perfil mitocondrial
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e desenvolve hipertrofia do masculo esquelético. Leite et al. (2013) demonstraram que 12
semanas de exercicio de escalada aumenta a massa magra e diminuiu o percentual de gordura
em animais. De acordo com Di Meo et al. (2017) o exercicio resistido também aumenta a forca
muscular e o numero fibras rapidas além de reduzir a gordura abdominal.

O grupo reducéo caldrica associado ao treinamento resistido comparado ao grupo
dieta padrdo associado ao treinamento apresentou um aumento do peso corporal somente na 182
semana, sendo justificado pelo fato da mensuracdo do peso ter sido antes da troca de dieta, sem
diferencas estatisticas na 222 e 262 Portanto, esses resultados sugerem que o protocolo de
reducdo caldrica associada ao treinamento resistido pode ser capaz de impedir a continuidade
de ganho de peso corporal e parece ser um importante aliado mesmo em uma situacdo onde néo
ha controle de ingesta. Tais efeitos podem estar relacionados ao aumento do gasto energético
pelo exercicio e aumento de massa muscular, corroborando com o aumento da sensibilidade a
insulina.

A inflamacdo crénica de baixo grau € decorrente de alteracbes no tecido adiposo
(Batatinha et al., 2019. O tecido adiposo branco, é importante por regular a homeostase entre o
acumulo e oxidacdo de gordura, porém, também pode induzir respostas inflamatorias pela
secrecdo de adipocinas, citocinas e quimiocinas, recrutando células imunes, especialmente
macrofagos para o local inflamado, propagando a inflamacdo (Brestoff e Artis, 2015; Kang et
al., 2016; Batatinha et al., 2019). A infiltracdo exacerbada de macréfagos M1 no tecido adiposo
visceral esta relacionada com o0 aumento de LDL e o remodelamento cardiaco (Ali et al., 2019),
dessa forma, inflamacdo e resisténcia a insulina estdo relacionadas com doencas
cardiovasculares aterosclerdticas provocando inflamagao vascular (Reilly, 2007).

Estudos demonstram que a distribuicdo de gordura corporal também € um fator de
risco, uma vez que a gordura abdominal estimula fatores oxidantes estando relacionada a
quantidade de gordura epicardica e ao aumento da resisténcia a insulina (Golbidi e Laher, 2012;
Manna e Jain, 2015). Kl&ting et al. (2010) fizeram a comparacéo entre individuos obesos com
a mesma circunferéncia abdominal, porém um grupo com acimulo de gordura subcuténea, e 0
outro de gordura visceral e demonstraram que 0s primeiros, embora obesos, sdo sensiveis a
insulina, enquanto os individuos do segundo grupo s&o resistentes & acdo do hormonio.

O excesso de nutrientes e a composicdo dos mesmos desencadeia 0 aumento de
peso pelo acumulo de gordura, modificando a morfologia do tecido adiposo. Além das
alteracOes na captagdo de glicose e aumento de peso corporal total, a dieta hiperlipidica no
presente estudo foi capaz de alterar também o perfil do tecido adiposo branco, com aumento do

indice de adiposidade e diametro do adipocito. Esses dados corroboram com o estudo de
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Annamalai et al. (2017), onde ratos alimentados com HFD apresentam aumento do tamanho
das células adiposas. Lepore et al. (2019) também demonstram que animais alimentados com
dieta hiperlipidica tiveram aumento do diametro do adipécito comparado a animais com dieta
normocaldrica, bem como White et al. (2013), também comprovaram que dieta hiperlipidica
durante 10 semanas causa aumento do indice de adiposidade.

Quando os animais sdo expostos a reducdo caldrica também apresentaram o indice
de adiposidade e o diametro do adipécito maior em relacdo ao grupo dieta padrdo, sem diferenca
estatistica em relacdo ao grupo obesidade induzida por dieta, sugerindo que a reducéo calorica
por si ndo foi eficaz em reduzir o indice de adiposidade nesse periodo de tempo e nessa condicéo
dietética. Lijnen et al. (2012) demonstraram que a restri¢do calorica foi capaz de diminuir o
tamanho do adipdcito, porém, no presente estudo, apesar do grupo reducéo calérica apresentar
visualmente na imagem microscépica células adiposas com diametros aparentemente menores
em comparagao ao grupo obesidade induzida por dieta, estatisticamente o grupo nao apresentou
diferenca no diametro. Esses dados sugerem que talvez seja necessario um periodo maior de
reducdo calorica baseado em diminuicdo de gordura (Perona, 2017; O'Connor e Rudkowska,
2019), sem muito aumento de carboidrato (Wang e Hu, 2017), uma vez que esses dados
corroboram com os dados de peso corporal total e indice de adiposidade.

E importante destacar que o indice de adiposidade no presente estudo foi baseado
no peso das gorduras do tecido adiposo branco. O grupo reducdo calérica associado ao
treinamento resistido promoveu diminui¢do do indice de adiposidade, inclusive trazendo os
valores para indices de controle. Resultados semelhantes sdo encontrados no estudo de Souza
et al. (2014), onde avaliaram o percentual de gordura de todo o corpo de ratos submetidos a
dieta hiperlipidica por 13 semanas, e posteriormente treinados com exercicio resistido,
demonstrando que 0s animais obesos submetidos ao treinamento apresentaram perda do
percentual de gordura em relacdo ao grupo obeso sedentario. Esses dados sugerem que a
associacao entre dieta e exercicio parece ser eficaz em diminuir o indice de adiposidade do
tecido adiposo branco, sendo importante sob condi¢Ges patoldgicas, mesmo que o treinamento
resistido ndo tenha efeitos sob condigdes padrdes, “saudaveis”.

A disfuncéo do tecido adiposo estd diretamente relacionada com o acimulo de
gordura visceral e a hipertrofia do adipdcito, sendo o tamanho mais predisposto ao
desenvolvimento de doencas do que o aumento do nimero de células (hiperplasia) (KlI6ting et
al. (2010), isso porque, 0 humero é constante em sujeitos magros e obesos, uma vez que a
guantidade de células ndo ¢ alterada na vida adulta, sendo definida ja na infancia (Spalding et

al., 2008; Choe et al., 2016). O aumento do didmetro do adipdcito esta relacionado com o
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aumento da hipoxia tecidual e consequente aumento da permeabilidade endotelial e
recrutamento de macrofagos M1, bem como aumento da fibrose ao redor do tecido adiposo
causando disfuncéo do adipdcito e morte celular (Engin, 2017).

O grupo treinamento resistido concomitante as dietas apresentou morfologia das
células adiposas de aspecto normal e didmetros normais compativeis & morfologia padréo
comparado a redugdo calorica sozinha, sendo entdo capaz de reduzir o tamanho do adipdcito a
tamanhos normais. Esses efeitos provavelmente estdo relacionados com a reducdo de peso e
indice de adiposidade, causadas pelo possivel aumento da fungdo mitocondrial, aumentando
também a oxidacdo de &cidos graxos e consequente aumento do fluxo sanguineo, o que pode
diminuir a hipdxia tecidual (Vieira et al., 2009), alem de um possivel aumento da massa
muscular e melhora da sensibilidade a insulina (Shehab e Abd, 2011; Leite et al.,2013; Lee et
al.,2018), melhorando assim a morfologia do tecido adiposo.

Lehnig et al. (2019) demonstram que o0 exercicio pode levar a alteracfes no tecido
adiposo branco com consequente diminuicdo do tamanho do adipdcito. Em humanos, o
diametro do adipdcito de mulheres obesas submetidas a 6 semanas de treinamento foi diminuido
guando comparado com mulheres que so realizaram reducdo calérica (Thompson et al., 2012;
You et al., 2004), além disso, ratos alimentos com dieta hiperlipidica e treinados durante 4
semanas, também tiveram diminui¢do do didmetro do adipécito, embora com exercicio aerébio
(Gollisch et al., 2009). A diminuicdo do diametro do adipécito pelo treinamento resistido pode
ter contribuido para aumentar a sensibilidade a insulina e possivelmente melhorar os parametros
inflamatorios e de estresse oxidativo no tecido cardiaco.

As alteragdes no tecido adiposo causadas pelo excesso de nutrientes e/ou consumo
excessivo de gorduras saturadas desencadeia o processo inflamatdrio crénico na obesidade
relacionado com a producdo de citocinas pré-inflamatérias e maior propensao a disfuncbes
cardiovasculares (Souza et al., 2014). O TNF-a e a IL-6 séo citocinas envolvidas nas alteraces
metabolicas decorrentes da obesidade incluindo inibi¢do da via de sinalizagdo da insulina
(Thomas et al., 2015; Di Meo et al., 2017).

Estudos apontam que concentra¢fes plasmaticas de IL-6 e TNF-o também estdo
relacionadas com o risco de infarto do miocardio em modelos animais e humanos (Reilly, 2007,
Mathur e Pedersen e Febbraio, 2008) e que comprometem a funcao endotelial (Lovren et al.,
2015). Embora ndo foram observadas diferencas estatisticas em ambos os grupos no conteudo
de TNF-a (Kang et al., 2016; Tang et al., 2016; Kirwan et al., 2017; Meo et al., 2017; Pedersen,
2018; Palomer et al., 2018), o grupo obesidade induzida por dieta apresentou conteido

aumentado de IL-6 em relacdo ao grupo dieta padréo. Esse resultado é semelhante em estudo
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prévio em que Botezelli e colaboradores (2016), demonstraram que animais alimentados com
frutose apresentam estado inflamat6rio com maior concentracdo sérica de I1L-6.

O grupo reducdo calorica apresentou aumento no contetdo de IL-6 em relacdo a
dieta padrdo, sem diferenca estatistica em relacdo ao grupo obesidade induzida por dieta,
sugerindo que a reducdo calorica por si ndo foi capaz de diminuir a inflamacéo mediada por IL-
6. Lijnen et al. (2012) demonstram que animais com diminuicao de gordura saturada de 42 para
13% diminuiram a expressao génica de IL-6 no tecido adiposo, embora ndo tenha alterado a
expressao de TNF-a, contudo a quantidade de carboidrato durante a reducdo caldrica foi maior
no presente estudo.

Embora estudos apontem que acido palmitico induz dano ao miocardio (Ali et al.,
2019), outros estudos, de corte, demonstram que dietas ricas em gordura ndo aumentam o risco
de doencas cardiovasculares, mas também sugerem que carboidratos ndo sejam substituidos por
gordura quando consumidos de forma reduzida, e que a diminuigdo da quantidade de gordura
ndo deve ser acompanhada de aumento de carboidratos refinados e agucar (Wang e Hu, 2017),
0 que pode explicar a ndo diminuicdo do conteddo de IL-6 pela reducédo caldrica no presente
estudo. Além disso, a modificacdo do tecido avaliado pode influenciar nas divergéncias de
resultados, porém, esses dados corroboram com os resultados relacionados ao tecido adiposo
do presente estudo, o que pode ter contribuido para producdo aumentada dessa interleucina no
coragdo. De acordo com Bao et al. (2015), niveis elevados de IL-6 circulantes estdo
intimamente relacionados com a resisténcia a insulina e diabetes e segundo Kim et al. (2015)
esses niveis sdo positivamente associados ao percentual de massa gorda, 0 que mais uma vez
corrobora com os dados de glicemia de jejum, peso corporal e indice de adiposidade do presente
estudo apresentados pelo grupo reducdo cal6rica.

Recentemente, os efeitos anti-inflamatdrios do exercicio vém sendo estudados
(Tateya et al., 2013; Pedersen, 2018). No presente estudo, o grupo reducdo caldrica associado
ao treinamento resistido diminuiu o contetdo de IL-6 quando comparado a redug&o caldrica por
si, demonstrando que o treinamento resistido se torna uma intervencdo eficaz em reduzir
inflamacdo crénica nessa condicdo, bem como essa associacdo foi capaz de causar alteracdes
benéficas no quadro inflamatdrio por levar esse conteudo a condi¢Bes basais. No estudo de
Tang et al. (2016) ratos alimentos com dieta hiperlipidica e treinados por 8 semanas em escada,
apresentaram concentragdes de IL-6 menores. Alguns estudos tém demonstrado a relagdo desse
efeito com a massa muscular e melhora da sensibilidade a insulina (Salles et al., 2010), o que
corrobora com os demais resultados apresentados por esse grupo, no entanto, os beneficios do

exercicio também parecem estar associados ao fato de que o treinamento é capaz de promover
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a producdo de citocinas anti-inflamatdrias, para além do aumento de massa e forca muscular,
bem como aumento do gasto energético.

Os efeitos anti-inflamatorios do exercicio, estdo fortemente relacionados com o
aumento de IL-6 produzida pela contracdo muscular e exerce papel paradoxo ao tecido adiposo
(Pedersen, 2018). Dentre esses efeitos, a IL-6 muscular promove 0 aumento de citocinas anti-
inflamatorias como IL-10 e IL1-ra, que inibem respectivamente a produgédo de TNF-a e IL-1p,
citocinas chaves no processo inflamatério (Oh et al., 2016; Pedersen, 2018; Cabral-Santos et
al., 2018). Por isso, € importante ressaltar que contetidos elevados, crénicos de I1L-6 tem efeitos
pro-inflamatorios e séo prejudiciais ao metabolismo, enquanto a IL-6 produzida pelo mdsculo
esquelético e liberada rapidamente na corrente sanguinea apds exercicio exerce efeito anti-
inflamatdrio (Pedersen e Febbraio, 2012). Além disso, essa producao de IL-6 muscular e seus
efeitos esta relacionada com varios fatores, como intensidade do exercicio, duracdo, massa
muscular envolvida e glicogénio muscular (Pedersen e Febbraio, 2008; Pedersen, 2018).

Estudos apontam também que o exercicio fisico provavelmente suprime o TNF-a
via independente da IL-6, uma vez que ha uma diminuicdo do TNF-o ap0s exercicio em
camundongos knock-out de IL-6 (Pedersen e Febbraio, 2008 e 2012). Uma hipdtese € que o
exercicio induz a altos niveis de epinefrina e que apesar do mecanismo néo estar claro, a infusdo
de epinefrina atenua o aparecimento de TNF-a, induzindo somente pequeno aumento na IL-6
(Pedersen e Febbraio, 2008; Pedersen, 2018).

Prévios estudos tém demonstrado que a deplecdo de IL-6 pode induzir a danos
cardiacos, porém, elevados conteldos de IL-6 também estdo correlacionados ao dano,
sugerindo que concentracOes fisioldgicas sdo importantes (Lee et al., 2017). Esses dados e
parametros inflamatorios em conjunto demonstram que a inflamac&o no tecido cardiaco parece
ser dependente de IL-6 crénica no modelo experimental do presente estudo.

A inflamacdo no tecido adiposo pode levar ao quadro de estresse oxidativo (Manna
e Jain, 2015), onde TNF-a e IL-6 sdo citocinas estimuladoras para a producdo ERO (Fernandez-
Sanchez et al., 2011), aumentando a atividade da NADPH oxidase e a producdo de &nion
superdxido (Espinosa et al., 2016). Além disso, a sobrecarga lipidica acelera o fluxo metabdlico,
acelerando o ciclo do &cido tricarboxilico e levando a superproducdo de NADH e FADHo,
causando aumento exacerbado dessas coenzimas e maior extravasamento de elétrons na cadeia
respiratoria, resultando no aumento da producao de superdxido. O excesso de nutrientes causa
disfuncdo mitocondrial diminuindo a oxidagdo de acidos graxos e levando ao acumulo de acil-

CoA e DAG, o que compromete a via de sinaliza¢éo da insulina pelo aumento na producéao de
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oxidantes, principalmente pela producéo de perdxido de hidrogénio ativando NFkB e outras
quinases (JNK, PKC, MAPK) (Glass e Olefsky, 2012; Di Meo et al., 2017).

Assim sendo, a obesidade pode levar a alterac6es redox em varios 0rgaos e tecidos,
incluindo o coracdo. A esteatose miocardica tem sido utilizada como biomarcador de
lipotoxicidade cardiaca em humanos, bem como o acimulo de lipidios no coracdo esta
associado a disfuncdo cardiaca em humanos e roedores com obesidade induzida por dieta
(Wende et al., 2012). No estudo de Balteau et al., (2011) cardiomiocitos cultivados a alta
exposicdo de glicose também ativam NOX2 e prejudicam a sinalizacdo de insulina, dado
revertido quando usado um inibidor da ativagédo de NOX2.

Evidéncias demonstram que a deficiéncia no sistema antioxidante torna o coragéo
vulneravel a lesdo de isquemia-reperfusdao em modelos animais (Barbosa et al., 2012). Portanto,
0 estresse oxidativo tem sido clinicamente relacionado a alteracGes no tecido cardiaco e
progressao de doencas cardiacas (Pignatelli et al., 2018; Camera et al., 2019). O desequilibrio
entre as defesas antioxidantes endégenas e a producdo de agentes oxidantes levam ao quadro
de estresse oxidativo, o que pode causar danos a macromoléculas desenvolvendo condicdes
patoldgicas (Hurrle e Hsu, 2017; Usman e Volpi, 2018).

A primeira linha de defesa antioxidante em sistemas bioldgicos é a superoxido
dismutase, enzima que dismuta o anion superdxido em peroxido de hidrogénio, sendo de
extrema importancia para o organismo (Shadel e Horvath, 2015; Brand, 2016). A produgéo
continua e/ou em excesso de ERO durante os processos metabdlicos leva a modulacdo dos
mecanismos de defesa enddgenos (Halliwell, 2011).

No presente estudo, o grupo obesidade induzida por dieta apresentou maior
atividade da superdxido dismutase. Geralmente, estudos apontam que a atividade da SOD, por
ser uma enzima antioxidante e importante em sistemas redox, esteja diminuida em animais
alimentados com dieta hiperlipidica (Balbaa et al., 2017; Annamalai et al., 2017 ;Abdelsadik,
2018), porém, o suposto aumento da producdo de agentes oxidantes nesse grupo, por conta da
dieta, pode ter feito com que o sistema tenha elevado a atividade da SOD para poder manter o
estado redox. 1sso € possivel uma vez que o acumulo de AGL na corrente sanguinea aumentam
a producdo de oxidantes mitocondriais. (Di Meo et al., 2017). Corroborando com essa hipotese,
Souto et al. (2015) observaram que dieta hiperlipidica aumenta a producéo de superdxido nas
fibras musculares esqueléticas de camundongos, e além disso, a atividade elevada da SOD
também foi relatada em tecido cardiaco de ratos obesos induzidos por dieta nos estudos de
Ansari et al. (2012) e Farhangi et al. (2017). O mesmo resultado foi encontrado em

camundongos no estudo de Abdurrachim et al. (2014) e no estudo de Noyan et al. (2005), em
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ratos diabéticos. Esse fato pode ser explicado pela adaptacdo compensatoria do organismo ao
estresse oxidativo na obesidade induzida por dieta hiperlipidica, sugerindo que a mudanca no
sistema de defesa antioxidante e nos marcadores de estresse oxidativo no corpo pode ser
especifica do tecido, e por isso, os 6rgdos do corpo podem responder de maneiras diferentes
(Farhangi et al., 2017; Maciejczyk et al., 2018).

O grupo reducdo caldrica apresentou diminuicdo da atividade da SOD quando
comparado ao grupo obesidade induzida por dieta, sem diferenca estatistica em relagcdo ao grupo
dieta padrdo. Com base no mecanismo de adaptacdo compensatdria, frente a producdo de
estresse oxidativo relatado por Farhangi et al. (2017) e Maciejczyk et al. (2018), é possivel
supor que a reducdo calorica pode ter sido eficaz em diminuir a producéo de anion superéxido
(Colom et al.,2007), portanto, o grupo reducdo caldrica ndo teve a necessidade de elevar a
atividade antioxidante da SOD.

O exercicio € um mecanismo protetor contra doengas inflamatorias crénicas ndo s
por exercer efeito anti-inflamatério, mas também pelo seu efeito antioxidante (Zanchi et al.,
2012; Goh et al., 2016; Pedersen, 2018). Estudos mostram que o exercicio fisico é capaz de
aumentar as defesas enddgenas, melhorando o equilibrio redox em varios tecidos através da
transcricdo de enzimas antioxidantes, mediadas por NRf-2 (Abreu et al., 2017; Done et al.,
2017; Di Meo et al., 2017; Souza et al., 2017; Mohan e Gupta, 2018). Estudos apontam que 0
exercicio fisico regular protege contra ERO por melhorar mecanismos de protec¢do antioxidante
no miocardio (Golbidi e Laher, 2012).

No presente estudo, o grupo reducdo caldrica associado ao treinamento resistido
apresentou uma diminuicdo da atividade da SOD quando comparado a reducao cal6rica por si
e em relacdo ao padrdo. Seguindo o mesmo raciocinio do aumento da atividade antioxidante
pelo grupo dieta hiperlipidica — mecanismo de adaptacdo compensatéria a producdo de
oxidantes (Farhangi et al., 2017; Maciejczyk et al., 2018) — é possivel hipoteticamente, que a
associacao entre reducdo cal6rica e treinamento resistido também tenha diminuido a producéo
de anion superéxido, uma vez que a atividade da SOD também estava diminuida frente a
intervencgdo da reducdo calorica por si, entretanto, inusitadamente essa associagdo comparada a
atividades basais foi ainda menor. Alteragdes regulatorias no estado oxidativo podem estar
relacionadas com o aumento de enzimas antioxidantes, porém, Di Meo et al. (2017) cita que
enquanto alguns estudos descrevem que o exercicio fisico pode provocar aumento na atividade
de enzimas antioxidantes no musculo esquelético, como SOD, CAT e GPX, outros falharam

em demonstrar essa melhora apds exercicio.
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Uma maior atividade da superdxido dismutase leva ao aumento da producao de
peroxido de hidrogénio (Shadel e Horvath, 2015; Brand, 2016). O peroxido de hidrogénio é
uma espeécie reativa advinda da dismutacdo de um radical livre, o anion superoxido. Essa
espécie reativa esta envolvida em varios processos fisioldgicos e pode reduzir a sensibilidade a
insulina (Di Meo et al., 2017). O grupo obesidade induzida por dieta no presente estudo
apresentou aumento da producdo de agente oxidante no coracao, pelo aumento da oxidacéo do
DCFH, marcador indireto da producdo de perdxido de hidrogénio, dado relacionado com o
aumento da atividade da SOD. Corroborando com esses resultados, Zeng et al. (2015)
revelaram que a dieta hiperlipidica deixa o miocéardio susceptivel ao quadro de estresse
oxidativo com aumento na oxidacdo de DCFH in vitro e em in vivo. Gamez-Mendez et al.
(2015) também demonstraram que 8 semanas de dieta hiperlipidica levaram ao aumento de
estresse oxidativo e consequente disfuncao endotelial das artérias coronarias de ratos obesos. A
exposicao cronica a acidos graxos de cadeia longa podem aumentar a producdo de ERO de
origem mitocondrial, estando associada com comprometimento da via de sinalizagdo de
insulina (Gregor e Hotamisligil, 2011; Glass e Olefsky, 2012; Di Meo et al., 2017).

A reducdo calorica do presente estudo foi capaz de diminuir essa producdo de
oxidante quando comparado com o0 grupo obesidade induzida por dieta, sem diferenca
estatistica quando comparado a dieta padrdo, sugerindo que a reducdo calérica foi capaz de
levar essa oxidacdo a condicdes basais. Os resultados apresentados até entdo apontam que
animais com diminuicdo de calorias e gorduras da dieta obtiveram maior sensibilidade a
insulina, possivelmente relacionada a diminuicdo de agentes oxidantes. A diminuicdo de
gordura saturada e as dietas hipocaléricas, podem levar a cardioprotecdo no coracdo (Wende et
al., 2012).

Estudos examinando o papel de &cidos graxos em midcitos cardiacos primarios
descobriram que o tratamento com palmitoleato ou oleato ndo alterou a viabilidade celular,
enquanto 24 horas de tratamento com palmitato causou apoptose celular; bem como o
tratamento de midcitos cardiacos adultos primarios com excesso de &cidos graxos saturados
também leva ao acumulo de ceramidas e morte celular (Wende e Abel, 2010). Esses resultados
reforcam a ideia que a diminuicdo de gordura do protocolo de reducdo calorica do presente
estudo pode ter contribuido para diminui¢ao da oxidagdo do DCFH no coragédo. Segundo Colom
etal. (2007), a restricdo calorica tem sido associada a diminuigéo da producéo de radicais livres.

No presente estudo, o grupo reducdo calorica associado ao treinamento resistido
apresentou menor oxidacdo do DCFH no coragdo quando comparado a redugéo calorica por si,

inclusive a niveis basais. Sugere-se, portanto, um papel importante da reducdo caldrica
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associada ao treinamento resistido frente na regulacdo dos niveis de oxidantes celulares, sendo
uma possivel intervencdo cardioterapéutica para doengas, embora esse tipo de treinamento néo
tenha apresentado resultados efetivos em condi¢des normais. Sverdlov et al. (2016) sugerem
que as caracteristicas do tecido cardiaco exibem uma plasticidade que € mediada por fatores
metabdlicos relacionados a dieta e que podem ser melhorados pela intervencéo dietética.

Sendo o perdxido de hidrogénio uma espécie reativa, quando produzido em maiores
quantidades ele precisa ser retirado do organismo por meio de enzimas antioxidantes para ndo
causar danos & macromoléculas. A CAT é também uma enzima que compde 0 sistema
antioxidante e catalisa o peréxido de hidrogénio em &gua e oxigénio. (Shadel e Horvath, 2015;
Brand, 2016). O grupo obesidade induzida por dieta no presente estudo, apresentou diminuicéo
da atividade da catalase quando comparado ao grupo dieta padrdo, dado que corrobora com o
aumento da oxidacdo do DCFH, sugerindo que esse sistema antioxidante torna se prejudicado
sob essas condicdes dietéticas.

No presente estudo, ao grupo reducdo caldrica da dieta apresentou diminui¢do da
atividade da catalase quando comparado ao grupo dieta padrdo, sem diferenca estatistica entre
0 grupo obesidade induzida por dieta, sugerindo que a reducao calérica prejudica a atividade
antioxidante da catalase, mesmo essa condicéo dietética tendo diminuido a oxidagdo do DCFH.
Contudo, é importante destacar que a catalise do peréxido de hidrogénio pode ser feita por
outras enzimas enddgenas, como a GPX e o sistema tiorredoxina/tiorredoxina redutase
(Trx/TrxR) (Birben, et al.,2012; Scheffer et al., 2012; Lennicke et al.,2015).

O grupo treinamento resistido ndo apresentou diferenca estatistica gquando
comparados ao grupo padrao e a reducdo caldrica por si. Esses dados sdo semelhantes ao estudo
de Barbosa et al. (2012), onde a atividade de CAT permanece inalterada em condigdes de
exercicio no coracdo de ratos. Entretanto a reducdo caldrica associada ao treinamento resistido
foi capaz de levar a atividade da catalase a valores basais, 0 que se relacionada com a oxidacao
do DCFH & niveis padrBes no mesmo grupo. E importante destacar que embora estudos
indiguem que o exercicio tenha papel antioxidante (Zanchi et al., 2012; Goh et al., 2016), a
modulacdo do sistema enddgeno (Di Meo et al.,2017; Farhangi et al.,2017; Maciejczyk et al.,
2018; Birben, et al.,2012; Scheffer et al., 2012; Lennicke et al.,2015), depende do tecido

analisado (Sverdlov et al.,2016) e do tipo, intensidade e duracéo do exercicio.
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6 CONCLUSAO

Tomados em conjunto, os resultados apontam importantes efeitos da reducéo
caldrica e sua associacdo ao treinamento resistido, embora o treinamento merece destaque na
melhora do quadro de obesidade induzida por dieta.

A reducdo caldrica por si parece melhorar parcialmente o quadro de resisténcia a
insulina, uma vez que os valores de glicemia de jejum se mantiveram elevados. A sua
associacdo com o treinamento resistido também foi capaz de aumentar a sensibilidade a
insulina, diminuindo a glicemia de jejum e aumentando captacdo de glicose, sendo que este
ultimo indicador chegou a niveis normais, demonstrando efeitos benéficos dos modelos de
intervencao.

A reducdo calorica apesar de ter diminuido o peso corporal total dos animais na
222 semana, apresentou um aumento na 262 o que ndo tornou a intervencdo eficaz, mesmo
podendo ser explicado pela composicdo da reducao dietética, demonstrando que tdo importante
guanto a quantidade de calorias, a composicao dos nutrientes tem influéncia nesse e em outros
indicadores analisados. O grupo reducéo caldrica associado ao treinamento resistido apresentou
um aumento de peso na 222 semana, com consequente manutencdo a valores normais
posteriormente. Esse fato pode estar relacionado com a especificidade do treinamento uma vez
que, pode induzir a0 aumento de massa muscular promovendo maior captacdo de glicose e
melhora da funcdo mitocondrial com consequente aumento do gasto energético, se mostrando
um importante aliado para controle de peso corporal sob essas condicdes.

O grupo redugdo caldrica ndo foi capaz de reduzir o didmetro do adipdcito nesse
periodo de tempo e nessa condicdo dietética, dados que se correlacionam com o peso e indice
de adiposidade. A associacdo entre reducdo cal6rica e treinamento resistido foi capaz de
diminuir o indice de adiposidade a valores normais, bem como modificar a perfil do tecido
adiposo, reduzindo o didmetro do adipocito a tamanhos normais. Esses dados estdo diretamente
relacionados com o peso corporal total e o indice de adiposidade, o que pode ter contribuido
para melhora da sensibilidade a insulina, modulacdo do quadro de estresse oxidativo e
diminuicdo da inflamagéo.

Enquanto a redugdo calorica por si ndo foi capaz de diminuir a inflamagdo mediada
por IL-6, dado correlacionado com a glicemia de jejum elevada, peso, indice de adiposidade e
didmetro do adipdcito, sua associacdo com treinamento resistido parece eficaz em melhorar
esse perfil inflamatorio, levando o conteudo da interleucina 6 a valores basais, supostamente

pela diminuig&o de gordura, aumento de massa muscular, e melhora da sensibilidade a insulina.
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No que diz respeito a modulacgdo redox, ambas as intervencgdes foram eficientes em
diminuir a produgdo de agentes oxidantes, correlacionando com a melhora do quadro de
resisténcia a insulina, enquanto a atividade antioxidante ainda permanece um pouco obscura
frente aos mecanismos de compensacdo do sistema enddgeno nesse tecido e aos NOSS0S
protocolos de intervengao.

Frente aos pardmetros analisados € possivel perceber que o treinamento resistido
em condicdes padrdes ndo é capaz de promover efeitos significativos, mas parece possuir papel
importante sob condi¢des patoldgicas. Esse fato pode estar relacionado com as especificidades
do treinamento, como duragdo, intensidade e frequéncia, porém, mais estudos sdo necessarios
para compreender os mecanismos do treinamento resistido. Até onde se sabe, este trabalho foi
um dos primeiros a demonstrar em um Unico estudo os efeitos de um modelo de reducao
caldrica da dieta associada ao treinamento resistido e sua relacdo na dinamica da captacdo de
glicose, sob parametros de estresse oxidativo e inflamagao em tecido cardiaco.

Com base nos resultados apresentados, sugere-se que reducdo caldrica da dieta e
sua associacdo com o treinamento resistido revertem parcialmente as alteracGes metabdlicas
desencadeadas pela obesidade induzida por dieta hiperlipidica, mas vale destacar que o
treinamento resistido tem papel fundamental na modulagédo dessas complicages, para além dos
beneficios ja descritos na literatura sobre aumento de massa e resisténcia muscular, podendo
ser uma abordagem terapéutica para reduzir os riscos relacionados a resisténcia a insulina e ao
dano cardiaco, porém, mais estudos sdo necessarios para melhor elucidar os mecanismos pelo

qual ambas intervencBes podem contribuir para a prevencao e tratamento da doenca.
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®
LA CEUA;

Universidade do Extremo Sul Catarinense

Comisséo de Etica no Uso de Animais

Resolug¢ado )
A Comissdo de Etica no Uso de Animais, normatizada pela Resolugao n.
02/2011/Camara Propex e pela Lei Federal 11.794/08, analisou o projeto abaixo.

Protocolo: 067/2014-2

Professor responsavel: Ricardo Aurino de Pinho

Equipe: Pauline Souza Effting

Titulo: “O papel da AMPK na inibicao do sistema NADP(H) oxidase e na
regulagcao da homeostase do calcio em musculo esquelético e cardiaco de
animais expostos a dieta hiperlipidica: um possivel efeito regulatério do
exercicio sobre a resisténcia a insulina”

Este projeto foi Aprovado em seus aspectos éticos e metodologicos. Toda e
qualquer alteragao do Projeto devera ser comunicada a CEUA. Foi autorizada a
utilizagao do total de 132 Ratos Wistar de 60 dias, pesando aproximadamente 250
g. Os membros da CEUA nao participaram do processo de avaliagdo 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: 067/2014-2
Principal Investigator: Ricardo Aurino de Pinho

Researchers: Pauline Souza Effting

Project title: “The role of AMPK in the inhibition of NADP(H) oxidase system
and in the regulation of calcium homeostasis in skeletal muscle and heart of
animals exposed to high-fat diet: a possible regulatory effect of exercise on
insulin resistance”

The project was Approved in its ethical and methodological aspects. Any
alteration of the onginal 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.

Criciima, 02 de dezembro de 2014.
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Coordenador Adjunto da CEUA
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