UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

“JULIO DE MESQUITA FILHO”
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS - RIO CLARO

CIENCIAS DA MOTRICIDADE- AREA DE BIODINAMICA DA MOTRICIDADE
HUMANA

LEANDRO PEREIRA DE MOURA

TREINAMENTO AEROBIO NA PREVENCAO
DA DOENCA HEPATICA NAO ALCOOLICA
DECORRENTE DA OBESIDADE EM RATOS

Rio Claro

Janeiro/2013



LEANDRO PEREIRA DE MOURA

TREINAMENTO AEROBIO NA PREVENCAO DA DOENCA
HEPATICA NAO ALCOOLICA DECORRENTE DA OBESIDADE EM

RATOS

Orientador: Maria Alice Rostom de Mello

Dissertacao apresentada ao
Instituto de Biociéncias do Campus
de Rio Claro, Universidade
Estadual Paulista, como parte dos
requisitos para obtencdo do titulo
de Mestre em Ciéncias da
Motricidade- Area de Biodinamica
da Motricidade Humana

Comissao Examinadora

Profa. Dr. Maria Alice Rostom de Mello
Profa. Dra. Carla Roberta de Oliveira Carvalho

Prof. Dr. Dennys Esper Correa Cintra
Prof. Dr. Eduardo Rochete Ropelle
Prof. Dr. Michel Barbosa de Araujo

Profa. Dra. Eliete Luciano
Prof. Dr. Ricardo José Gomes

Rio Claro
Janeiro/2013



APOIO FINANCEIRO

FAPESP
BOLSA DE MESTRADO NO PAIS
PROCESSO: 2010/12718-5



TREINAMENTO AEROBIO NA PREVENCAO DA DOENCA HEPATICA NAO
ALCOOLICA DECORRENTE DA OBESIDADE EM RATOS

Resumo

A obesidade é um problema de saude publica mundial e esta fortemente
relacionada com a resisténcia a insulina. Esta Ultima encontra-se associada a
doenca hepética gordurosa ndo alcodlica (DHGNA), doenca caracterizada pelo
acumulo de gordura no figado, que pode leva-lo a faléncia. Na atualidade, o
tratamento sugerido para DHGNA consiste na diminuicdo da ingestdo de gordura
associada a atividade fisica. Contudo, pouco se sabe quanto aos protocolos de
treinamento mais adequados para a prevengao ou tratamento dessa doenca. O
presente estudo visou analisar os efeitos do exercicio fisico na intensidade de 80%
do limiar anaerébio (LAn) sobre marcadores de DHGNA em ratos obesos. Para a
indugcdo da obesidade, os animais, a partir dos 90 dias de idade, foram mantidos
com dieta hiperlipidica/hipercalérica (35% de gordura animal/vegetal) e os animais
controles tratados com dieta balanceada (AIN-93M). Todos o0s animais foram
submetidos a testes de lactato minimo para a identificacdo do limiar anaerobio (LAN)
durante exercicio de natacdo. Parte dos animais de cada grupo foi submetida ao
treinamento por natacdo, em intensidade equivalente a 80% do LAn, 1 h/dia, 5
dias/semana, por 16 semanas. Outra parte teve o treinamento suspenso apés 8
semanas, ficando em observagdo por 8 semanas adicionais. Outra parte, ainda,
permaneceu sedentaria ao longo de todo o experimento. Foi possivel padronizar um
protocolo de determinacdo da capacidade aerdbia para ratos recém-nascidos, 0
exercicio fisico realizado desde a infancia até aos 90 dias de idade contribui na
reducdo do ganho de peso, melhora no metabolismo da glicose e menor acumulo de
gordura hepatica. O destreinamento fez com que algumas melhorias metabdlicas
decorrentes do exercicio fisico fossem neutralizadas, assim como o ganho de peso.
Visto isso, conclui-se que a pratica regular de exercicio fisico pode ser uma

ferramenta importante para o tratamento da obesidade e da DHGNA.

Palavras-chave: Exercicio fisico, obesidade, doenca hepatica gordurosa nao

alcoodlica, ratos.



AEROBIC TRAINING IN PREVENTION OF NONALCOHOLIC FATTY LIVER
DISEASE RESULTED FROM OBESITY IN RATS

Abstract

Obesity is a public health problem worldwide and is strongly associated with
insulin resistance. The latter is associated with nonalcoholic fatty liver disease
(NAFLD), a disease characterized by accumulation of fat in the liver that can lead
you to organ failure. Currently, the suggested treatment for NAFLD is decrease in fat
intake associated with increase in physical activity. However, little is known about the
most appropriate training protocols for the prevention or treatment of this disease.
This study aims to examine the effects of exercise at the intensity of the 80% of
anaerobic threshold (AT) on markers of NAFLD in obese rats. To induce obesity, 90
days old rats, will be maintained with a high fat / higher calorie diet (35% of animal fat
/ vegetable fat). Control rats will be treated with a balanced diet (AIN-93M). All
animals will be submitted to the lactate minimum test to identify the anaerobic
threshold (AT) during swimming exercise. Part of the animals from each group will be
subjected to swimming training in intensity equivalent to 80% of the individual AT, 1 h
/ day, 5 days / week for 16 weeks, another part of them will have exercise training
suspended after 8 weeks, remaining under observation for additional 8 weeks, while
others will remain sedentary throughout the experiment. It was possible to
standardize a protocol to determine the aerobic capacity to newborn rats, physical
exercise performed from infancy up to 90 days of age helps in reducing weight gain,
improves glucose metabolism and reduced hepatic fat accumulation. The detraining
made that some metabolic improvements resulting from the exercise were
neutralized, as well as weight gain. Based on this, it is concluded that regular

exercise can be an important tool for the treatment of obesity and NAFLD.

Keywords: Exercise, obesity, nonalcoholic fatty liver disease, rats.
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1. Introducéo

A obesidade € uma doenca com fisiopatologia, comorbidades e capacidades
desabilitantes préprias (CONWAY & RENE, 2004). Esta doenca é diagnosticada
gquando se tem valores de gordura corporal acima dos normais, levando em
consideracao a estatura, género e idade (MARTI & MARTINEZ, 2001).

O aumento do numero de obesos em todo o0 mundo € alarmante, constituindo
um importante problema de saude publica (EBBELING et al, 2002; ELOBEID et al.,
2008). De acordo com Deitel (2003), a populacédo obesa e/ou com sobrepeso é de
cerca de 1,7 bilhdes de pessoas em todo o mundo e no Brasil esse numero chega a
51,7% da populagdo (WHO, 2007). Dados preocupantes, uma vez que pessoas
obesas tendem a ter diminuigdo na expectativa de vida (FONTAINE et al., 2003)

O comprometimento da qualidade de vida de uma pessoa obesa é devido as
varias doencas decorrentes dessa condicdo, como: hipertensdo arterial,
hipercolesterolemia, hiperlipidemia, doengas coronarianas, diabetes mellitus
(DAMASO, 2003; GUEDES et al., 2006), invalidez (EZZATI et al., 2002) e doenca
hepatica gordurosa nao alcodlica (DHGNA) (ANGULO, 2002; UTZSCHNEIDER et
al., 2006), esta ultima cresce concomitante ao numero de incidéncia de obesidade
(CALDWELL et al., 2004; BRUNT, 2005; WILLIAMS, 2006).

A DHGNA € uma doenca caracterizada pela presenca de goticulas de gordura
no figado (DIEHL et al., 1999) e foi descoberta por Ludwig e colaboradores em 1980
(LUDWIG et al., 1980). Este acumulo de gordura hepatica é encontrado em 57,5 a
75% dos casos de obesidade (ANGULO, 2002), devido a alteracbes como: aumento
do consumo de gordura, diminuicdo na oxidacdo e da secrecéo de lipideos pelo

figado (BURT & DAY, 1998) ou por outros mecanismos como: resisténcia a insulina,
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estresse oxidativo e resposta inflamatéria do organismo (SCHWIMMER et al., 2003;
LOUTHAN et al., 2005).

O figado gorduroso é caracterizado por uma concentracdo maior ou igual a
5% de gordura em relac@o ao peso do 6rgdo (LUDWING et al., 1980; GAUDIO et al.,
2000) e pode variar desde uma simples esteatose, sem evidéncias de inflamacéo,
até manifestacdes necro-inflamatoérias, incluindo esteato-hepatitite, que em 50% dos
casos pode evoluir para fibrose, em 15 % para cirrose e em 3% para faléncia
hepatica (SHETH et al., 1997; MULHALL et al.,, 2002; ANGULO, 2002; ALBA &
LINDOR, 2003; UTZSCHNEIDER et al., 2006).

Como ainda nao existem medicamentos para o tratamento desta doenca,
recomenda-se para pessoas diagnosticadas com DHGNA, a diminuicdo da ingestéao
de gorduras e a prética regular de atividade fisica (PARDEE et al., 2009; SOCHA et
al., 2009). Pessoas obesas e com DHGNA apresentam resisténcia a insulina
(ZANELLA et al., 2001) e a atividade fisica por si s6 consegue melhorar esse quadro
(GOODYEAR; KAHN 1998; BASSUK; MANSON 2005).

De acordo com Magarey et al., (2003) a obesidade na infancia e adolescéncia
é fator de risco para a obesidade na vida adulta, e com isso, torna-se importante a
pratica habitual de atividade fisica nessa etapa da vida. A pratica de atividade na
adolescéncia esta inversamente relacionada a hipertensdo arterial e resisténcia a
insulina na idade adulta (FERNANDES & ZANESCO, 2010) podendo com isso 0
sedentarismo favorecer a DHGNA. Ainda é muito pouco discutida na literatura se a
hipétese de que a atividade fisica de intensidade moderada realizada regularmente
na infancia, adolescéncia e na idade adulta possa minimizar e/ou prevenir lesdes
hepaticas decorrentes do acumulo de gordura. A partir disso, o presente estudo tem
como objetivo analisar os efeitos da atividade fisica moderada desde a infancia até a

idade adulta de ratos obesos com DHGNA.
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2. Reviséo de literatura
2.1 Obesidade

A obesidade é um problema de saude publica mundial e considerada uma
doenca desde 1985 (GREENWAY & SMITH, 2000) por ser caracterizada como uma
condi¢cdo patolégica acompanhada por acumulo excessivo de gordura levando em
consideracao estatura, género e idade (MARTI & MARTINEZ, 2001).

O numero de obesos em todo o mundo aumentou em 100 milhdes em um
curto periodo de tempo (1995-2000) perfazendo 15% da populacdo mundial e
estimativas mostram que em 2025, o Brasil sera o quinto pais no mundo na
incidéncia de obesidade (DAMASO, 2001). Em nosso pais o excesso de peso e a
obesidade j& atingem juntos mais de 30% da populag&o adulta, sendo acompanhada
de uma maior morbidade e menor longevidade (MENDES et al., 2006; PELLANDA et
al., 2002).

Nos dias atuais, a tecnologia da vida moderna, proporciona métodos de
economia de calorias no cotidiano e isso pode trazer prejuizos ao proprio organismo
guando se une a uma alimentagdo com consumo excessivo de alimentos ricos em
gordura saturada, bebidas hipercaléricas e baixos niveis de atividade fisica. Esses
fatores ambientais e socioculturais como estilo de vida e uma dieta desbalanceada
tém contribuido fortemente para uma obesidade logo na infancia, dado preocupante
uma vez que esse numero vem crescendo chegando a atingir 25-30% de criancas
nos paises ricos (MENDES et al., 2006; PELLANDA et al., 2002; FISBERG, 2004).

Tais elementos determinam uma pandemia de sobrepeso e obesidade e suas

consequentes comorbidades, as doencas cardiovasculares isquémicas, a doenca
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hepética gordurosa ndo alcodlica (DHGNA) e a resisténcia a insulina (RI) (RIBEIRO
et al., 2006; PINTO; LIMA, 2001; ANGULO, 2002). Reaven em 1988 foi um dos
primeiros a associar a hipertrofia do tecido gorduroso, comumente encontrado em
obesos, com a RIl. Um dos motivos é a acdo da fragdo saturada do acido graxo que
interfere negativamente na transducéo da via de sinalizacdo da insulina, fazendo
com que proteinas serina-quinases sejam fosforiladas (WELLEN & HOTAMISLIGIL,
2005). A RI esta fortemente relacionada com a DHGNA (BUGIANESI et al, 2005;
UTZSCHNEIDER et al, 2006) devido ao maior consumo de alimentos gordurosos,
alterando a via de sinalizacdo da insulina como descrito a cima e com isso
proporcionando uma alta disponibilidade de acidos graxos para o figado, que € a
principal fonte de triglicerideos para esse 6rgdo (GOLDBERG & GINSBERG, 2006).

Pacientes com obesidade morbida apresentam uma prevaléncia de mais de
90% de alteracdes na histologia hepatica (MORETO et al., 2003;
NEUSCHWANDER-TETRI & CALDWELL 2003). O principal achado histolégico é
esteatose hepatica, o grau mais leve da DHGNA. A incidéncia da obesidade est4
aumentando de forma alarmante em vérias regides do mundo paralelamente a um
aumento de DHGNA (WILLIAMS, 2006; BRUNT, 2005; CALDWELL et al., 2004).
Mais recentemente, a esteatose vem sendo relacionada com fator de risco para
cirrose e até mesmo com a faléncia do préoprio 6rgdo (HEIDELBAUGH &
BRUDERLY 2006; WILLIAMS, 2006; BRUNT, 2005; ADAMS & ANGULO, 2005;

MULHALL, ONG, YOUNOSSI, 2005).

2.2 Doenca hepéatica gordurosa néo alcodlica e obesidade
Entre as doencas hepaticas nao virais, a doenca hepatica gordurosa parece
ser a mais frequente na populacdo em geral. Suas causas mais comuns incluem

diabetes mellitus, desnutricdo, ingestdo de alcool, toxicidade em consequéncia de
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drogas e obesidade. Sugeriu-se também que comprometimento do metabolismo
lipidico, especialmente hipertrigliceridemia, causa essa doenca (RODEN et al.,
1996).

O acumulo de gordura no figado, sem o estimulo de alcool é denominada
doenca hepética gordurosa néo alcodlica (DHGNA). Esse acumulo representa mais
gue 5% do peso normal do figado (LUDWING et al., 1980; GAUDIO et al., 2000),
podendo ser acarretada pelo desequilibrio de lipoproteinas circulantes e pelo
desbalanco entre catabolismo e o deposito de gorduras no figado. Dessa forma
ocorre a diminuicdo de oxidacdo das gorduras pelo figado e reducéo de exportacao
dos triglicerideos (TG) pelas lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) a partir
do 6rgéo.

Dentro da denominacado geral, designa-se esteatose hepética (EH) a DHGNA
sem sinais de hepatite e de esteato-hepatite ndo alcodlica (EHNA), a DHGNA com
hepatite. A EH pode levar a EHNA, que através de necro-inflama¢des pode evoluir
para fibrose, cirrose e faléncia hepatica (MULHALL et al, 2002).

Até o presente momento, ndo existem procedimentos para a predicdo de
quais portadores de EH desenvolverdo EHNA e demais complicagbes associadas.
Além disso, os fatores que desencadeiam essa progressao ainda sao pouco
conhecidos. Assim, € importante que pacientes obesos sejam investigados para a
presenca de DHGNA. Esta é diagnosticada na clinica através de biopsia hepdtica,
esta técnica néo pode ser aplicada em estudos epidemioldgicos. Contudo, individuos
portadores de DHGNA tipicamente apresentam elevadas concentracdes séricas de
marcadores de lesdo hepatica, incluindo aspartato aminotransferase (AST) e alanina
aminotransferase (ALT) (MUKAI et al., 2002). Sugeriu-se que DHGNA seja a causa
mais comum da elevacao crénica das concentracdes séricas das transaminases

hepaticas (CLARK et al., 2003 a). Essas observacdes indicam que marcadores de
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lesdo hepética podem ser também marcadores confidveis da DHGNA em estudos
epidemiologicos (MUKAI et al., 2002), embora a magnitude das alteracbes séricas
nao permita a diferenciacao entre EH e DHGNA (REIS et al., 2001).

Como a pratica de exercicios regulares é ferramenta util no tratamento da
obesidade, é de interesse investigar seus efeitos sobre a DHGNA em individuos

obesos.

2.3 Exercicio fisico e obesidade

A obesidade, durante muito tempo, foi considerada desordem primariamente
decorrente de alta ingestdo calorica. Entretanto, hoje ha evidéncias de que grande
parte dos casos de obesidade decorre mais do baixo gasto energético que do alto
consumo energético. A inatividade fisica da vida moderna parece ser o mais
importante fator etioldogico do crescimento dessa doenca nas sociedades
industrializadas (ERIKSSON et al., 1997).

Estudos mostram forte associacédo entre obesidade e inatividade fisica, bem
como associacao inversa entre atividade fisica, indice de massa corpoérea (IMC),
razdo cintura-quadril (RCQ) e circunferéncia da cintura (GUSTAT et al.,, 2002;
LAKKA et al., 2003). Tais estudos demonstram que os beneficios da atividade fisica
para a perda de peso podem ser alcancados com intensidades baixa, moderada ou
alta, indicando que a manutencdo de um estilo de vida ativa, independente da

atividade praticada, pode combater o desenvolvimento dessa doenca.

Os efeitos do exercicio fisico sobre o perfil de lipidios e lipoproteinas sdo bem
conhecidos. Individuos fisicamente ativos apresentam maiores niveis de HDL
colesterol e menores niveis de triglicérides, LDL e VLDL colesterol, quando

comparados a individuos sedentarios. Estudos de intervencdo demonstram que



15
perfis desfavoraveis de lipidios e lipoproteinas melhoram com o treinamento fisico
independentemente do sexo, do peso corporal e da adogao de dieta e dependendo
da intensidade de exercicio essa melhora pode ser mais acentuada (DURSTINE &
HASKELL, 1994).

Mesmo sabendo que independente da intensidade de exercicio ocorre uma
melhora no perfil lipidico € bastante importante o estudo da curva de metabolismo de
gordura em fungéo da intensidade de esforgo. A maior utilizacdo de gordura como
substrato energético ocorre préoximo a 60-65% VO,max (ACHTEN, GLEESON,
JEUKENDRUP, 2002; ACHTEN, JEUKENDRUP, 2003). Em intensidades elevadas,
como a 85% VO,max, observa-se uma diminuicao significativa no uso de gordura
como fonte de energia, devido parcialmente a reesterificacdo dos TGs no tecido
adiposo (GREEN et al., 1979) levando a uma menor concentracdo de acidos graxos
livres (AGL) circulantes (PRUETT, 1970; ROMIJN ET AL., 1975). Isso ocorre porque
h4 um aumento do lactato sanguineo e, consequentemente, aumenta a razao
NADH/NAD, elevando formagédo de a- glicerolfosfato, o qual se liga aos éacidos
graxos nao transportados ao sangue, formando uma nova molécula de TG
(ISSEKUTZ et al., 1965; ISSEKUTZ, SHAW, ISSEKUTZ, 1975).

A grande reserva de triglicérides presentes no tecido adiposo € mobilizada a
uma velocidade lenta durante o exercicio. Enquanto realizamos o exercicio, varios
horménios como as catecolaminas, o glucacon, o horménios do crescimento, 0s
corticoides, entre outros, sdo liberados na corrente sanguinea, e quando chegam
aos adipdcitos, provocam lipélise aumentando as concentracfes sanguineas de
AGL. Segundo Arner et al.(1990), o primeiro fator responsavel pela lipélise durante o
exercicio fisico € o aumento da concentracdo plasméatica de epinefrina, a qual ativa
0s betarreceptores dos adipocitos. Em repouso, cerca de 70% dos AGL liberados

durante a lipdlise sdo recombinados com moléculas de glicerol ressintetizando os
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triglicérides nos adipdcitos, porém durante os exercicios de baixa intensidade, esse
processo € atenuado, ao mesmo tempo em que ocorre um aumento na lipdlise. Ao
chegar ao plasma, as moléculas de AGL se ligam a albumina plasmatica e séo
transportadas pela circulagdo sanguinea. Alguns AGL sé&o liberados da albumina e
ligados a proteina intramuscular, a qual, por sua vez, transporta os AGL para as
mitocdndrias onde sdo oxidadas (TURCOTTE et al. 1991).

O processo de defesa ou prevencdo do organismo frente a obesidade é
bastante discutido. E sabido que a préatica regular de atividade fisica pode prevenir
ou reduzir os efeitos deletérios de condi¢des patoldgicas, como hipertensao arterial,
diabetes mellitus tipo 2 e sindrome metabdlica (ZANESCO, ANTUNES, 2007). Além
disso, tem sido relatado que alteragcfes celulares associadas com o desenvolvimento
dessas doencgas cronicas na idade adulta s&o iniciadas na infancia (SINAIKO, 2007).
Visto isso, fica claro que é de extrema importancia o conhecimento da idade do
individuo na qual o exercicio fisico sera prescrito, assim como a determinacao da

intensidade de exercicio para prescricao de treinamento.

2.4 Determinacgdo do limiar anaerdbio pelo teste de lactato minimo (TLM)

Em 1964, Wasserman e Mc. llroy empregaram o termo Limiar Anaerdbio
(LAn) no sentido que, durante o exercicio, 0 aumento abrupto do CO, reflete numa
mudanca metabdlica em dire¢cdo ao sistema anaerdbio. Kinderman et al. (1979),
apos realizacdo de testes de exercicios com cargas progressivas em atletas bem
condicionados, postularam a existéncia do LAn marcado quando a concentracao
sanguinea de lactato atingisse o valor de 4,0 mmol/L. Estudos anteriores ja haviam
demonstrado que o LAn corresponde ao aumento desproporcional do lactato

sanguineo em resposta a uma carga de exercicio (MADER et al., 1986).
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Em 1985, Heck e colaboradores realizaram testes de exercicios com carga
constante, em humanos, e avaliaram o lactato sanguineo. Esses autores
observaram que, independentemente da capacidade aerébia individual, uma maxima
fase estavel (MFEL) era atingida com 4,0 mmol/L de lactato sanguineo.

Nas ultimas décadas ficou demonstrado que o LAn é bom preditor do
desempenho em exercicio de longa duracdo e da aptiddo fisica (SJODIN et al.,
1981; BENECKE, 1995). Conquanto as bases fisiologicas para o acimulo de lactato
sanguineo durante o exercicio ainda ndo foram totalmente elucidadas, a
determinacao de “limiares”, isto é, determinacdo da intensidade de exercicio na qual
o lactato sanguineo comeca a se acumular desproporcionalmente, tem-se mostrado
ferramenta Gtil na prescricdo de exercicio e na avaliacdo das capacidades fisicas
(SJODIN et al., 1981; BENECKE, 1995; SIMOES, 2000).

Na prética, o LAn tem sido determinado submetendo-se o sujeito a esforgos
com cargas progressivamente mais elevadas com concomitante avaliacdo da
concentracdo do lactato sanguineo. A determinacdo do LAn pode ser feita
baseando-se no desvio da linha de base da concentracdo circulante de lactato ou na
intensidade de trabalho correspondente a uma concentracdo fixa de lactato
circulante. O primeiro método fundamenta-se no fato de que o aumento néo linear
da concentracdo de lactato sanguineo em relagéo a intensidade do exercicio indica
a transicdo do metabolismo, conforme definiram Wasserman e Mc. llroy (1964) e
Kinderman et al. (1979). J4 o segundo procedimento assume o principio de que até
uma determinada concentracdo circulante de lactato (4,0 mmol/L), ocorre um
equilibrio entre a producdo muscular e a remoc¢éo desse substrato da circulagéo,
como postularam Heck et al. (1985).

Em 1993, Tegtbur et al. desenvolveram um teste para determinacéo do LAn

denominado teste do lactato minimo. Esse teste envolve a realizacdo de exercicio
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supra méaximo, por um breve periodo de tempo, visando a indugcdo de
hiperlactacidemia antes do inicio do teste padrdo com cargas progressivas em
esteira rolante. Uma curva em forma de “U” é obtida com os dados de lactato
sanguineo durante o teste progressivo, sendo o lactato sanguineo minimo (LSM),
definido como a velocidade na qual esta curva atinge o nadir. Sendo assim, a carga
de trabalho correspondente a menor concentragdo de lactato sanguineo durante o
teste identifica o LAn, e tem sido considerada a intensidade de exercicio
correspondente ao ponto de equilibrio entre a producdo e a remocdo do lactato
sanguineo (TEGTBUR et al., 1993; CAMPBELL, 1998; CARTER et al., 2000;
BAILIKIAN JUNIOR et al., 2001; SIMOES, 2002) ou MFEL (BACON & KERN, 1999;
MacINTOSH et al., 2002). Este protocolo tem sido considerado um método valido
para se avaliar o desempenho fisico, sendo também considerado um protocolo que
permite identificar a intensidade correspondente a MFEL em apenas uma sesséo de
teste (CAMPBELL, 1998; BACON & KERN, 1999; TEGTBUR et al., 2001;
MacINTOSH et al., 2002; SIMOES, 2002; SIMOES et al., 2004).

A determinagdo do LAn tem-se mostrada, também, valiosa em estudos
clinicos (WASSERMAN & Mc. ILROY, 1964; NEIVA et al., 1999). Uma vez que
existem limitacbes Obvias nas pesquisas com seres humanos, em especial nos
estudos clinicos, modelos animais tém fornecido importantes informagfes quanto a
origem e as consequéncias de muitas doencas bem como do papel do exercicio na
prevencdo e no tratamento dessas doengas. Contudo, o estudo dos efeitos
metabodlicos do exercicio em ratos é frequentemente questionado pela falta de
informacéo sobre a intensidade do esforgo realizado pelo animal durante o exercicio.
Por essa razdo, recentemente em nossos laboratérios, foram padronizados
protocolos para determinacdo do LAn, baseado no teste do lactato minimo,

adaptado as condicbes do rato (VOLTARELLI et al, 2002; ARAUJO et al., 2007;
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MELLO et al., 2010). Isso permitiu a estimativa do LAn individual e um controle mais

acurado dos protocolos de exercicio aplicados a esses animais.

3. Objetivos
3.1 Objetivo geral

Tendo em vista que a obesidade € um problema de saude publica mundial e
precursora de varias outras doencas, diminuindo a qualidade de vida do individuo, o
presente estudo teve como objetivo analisar os efeitos do exercicio fisico na
prevencdo dos transtornos metabdlicos desenvolvidos no figado decorrentes da
obesidade induzida na idade adulta pela ingestédo de dieta hiperlipidica/hipercalérica

em ratos.

3.2 Objetivos especificos

1. Determinar o limiar anaerdbio de ratos Wistar alimentados com dieta balanceada
ou hiperlipidica/hipercalorica a partir dos 90 dias de idade, através do teste de
lactato minimo aos 28, 50, 70, 110 e 150 dias de idade;

2. Analisar a tolerancia a glicose, pelo teste de tolerancia a glicose oral, e a
sensibilidade periférica a insulina, pelo teste de tolerancia a insulina, dos animais
aos 28, 90 e 150 dias de idade;

3. Avaliar as concentracfes hepaticas de lipidios totais, triglicerideos e as
concentragbes seéricas de aspartato aminotransferase (AST) e de alanina
aminotransferase (ALT), como marcadores de DHGNA;

4. Analisar perfil lipidico sérico: triglicerideos, colesterol total, HDL, LDL, acidos
graxos livres;

5. Determinar concentracfes séricas de glicose e insulina;
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6. Realizar analise histolégica do figado por hematoxilina/eosina (H/E), na busca de
possiveis lesdes ou complica¢des adicionais ao acumulo de lipidios;

7. Analisar a atividade lipogénica hepatica, muscular e adiposa aos 28, 90 e 150
dias de idade;

8. Avaliar os efeitos do treinamento fisico sobre a capacidade aerdbia dos animais,
0s aspectos metabdlicos e histolégicos e os marcadores de DHGNA acima
relacionados.

4. Materias, métodos, resultados e discussdes

Os materiais, métodos, resultados e discussdes da presente dissertacao

estdo apresentados sob forma de artigos e tabelas.
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4.1 Artigo 1: Uma vez que o presente projeto de pesquisa visou analisar 0s
efeitos do exercicio fisico e de sua cessacdo no acumulo de gordura hepatica,
primeiramente fez-se necessario estabelecer um protocolo para inducdo a
esteatose hepatica nao alcoolica, portanto o primeiro estudo objetivou

estabelecer um protocolo de indugédo ao acumulo de gordura hepatica.

Publicado — MOURA LP et al. Alteracdes bioquimicas e hepaticas em ratos
submetidos a uma dieta hiperlipidica/hiperenergética. Revista de Nutricdo
(Impresso), v. 25, p. 685-693, 2012.
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RESUMO

Objetivo

O presente estudo teve como objetivo analisar as alteracoes bioquimicas hepaticas decorrentes da administracao
de uma dieta hiperlipidica/hiperenergética em ratos.

Métodos

Foram utilizados 20 ratos (Wistar) com 90 dias de idade divididos em dois grupos, grupo-controle constituida
por ratos eutréficos alimentados com dieta comercial para roedores e grupo-dieta constituida por ratos
submetidos a uma dieta hiperlipidica/hiperenergética semi purificada feita com 35% de gordura sendo 31%
de origem animal a qual possui 39% de gordura saturada e 4% de origem vegetal (¢leo de soja). Os animais
do grupo-controle foram mantidos com dieta comercial Purina® e o grupo-dieta com uma dieta hiperlipidica/
hiperenergética constituida por 35% de gordura. Apds 60 dias de administracdo de uma dieta hiperlipidica/
hiperenergética, analisou-se massa corporal, sensibilidade a insulina, concentracdo sérica de glicose, insulina e
acidos graxos livres e medida do nivel de triglicerideos, lipideos totais e atividade lipogénica hepatica.

Resultados

O grupo-dieta apresentou maior massa corporal e resisténcia a insulina. No sangue nao foram encontradas
diferencas entre os grupos para os niveis de glicose. Foi evidenciada maior concentracao de insulina e de

1 Apoio: Fundacéo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (Processo: 2010/12718-5), Fundacao para o Desenvolvimento
da Universidade Estadual de Sao Paulo, Coordenacio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior e Conselho Nacional
de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico.

2 Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, Instituto de Biociéncias, Departamento de Educacao Fisica.
Av. 24 A, 1515, Bela Vista, 13506-900, Rio Claro, SP, Brasil. Correspondéncia para/Correspondence to: LP MOURA. E-mail:
<leandropereiram@hotmail.com>.

3 Universidade Estadual de Campinas, Faculdade de Ciéncias Aplicadas, Curso de Ciéncias do Esporte. Limeira, SP, Brasil.
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acidos graxos livres no soro para o grupo-dieta. No figado o nivel de lipideos totais, triglicerideos e taxa lipo-
génica foram superiores as do grupo-controle.

Conclusao

Portanto, nossos achados demonstram que dois meses de ingestdo de dieta hiperlipidica/hiperenergética por
ratos adultos eleva o peso corporal, cidos graxos livres hepaticos, diminui a sensibilidade a insulina, demostrando
sinais tipicos de doenca hepatica gordurosa nao-alcodlica.

Termos de indexacdo: Dieta hiperlipidica. Doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica. Resisténcia a insulina.
Sobrepeso.

ABSTRACT

Objective

The present study analyzed the biochemical and hepatic changes in adult rats fed a high-fat diet for two
months.

Methods

Twenty Wistar rats 90 days old were divided into two groups, a control group consisting of normal weight
rats fed a commercial rat chow and a diet group consisting of normal weight rats submitted to a semi-
purified high-fat, high-enerqgy diet. The animals in control group were kept on a commercial Purina® chow and
those in diet group on a high-fat/high-energy diet containing 35% fat, of which 31% were from animal source
(39% saturated fat) and 4% were from vegetable source (soybean oil). After 60 days of this experimental diet,
the following were assessed: body weight, insulin sensitivity, blood glucose, serum insulin and free fatty acids,
triglycerides, total lipids and hepatic lipogenic activity.

Results

Diet group presented higher body mass and insulin resistance. Blood glucose did not differ between the
groups. A higher level of serum insulin and free fatty acids were found in diet group. Total lipids, triglycerides
and lipogenic rate were also higher in group D.

Conclusion

Therefore, the present findings demonstrate that two months of a high-fat/high-energy diet increases the
body weight and hepatic free fatty acids and decreases insulin sensitivity of adult rats, typical signs of
non-alcoholic fatty liver disease.

Indexing terms: Diet, high-fat. Non-alcoholic fatty liver disease. Insulin resistance. Overweight.

INTRODUC AO acumulo excessivo de gordura, a obesidade é um
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problema de saude publica mundial que pode
Atualmente, os paises em desenvolvi-  desencadear a morte®s.

mento passam por uma transicao nutricional,
P P ¢ O consumo de gordura aumentou em todo

caracterizada pela diminuicao da prevaléncia da
desnutricao e pelo aumento da obesidade’. Des-
de a década passada, a obesidade tem sido consi-
derada a mais importante desordem nutricional
nos paises desenvolvidos e em desenvolvimento,
acometendo mais de 10,0% da populacao mun-
dial2. Em 2002, 38,8 milhdes de brasileiros adultos
estavam acima do peso; hoje essa taxa chega a
54,2 % da populacao do Pais, e cresce acentuada-
mente, indiferentemente de sexo e idade?. Defini-
da como doenca desde 1985 e caracterizada por

o mundo e ficou claro que, ao lado da alta quan-
tidade energética dos alimentos atualmente
consumidos, certas composicoes dietéticas que
associam o consumo excessivo de gorduras satu-
radas e sal e o consumo insuficiente de frutas e
hortalicas aumentam a adiposidade corporal e
apresentam forte associacdo com doencas croni-
cas degenerativas ndo transmissiveis®.

O comprometimento da qualidade de vida
de uma pessoa obesa decorre das varias doencas
associadas a essa condicdo, como: cancer’, hiper-
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tensdo arterial, hipercolesterolemia, hiperlipide-
mia, doencas coronarianas, diabetes Mellitus®,
invalidez® e Doenca Hepatica Gordurosa ndo
Alcodlica (DHGNA)™, que cresce concomitante a
incidéncia de obesidade.

O acumulo de gordura no figado é decor-
rente, principalmente, da elevacao dos Acidos
Graxos Livres (AGL) na corrente sanguinea'?. O
AGL em excesso, caso nao seja oxidado ou trans-
portado para a circulacdo em forma de lipopro-
teinas de baixa densidade, pode ser sintetizado
em triacilglicerdis e depositado no figado, poden-
do dar inicio a DHGN' e reduzir o cleareance he-
patico de insulina, aumentando assim a producao
hepatica de glicose, fatores chaves no processo
de Resisténcia a Insulina (RI)'3. O aumento do AGL
circulante vai atuar, também, nos receptores de
insulina, debilitando seu funcionamento nos diver-
sos tecidos e com isso levando a hiperglicemia e
hiperinsulinemia'. O figado gorduroso, caso nao
diagnosticado e nao tratado, pode levar a um
aumento dos tecidos conjuntivos do figado, con-
duzindo o 6rgao a faléncia'™. Diante do exposto
e das limitacoes éticas das pesquisas com hu-
manos, como o envolvimento de técnicas invasi-
vas, o presente trabalho teve como objetivo inves-
tigar as alteracdes bioquimicas e do metabolismo
hepatico decorrentes da oferta de uma dieta hi-
perlipidica/hiperenergética em ratos.

METODOS

Para o desenvolvimento deste trabalho,
foram utilizados 30 ratos Wistar jovens (90 dias
de idade e massa corporal de Média (M)=400,18,
Desvio-Padrao (DP)=41,88g no inicio do experi-
mento). Os animais, provenientes do Biotério Cen-
tral da Universidade Estadual Paulista Julio de
Mesquita Filho (Unesp), Botucatu (SP) foram man-
tidos no Biotério do Departamento de Educacdo
Fisica do Instituto de Biologia (IB) da Unesp de
Rio Claro (SP). Os ratos foram tratados com racao/
dieta e agua ad /ibitum e mantidos em gaiolas
plasticas coletivas (quatro ratos em cada gaiola)
a temperatura ambiente de M=22, DP=1°C e
fotoperiodo de 12 horas de claro e 12 de escuro.
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O experimento foi realizado de acordo com
a legislacao brasileira sobre o uso cientifico de
animais (Lei no 11.794, de 8 de outubro de 2008).
O Protocolo foi aprovado pela Comissdo de Etica
no Uso de Animal (CEUA), do Instituto de Biocién-
cias da UNESP, Campus de Rio Claro, Protocolo
n° 2010/4573.

O periodo experimental foi de 60 dias. Os
animais do grupo-controle foram mantidos com
dieta equilibrada (PURINA®, 3.028kcal/kg), e os
animais do grupo experimental foram mantidos
com dieta desequilibrada semipurificada hiper-
lipidica/hiperenergética (5.350kcal/kg), composta
por (g%): amido de milho=26,4; caseina=14;
dextrina=8,8; sacarose=5,6; lipideos=35 (sendo
4% de origem vegetal (6leo de soja Sadia®) e 31%
de origem animal (gordura suina Sadia®)) micro-
celulose=5, mistura de sais minerais=3,5; mistura
de vitaminas 1,0; L-cistina=1,8 e bitartarato de
colina=2,5.

A composicao detalhada das misturas de
sais minerais e de vitaminas empregadas na con-
feccao da dieta hiperlipidica/hiperenergética acha-
-se descrita em Reeves et al.".

Os grupos experimentais formados por
ratos Wistar com 90 dias de idade foram divididos
em dois grupos conforme administracao da dieta:
grupo-controle (C), constituido por 10 ratos trata-
dos com racao comercial Purina®, e grupo-dieta
(D), constituido por 10 ratos tratados com dieta
semipurificada hiperlipidica/hiperenergética ao
longo de todo periodo experimental.

Todos os animais tiveram massa corporal
registrada no final do experimento por meio de
balanca semianalitica (Marte Balance®).

A sensibilidade a insulina foi avaliada pelo
Teste de Tolerancia a Insulina (TTI). Para isso, foi
realizada uma primeira coleta de sangue através
de corte na extremidade da cauda do animal
(tempo zero). Em seguida, uma solucdo de insulina
cristalina “LILLY U 40", na dose de 30mU/100g
de peso corporal, foi administrada via subcutanea.
Amostras de sangue foram coletadas apos 30,
60 e 120 minutos com capilares heparinizados e
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calibrados para 25pL, visando a determinacao das
concentracoes de glicose, utilizando kits comer-
ciais (Laborlab®). Um Unico corte na extremidade
da cauda do animal foi suficiente para a coleta
de todas as amostras sanguineas. A taxa de remo-
cdo de glicose (Kitt) expressa em %/minuto foi
calculada pela formula (0,0693/t,)) X100. A glicose
sanguinea (/2) foi calculada pela curva de analise
dos minimos quadrados dos teores de glicose no
sangue nos momentos apds a administracao de
insulina em que a glicose sérica decaiu’®.

No final do experimento, 48 horas depois
da Ultima avaliacao in vivo, os animais na condicdo
alimentada e em repouso foram sacrificados de-
pois de serem anestesiados com gas carbdnico;
seu sangue foi coletado, centrifugado a 3.000rpm
por 15 minutos, e, através das amostras do soro,
foram realizadas as analises de glicose (Kit
Laborlab®), insulina por método de radioimunoen-
saio'” e AGL'®. Aliquotas do figado foram retiradas
para determinacao de lipideos totais e trigliceri-
deos. As amostras foram colocadas em tubos com
TritonX-100a 0,1%, e, em sequida, foram homo-
geneizadas em Polytron® por 20 segundos em
velocidade maxima; apos esse procedimento, as
amostras foram centrifugadas a 4.000rpm por um
periodo de 10 minutos. O sobrenadante foi ex-
trafdo para a determinacao dos lipideos totais' e
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triglicerideos por espectrofotometria através de
kit comercial (Laborlab®).

Um lote de animais (n=5 animais/grupo)
que receberam o mesmo tratamento descrito an-
teriormente foi sacrificado 60 minutos apos rece-
berem administracao intraperitoneal de 3mCi
3H20. Aliquotas do tecido hepatico foram ex-
traidas e pesadas para determinacao da taxa de
lipogénese, utilizando-se d4gua triciada, como pre-
viamente descrito por Robinson & Williamson?.
A taxa de sintese de lipideos foi expressa em umol
de 3H,0 incorporada em lipideos por hora, por
grama de tecido.

Os resultados foram expressos em média
e desvio-padrao. O teste t de Student para amos-
tras independentes foi empregado para a com-
paracao entre as médias do peso corporal no final
do experimento, taxa de remocao de glicose sérica
(Kitt), concentracdes séricas de glicose, insulina e
AGL e lipideos totais e triglicerideos hepaticos. O
nivel de significancia estabelecido foi de p<0,05.

RESULTADOS

No término do periodo experimental, os
animais do grupo D tiveram sua massa corporal
superior aos do grupo C (Figura 1A). A sensibi-

0.3+
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0,14
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0,0
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Figura 1. Massa corporal (A), teste de tolerancia a insulina (taxa de remogéo de glicose/minuto) (B) ao final de 60 dias de experimento.
Resultados expressos com média e desvio-padrao (n=10/grupo).

Nota: *= diferente do grupo-controle (teste t, p<0,05).
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lidade periférica a insulina do grupo D foi inferior
guando comparada ao grupo C (Figura 1B).

As concentracdes séricas de glicose ndo
apresentaram diferencas entre os grupos estu-
dados ao final do experimento (Figura 2A). Os
niveis séricos de insulina e AGL foram maiores
para o grupo D em relacéo ao grupo C (Figura 2B
e 20).

A atividade lipogénica hepatica foi superior
para o grupo D em relacao ao C ao final do expe-
rimento (Figura 3A). A quantidade de lipideos to-
tais hepaticos encontrada no grupo D foi supe-
rior em relacdo a encontrada no grupo C (Figura
3B). O acimulo de gordura em forma de trigli-
cerideos no figado foi superior para o grupo D
em relacao ao grupo C (Figura 3C).

DOENGA HEPATICA GORDUROSA NAO ALCOOLICA EM RATOS | 689

DISCUSSAO

Devido ao aumento no consumo de gor-
dura em todo o mundo, faz-se necessaria maior
investigacao das consequéncias do alto consumo
de lipides, especificamente, para o figado. De
acordo com os dados aqui obtidos, ficou claro
que o alto consumo de gordura leva a um quadro
de obesidade, com aumento das concentracoes
de AGL séricas, que ira interferir tanto na sinali-
zacdo dainsulina, levando a RI, quanto contribuir
para a sintese de triglicerideos hepaticos, que
conduz a DHGNA.

Desde 2003, existem mais de 30 modelos
genéticos de obesidade descritos?’. Contudo,
outros procedimentos também vém sendo usados
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Figura 2. Glicose (A), insulina (B) e AGL (C) séricos ao final de 60 dias de experimento. Resultados expressos com média e desvio-padrao

(n=10/grupo).

Nota: *= diferente do grupo-controle (teste t, p<0,05).
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Figura 3. Lipogénese (5 animais/grupo) (A), lipideos totais (B) e triglicerideos (C) hepaticos ao final de 60 dias de experimento. Resultados

expressos com média e desvio-padrao (n=10/grupo).

Nota: *= diferente do grupo-controle (teste t, p<0,05).

para mimetizar a ma alimentacdo do ser huma-
no e, concomitantemente, o desenvolvimento da
obesidade, como dieta hiperenergética?? ou indu-
cao neural da obesidade através do uso do Gluta-
mato Monossodico (MSG), que destroi o nucleo
arqueado do hipotalamo, responsavel pela regula-
cao complexa dos horménios e neuropeptidios
responsaveis pelo controle do peso em roedores?.

Muitas pesquisas tém sido feitas em torno
do desequilibrio nutricional das dietas para ratos.
Com o intuito de mimetizar a alimentacao dese-
quilibrada humana e seus transtornos decorren-
tes, como resisténcia a insulina ou obesidade, tem-
se obtido éxito através do uso de modelos expe-
rimentais com animais?. Na atualidade, uma

estratégia de pesquisa bastante utilizada para o
desenvolvimento da obesidade é a administracdo
de uma dieta rica em lipides a roedores?.

A gordura como substrato energético ofe-
rece 9kcal/g de energia, proporcionando um ba-
lanco positivo e, consequentemente, acimulo em
forma de triglicerideos, caso ela ndo seja mo-
bilizada para suprir a necessidade do organismo?.
De acordo com alguns estudos, a grande oferta
de energia unida a inatividade fisica auxilia o
ganho de peso e acimulo de gordura corporal,
como visto no presente estudo, que corrobora a
literatura’2*. Nesses estudos, ratos alimentados
com dieta hiperlipidica (35% de lipideos) foram
comparados a outros que receberam dieta equili-
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brada contendo 4% de gordura vegetal para as
necessidades basicas do organismo. O ganho de
peso dos animais alimentados com dieta hiperli-
pidica foi relativamente maior do que dos manti-
dos com dieta equilibrada’-*.

Os resultados do presente trabalho cor-
roboram, ainda, uma revisao literaria feita por
Cesaretti & Kohlmann Jr.26 e outros estudos experi-
mentais em animais*#?” em que os autores mostra-
ram gue a utilizacao de dieta hiperlipidica/hipere-
nergética é o modelo experimental que mais se
assemelha a Rl e a obesidade encontradas em
seres humanos.

O aumento no consumo de gordura ou a
incompleta inibicdo da enzima lipase, horménio
sensivel decorrente da RI, faz com que os niveis
de AGL séricos aumentem?. Esses AGL podem
ser convertidos em triglicerideos no figado'?. ARl
foi definida por Himsworth & Kerr?® como dimi-
nuicdo da sensibilidade a insulina nos tecidos
periféricos, ocasionando uma resposta glicémica
deficiente a insulina exégena, encontrada em pes-
soas obesas com diabetes Mellitus tipo 2 (DM2).
Essa perda de sensibilidade ao hormonio esta
relacionada a um estado em que sao necessarias
concentracoes elevadas de insulina para manter
a homeostase glicémica, levando ao quadro de
hiperinsulinemia®.

A responsividade dos tecidos a insulina
pode sofrer danos devido a elevacao nas concen-
tracoes de AGL no sangue. Os AGL desempenham
importantes funcoes fisiolégicas no musculo es-
quelético, coracdo, figado e pancreas, mas seu
aumento compromete a via de sinalizacdo da
insulina, podendo induzir em individuos com DM2
0 agravamento da resisténcia periférica e a queda
da secrecdo de insulina apds um periodo de hipe-
rinsulinemia®. Esse quadro de DM2 com elevacao
de AGL reduz a captacao de glicose pelos tecidos
por comprometer a transmissdo de sinal na via
de sinalizagao da insulina, com consequente dimi-
nuicdo no numero de GLUT-4 translocados para
a membrana plasmaética. Neste estudo ficou claro
0 sucesso da inducdo da obesidade e das alte-
racoes decorrentes, como hiperinsulinemia, dimi-
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nuicao da sensibilidade a insulina e aumento das
concentracdes séricas de AGL.

A administracdo da dieta hiperlipidica ge-
rou obesidade associada a aumento nas concen-
tragdes séricas de AGL, o que possivelmente pre-
judicou a via de sinalizacdo da insulina, gerando
um quadro de RI. Essas duas alteracoes estdo
fortemente relacionadas ao acimulo de gordura
no figado®'. O aumento de gordura circulante pro-
porciona maior disponibilidade de gordura para
o figado e esta maior oferta associada a uma baixa
taxa de catabolismo leva a um desequilibrio entre
absorcao, sintese e exportacao de gordura, geran-
do acumulo de lipides nesse 6rgao e iniciando a
DHGNA'230,

Doenca hepatica gordurosa nao alcodlica
é caracterizada principalmente pela presenca de
macrogoticulas de gordura no hepatocito. Na
auséncia de processos inflamatorios, esse feno-
meno é conhecido como esteatose hepatica®?.
Uma forma segura de analisar a instalacdo da
DHGNA é mensurar a quantidade de gordura
armazenada no 6rgao (TG e lipideos totais) e jun-
tamente analisar a quantidade de gordura que
esta sendo sintetizada no proprio tecido (atividade
lipogénica). Neste estudo, conseguimos combinar
essas analises e verificar o total de gordura que
foi armazenada e a quantidade que foi sintetizada
em um curto espaco de tempo (uma hora). Pode-
mos correlacionar esses achados com os de
Oosterveer et al.3, que também analisaram a
atividade lipogénica e encontraram, assim como
neste estudo, a instalacdo da DHGNA através da
administracao de dieta rica em gordura.

CONCLUSAO

Portanto, na luz desses achados, observa-
-se que a oferta de dieta hiperlipidica/hiperener-
gética a ratos adultos, no periodo de dois meses,
induz aumento da massa corporal e da concen-
tracdo de &cidos graxos livres no figado e reduz a
sensibilidade a insulina: sinais caracteristicos da
DHGNA.
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4.2 Artigo 2: O presente estudo teve como objetivo submeter animais recém-
desmamados a uma intensidade de exercicio conhecida (80% do limiar
anaerobio -LA) e uma vez que a determinacdo do LA para ratos recém-
desmamados era inexistente na literatura, o presente estudo teve como
objetivo padronizar um teste para determinacdo do LA para este grupo de
animais como também de avaliar os efeitos metabolicos decorrentes do

exercicio fisico em diferentes tecidos.

Em fase de submissdo - Moura et al., Exercicio fisico moderado
individualizado desde a infancia ate a idade adulta modula o metabolismo de
diferentes tecidos de ratos.



Exercicio fisico moderado individualizado desde a infancia ate a idade

adulta modula o metabolismo de diferentes tecidos de ratos

Leandro Pereira de Moura, Amanda Christine da Silva Sponton, Rodrigo
Augusto Dalia, Michel Barbosa de Araujo, José Rodrigo Pauli e Maria Alice

Rostom de Mello
RESUMO

O presente estudo objetivou, além de padronizar um teste para
determinacdo do limiar anaerébio de ratos recém-desmamados, avaliar 0s
efeitos do exercicio moderado no metabolismo de diferentes tecidos. Para isso,
20 ratos recém-desmamados da linhagem Wistar foram separados em 2
grupos: C: ratos controles que permaneceram inativos ao longo de todo o
experimento e T: ratos submetidos a um protocolo de treinamento a 80% do
limiar anaerdbio 1h/dia, 5 dias/semana dos 28 aos 90 dias de idade.
Primeiramente, estes animais foram submetidos a um teste para determinacao
do limiar anaerdbio individual pelo protocolo do lactato minimo e em seguida
submetidos ao treinamento. De acordo com nossos achados, foi possivel
padronizar um teste para determinacdo da capacidade aerébio de ratos recém-
desmamados e o treinamento fisico moderado exerce efeitos modulatorios
positivos em diferentes niveis teciduais, tais como: sangue, musculos e tecido
adiposo. O valor médio da concentracdo minima de lactato (mmol/L), que
equivale ao limiar anaerébio, foi de 5,03 £ 1,15, obtido na sobrecarga de
(%p.c.) de 8,59+ 1,09. Ao final do experimento foi possivel discriminar os
seguintes efeitos decorrentes do exercicio fisico: menor ganho de peso
corporal e acumulo de gordura em diferentes regides, maior sensibilidade a
insulina e menor concentracdes séricas de glicose e insulina e aumento do

indice HOMA. Em relacdo ao tecido muscular, foi visto maior captacdo de



glicose e maior estoque de glicogénio. Portanto, o conhecimento da
intensidade de esforco durante o exercicio fisico € de suma importancia para
gue se tenha respostas objetivas e que o exercicio fisico realizado de forma
moderada (80% do LAn) faz modula¢cdes metabdlicas positivas ao organismo

contribuindo para melhora da sensibilidade a insulina em diferentes tecidos.

Palavras-chaves: Rato recém-desmamado, Exercicio fisico, tecido

muscular, adiposo
INTRODUCAO

Nos dias atuais a prética regular de exercicio fisico para o tratamento
e/ou prevencdes de varias patologias tais como: obesidade, diabetes melittus
tipo 1(DM1), diabetes mellitus tipo 2 (DM2), desnutricdo, entre outras tem sido
bastante recomendada (ACSM, 2012). Isto devido ao fato de que o exercicio
fisico além de aumentar gasto energético e contribuir para hipotrofia do tecido
adiposo (Hunter et al 2010), tecido este que tem sido fortemente relacionado
com inumeras doencas (Després 2012, Johnson, Milner and Makowski, 2012),
gera também hipertrofia do tecido muscular o que aumenta a taxa metabdlica

de repouso elevando o dispéndio energético diario (Campos et al, 2012).

O exercicio fisico pode proporcionar melhoria na homeostase glicEmica
devido a acdo do tecido muscular. Em situacfes de repouso, receptores de
membrana localizados na superficie externa do tecido possuem forte afinidade
com o hormoénio insulina. Uma vez ocorrida a interagdo horménio com seu
receptor especifico, uma cascata de sinalizacbes € iniciada culminando na
fosforilacdo dos transportadores de glicose 4 (glucose transporter - GLUT4),

uma proteina que facilita a entrada de glicose para a célula (Watson & Pessin,



2006; Leto & Saltiel, 2012). Durante esse processo de transmissdo de sinais
entre proteinas da via de sinalizacdo da insulina, ocorre a fosforilacdo em
tirosina-quinase dessas proteinas e assim o sinal € passado a diante. Caso
ocorra fosforilacdo em serina de alguma dessas proteinas ocorrera a
interrupcdo dessa passagem de sinal e assim, ndo ha a translocacdo dos
GLUTSs para a periferia da célula, diminuindo a facilitagdo da entrada de glicose
para 0 meio intracelular culminando em hiperglicemia (Flamment M, Hajduch

E, Ferré P, Foufelle F 2012).

Desde 1887, quando Chauveau e Kaufaman relataram que o tecido
muscular, através de sua contracdo, poderia auxiliar na homeostase glicEmica
por conseguir, sem intermédio da insulina, captar glicose circulante, estudos
relacionando a papel da contracdo muscular na homeostase glicémica veem
sendo bastante estudados (Chauveau & Kaufaman, 1887). Em 1972, Froberg
mostrou que apenas uma Unica sessdo de exercicio fisico pode promover
efeitos benéficos para o metabolismo glicidico e Karlsson et al., (1974)
mostraram que esses efeitos gerados pelo exercicio possuem respostas

transitorias e assim, a pratica regular faz com que estes efeitos ndo cessem.

Uma vez que a pratica regular de exercicio fisico € indicada, o
conhecimento da intensidade de esforco durante esta pratica é de suma
importéncia. Nos dias atuais ha inumeros trabalhos que mostram variadas
respostas, desde nivel molecular, celular e fisiolégico, tanto em seres humanos
como em animais de laboratério, encontradas em detrimento somente da
diferenca na intensidade trabalhada (Pinho et al., 2012, Johannsen et al., 2012,
Nyberg et al., 2012). Visto isso, 0 presente estudo objetivou além de padronizar

um teste para determinacdo do limiar anaerébio de ratos recém-desmamados,



analisar os efeitos de um protocolo de exercicio moderado de carater aerébio
(80% do limiar anaerdébio) na modulacdo metabdlica de ratos desde o

desmame até a idade adulta.
MATERIAIS E METODOS

ANIMAIS

Foram utilizados 20 ratos recém-desmamados da linhagem Wistar, com
21 dias de idade no inicio do experimento, provenientes do Biotério Central da
Universidade Estadual Paulista (UNESP), Botucatu. Os animais foram alojados
em gaiolas de polietileno, medindo 37 x 31 x 16 (cinco ratos por gaiola), e
mantidos a temperatura ambiente de 21° C e fotoperiodo de 12 horas
claro/escuro, alimentados com ragdo balanceada padrao Purina e agua “ad

libitum”.
ASPECTOS ETICOS

Todos os experimentos com animais foram realizados de acordo com a
legislacdo brasileira sobre o uso cientifico de animais (lei n® 11.794, de 8 de
outubro de 2008). Os protocolos foram submetidos a apreciacdo e aprovado
pela Comissdo de Etica no uso de Animal (CEUA), do Instituto de Biociéncias,

da UNESP — Campus de Rio Claro (Protocolo: 4573/2010).
GRUPOS EXPERIMENTAIS

A partir dos 28 até aos 90 dias de idade os animais foram divididos em
dois grupos: Controle (C): ratos que permaneceram sedentarios ao longo de
todo o experimento e Treinado (T): ratos submetidos a um protocolo de

treinamento de natacdo ao longo de todo o experimento.



ADAPTAGCAO AO MEIO LIQUIDO

Os animais do grupo submetido ao treinamento foram adaptados ao
meio liquido. A adaptacdo consistiu em manter o animal em agua rasa a uma
temperatura de 31 £ 1°C e com isso minimizar o estresse sofrido pelos animais

perante o meio liquido.

DETERMINACAO DO LIMIAR ANAEROBIO PELO TESTE DE LACTATO
MINIMO

O teste de lactato minimo foi realizado aos 28, 50 e 70 dias de idade
para a determinacdo do limiar anaerdbio dos animais dos grupos treinados,
conforme proposto para humanos (JONES; DOUST, 1998; TEGTBUR et al.,
1993), modificado para ratos (VOLTARELLI et al., 2002; ARAUJO et al., 2007,
MELLO et al., 2010). Este teste envolveu: a) um periodo breve de exercicio de
alta intensidade para provocar um aumento de lactato sanguineo circulante; b)
um periodo de breve recuperacao para assegurar niveis altos de lactacidemia e
c) um protocolo de teste de exercicio com cargas progressivas, com coleta de
sangue para andlise de lactato a cada carga. Uma vez que a porcdo
progressiva do teste de lactato minimo comeca quando as concentracfes de
lactato sanguineo séo altas, o teste progressivo produz um perfil de lactato
sanguineo caracteristico, em forma de “U”. O lactato minimo sanguineo foi
definido como a intensidade de exercicio na qual a “curva em forma de U,
derivada dos valores de lactato sanguineo obtidos durante o teste, atinge o
nadir e, teoricamente, indica o LAn (TEGTBUR et al., 1993). Partindo desse
conceito de lactato minimo, alguns estudos foram realizados para adaptar este

teste as condicbes do rato (VOLTARELLI et al., 2002; ARAUJO et al., 2007,



MELLO et al., 2010). O protocolo empregado, descrito a seguir, mostrou-se
exequivel e foi utilizado no presente estudo.

Para inducdo da hiperlactacidemia, os animais foram colocados
individualmente em tanques (100 X 80 X 80cm) contendo agua a 31 + 1°C,
suportando sobrecargas elevadas em relacdo ao peso corporal (20% aos 28
dias, 13% aos 50 e 70 dias de idade) e nadaram durante 30 segundos. Apos 30
segundos de repouso, foram submetidos novamente a natacdo com as
mesmas cargas até a exaustdo. Apds um periodo de repouso (12min aos 28
dias e 9min aos 50 e 70 dias de idade), foram coletadas amostras de sangue
através de corte na extremidade da cauda, para a determinacdo da
concentragdo de lactato e os animais iniciaram exercicio de natacdo com
intensidades progressivamente maiores (ARAUJO et al., 2007, modificado por
MELLO et al., 2010). A primeira carga equivale a 5% p.c. aos 28 dias e 4% p.c.
aos 50 e 70 dias, sendo acrescida de 1,0% p.c aos 28 dias e 0,5% p.c aos 50 e
70 dias a cada 5 minutos, até a exaustdo do animal. A cada troca de carga, foi
coletada amostra de sangue para dosagem de lactato. A determinacdo das
concentracbes sanguineas de lactato foi efetuada pelo método enzimatico

(ENGEL & JONES, 1978).

Uma vez que é frequentemente assumido que o LAn € caracterizado
pela maior intensidade de exercicio em que lactato sanguineo ndo aumenta
mais que 1mmol/L entre o 10° e o 30°min de exercicio com carga constante
(MADER & HECK, 1986), trés dias depois da realizacdo dos testes de lactato
minimo, os ratos foram submetidos a natacdo suportando cargas constantes
correspondentes a LSM. Cada teste consistiu em natacdo continua por 30min

com 100% da carga encontrada no teste de lactato minimo, com coletas de



sangue a cada 10min para determinacdo do lactato, a fim de se confirmar a

estabilizacdo (VOLTARELLI et al., 2002).

PROTOCOLO DE TREINAMENTO

Do desmame (28 dias de idade) a idade adulta (90 dias de idade) os
animais dos grupos treinados foram submetidos ao exercicio de natacdo, em
tanques individuais, contendo agua a 31 + 1 °C, uma hora por dia, cinco dias
por semana, suportando sobrecargas de chumbo atadas ao térax, equivalentes

a 80% do LAn individual, identificado pelo teste de lactato minimo.
AVALIACOES IN VIVO

Ao inicio do experimento (28 dias de idade) e ao final (90 dias de idade)

os animais foram pesados e submetidos ao teste de tolerancia a insulina (TTI).

Teste de tolerancia ainsulina - TTI

Ao inicio (28 dias de idade) e ao final do experimento (90 dias de idade),
a sensibilidade a insulina foi avaliada através do teste de tolerancia a insulina
(TTI). Uma primeira coleta de sangue foi feita através de um corte na
extremidade da cauda do animal (tempo 0). Em seguida, uma solucdo de
insulina, na dose de 150 mU/100g de peso, foi administrada via intraperitoneal.
Amostras de sangue foram coletadas apds 4, 8, 12 e 16 minutos com capilares
heparinizados e calibrados para 25 pL, visando a determinacdo das
concentracdes de glicose, utilizando kits comerciais (Laborlab®). Um dnico
corte na extremidade da cauda foi suficiente para a coleta de todas as
amostras sanguineas. Os resultados foram analisados pelo calculo da taxa de
remocéao da glicose sérica (Kitt). O kitt foi calculado pela formula (0,0693/t12) x

100 e expresso em %/minuto. A remocdo da glicose sanguinea (ti) foi



calculada pela curva de analise dos minimos quadrados dos teores de glicose
no sangue nos momentos de decaimento apds a administracdo de insulina

(LUNDBAEK 1962) utilizando software Microsoft Excel 2007.

OBTENCAO DO MATERIAL BIOLOGICO

Sangue

Ao final do experimento, em estado alimentado e 48 horas depois da
ultima avaliagdo "in vivo" os animais foram sacrificados, ap0s anestesia com
CO, e em repouso de 72 horas, sendo o sangue coletado para a separacdo do
soro e dosagem de glicose e insulina (Laborlab®)

Determinac&o do indice Homa

Turner e colaboradores desenvolveram um modelo matematico que
prediz a sensibilidade a insulina pela simples medida da glicemia e insulina de
jejum (Matthews et al., 1985). Este método foi chamado de HOMA e dele se
extrai o indice HOMA-IR, que visa traduzir a sensibilidade a insulina. Eles se
basearam em dados da literatura para construir curvas relacionando glicemia e
estado de homeostase (em inglés: stady-state plasma glucose, ou SSPG), com
a resposta insulinica. Em resumo, o modelo prediz uma insulinemia e glicemia
para uma sensibilidade a insulina. Inversamente, se conhecidas
simultaneamente a glicemia e a insulinemia, o0 modelo pode fornecer o indice
Homa-IR pela seguinte equacao:

HOMA-IR = glicemia (mMol) x insulina (Mu/mL) + 22,5

Pancreas



O pancreas foi extirpado por inteiro para pesagem e foi macerado e
utilizado para a determinacdo da concentracdo de insulina (Malaisse, Malai-

sse-Lagae, & Wright, 1967).

Musculo Gastrocnémio

Ao inicio (28 dias de idade) e ao final do experimento (90 dias de idade)
0 musculo gastrocnémico foi extirpado para posterior determinacdo da
concentracéo de triglicerideos intramuscular utilizando kit comercial (Laborlab®)
e um lote separado de animais (n=6 animais/grupo), que recebeu 0 mesmo
tratamento descrito anteriormente, foi sacrificado 60 minutos apds receberem
administrac@o intraperitoneal de 3mCi 3H20. Aliquotas do tecido muscular
gastrocnémico foram extraidas e pesadas para determinacdo da taxa de
lipogénese, utilizando-se agua triciada, como previamente descrito por
Robinson & Williamson, 1978. A taxa de sintese de lipidios foi expressa em

pMmol de 3H,0 incorporada em lipidios por hora, por grama de tecido.

Aos 90 dias de idade a determinacéo da concentracdo de glicogénio no
musculo gastronémio foi realizada (SJORGREEN et al 1938; Dubois et al.,

1956).
Musculo séleo

Apds o sacrificio, o0 masculo so6leo foi removido. A seguir, fatias com
peso entre 25 e 35 mg desse musculo foram submetidas ao procedimento de
incubacao descrito por Mello et al 2001, modificado visando a avaliacdo da
captacdo de glicose. As fatias foram colocadas em frascos de cintilacdo

contendo 1,5 ml de tampdo Krebs-Ringer bicarbonato e submetidos a 30



minutos de pré-incubacdo sob agitacdo em banho tipo Dubinoff a 60 rpm e
continuo gaseamento com 02/CO2 (95%/5%). ApOs esse periodo, as fatias do
musculo foram transferidas para novos frascos de cintilagcdo (frasco externo),
em cujo interior foram instalados pequenos tubos em forma de concha (frasco
interno) com uma haste reta de aproximadamente 3 cm de comprimento que se
insere nas tampas de borracha do frasco externo. Cada frasco externo continha
1,5ml de tampao Krebs-Ringer e cada frasco interno 700ul de hiamina 10x.
Apo6s 60 minutos de incubacao nesse sistema, com gaseamento durante os 15
primeiros minutos, foram adicionados 100l de acido tricloroacético (TCA) 25%
ao frasco externo visando a liberacdo de CO2 . A preparacao foi mantida por
mais 3 horas no sistema. Decorrido esse tempo, 200ul do liquido contido no
frasco interno foram retirados para a determinacdo do CO2 produzido. A
temperatura na pré-incubacdo e incubacdo foi de 37°C. O tampado Krebs-
Ringer, base dos meios de pré-incubacdo e incubacéo, constituiu de: NACL
06%, HEPES 6,64mM, KCL 0,032%, CACL2 1,14nM, KH2PO4 0,015%,
NAHCO3 0,19%, MgSO4 0,03%. A solugdo assim preparada foi gaseada
durante 20 a 30 minutos em O2/CO2 (95%/5%) e o pH ajustado a 7,4. A esta
solu¢do foram adicionados 20 volumes de albumina sérica bovina livre de
gordura. Ao meio de pré-incubacao foi adicionado piruvato de sédio para a
concentracdo de 5mM. Ao meio de incubacao, foi adicionada glicose (5,5mM)
contendo [U-14C] glicose (0,25 mCi/il), [3H] 2-deoxyglicose (2DG = 0,5 mCi/il)
e insulina (100 muUl/il). Feitas as adi¢des, o pH foi ajustado a 7,4 e 0s meios
transferidos para os frascos que foram selados e equilibrados no banho a 37°C

sob gaseamento em 02/CO2 (95%/5%) durante pelo menos 15 minutos. Foi



avaliada a captacao de glicose, utilizando-se a 2-DG como marcador, medindo-

se a radioatividade do 14C da glicose contidas.

Tecido adiposo

Ao inicio (28 dias de idade) e ao final do experimento (90 dias de idade)
o0 tecido adiposo das diferentes regibes (subcutdnea, mesentérica,
retroperitoneal e epididimal) foi removido de acordo com descricdo de Cinti
2005, para pesagem total e determinacdo das concentracdes de triglicerideos.
As concentracdes de triglicerideos nesses depdsitos foram determinadas pelo

procedimento descrito por Nogueira et al., 1990.

Um lote separado de animais (n=6 animais/grupo), que recebeu o
mesmo tratamento descrito anteriormente, foi sacrificado 60 minutos apdés
receberem administracdo intraperitoneal de 3mCi 3H20. Aliquotas do tecido
adiposo da regido mesentérica foram extraidas e pesadas para determinacdo
da taxa de lipogénese, utilizando-se agua triciada, como previamente descrito
por Robinson & Williamson, 1978. A taxa de sintese de lipidios foi expressa em

pmol de 3H,0 incorporada em lipidios por hora, por grama de tecido.

ESTATISTICA

Os resultados foram expressos em meédia + desvio padrdo. O teste-t de
student para amostras independentes foi empregado para a comparagao entre
as médias ao inicio e ao final do experimento. O nivel de significancia pré-

estabelecido foi de p<0,05.



RESULTADOS

Foi possivel determinar o limiar anaerébio para ratos recém-
desmamados. O valor médio da concentracdo de minima de lactato (mmol/L)
foi de 5,03 + 1,15, obtido na sobrecarga de (%p.c.) de 8,59+ 1,09 (Figura 1A).
Durante uma sesséo de 30min de exercicio fisico com os animais suportando
100% da sobrecarga encontrada no teste de lactato minimo, houve
estabilizacdo da concentracdo periférica de lactato entre o 5° e o 30° min de

exercicio (Figura 1B).

Com o intuito de estabelecer uma homogeneidade inicial entre os
grupos, uma linha de base ao comecgo do experimento (28 dias de idade) foi
realizada. Foi possivel mostrar que ambos 0s grupos, ao inicio do experimento,
nao apresentavam diferengas entre si, caracterizando assim a homogeneidade

entre eles desde massa corporal a aspectos bioquimicos (Tabela I).



Tabela |. Dados referentes aos dados coletados ao inicio do experimento

(28 dias de idade).

Resultados expressos com média * desvio padrdo no inicio do experimento

Sedentario Treinado
In vivo Controle Treinado
Peso (g9) 97,45 + 15,42 95,20 + 13,32
Kitt (taxa de remogao/min) 2,77+1,42 2,48 + 0,83

P6s mortem
Glicemia (mg/dL) 126,96 + 13,48
0,21 +0,21

406,26 + 112,86

Insulinemia (ng/mL)

Insulina Pancreas (ug/g)

Concentracgdo de triglicerideos

Muasculo Gastrocnémio (mg/g) 0,32+ 0,20
Tecido Adiposo Mesentérico 5,99 £ 0,83
(mg/g)
Tecido Adiposo Epididimal 3,76 £ 1,89
(mg/9)
Tecido Adiposo Subcutaneo 14,80 + 3,60
(mg/g)
Tecido Adiposo Retroperitoneal 13,84 £ 11,06
(mg/g)

Atividade Lipogénica
Musculo Gastrocnémio 1621,64 + 261,31

Tecido Adiposo Mesentérico 882,52 + 235,05

138,73 £ 19,55
0,21 +0,10
520,76 + 210,71

0,30+0,11

5,90 +1,33

4,01 +£1,06

14,06 £ 2,72

9,95 + 6,55

1586,10 + 123,01
1032,85 + 151,89

(n=5/grupo). Test t de student.



Ao final do periodo experimental, os animais foram pesados e
submetidos ao teste de tolerancia a insulina. Foi possivel discriminar o menor
ganho de peso corporal dos animais submetidos ao protocolo de treinamento

fisico, bem como sua maior sensibilidade a insulina (Figura 2A e 2B).
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Figura 2A e 2B. Dados referentes ao peso corporal e ao Kitt obtido através do teste de tolerancia a insulina ao final do
periodo experimental. Resultados expressos com média + desvio padrédo no inicio do experimento (n=5/grupo). Test t
de student.

Apos o sacrificio, as gorduras localizadas em diferentes regifes
(mesentérica, subcutanea, retroperitoneal e epididimal) foram removidas para
pesagem total. O treinamento fisico foi capaz de reduzir o peso corporal dos
animais (Figura 2A), bem como as quantidades de estoque em todas as
regides corporal e a sintese de lipideos na gordura mesentérica (Figura 3A, 3B,

3C e 3D).
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Figura 3A, 3B, 3C e 3D. Peso em gramas dos gorduras removidas em diferentes regides (mesentérica, subcutanea,
retroperitoenal e epididimal) ao final do periodo experimental. Resultados expressos com média + desvio padrdo no

inicio do experimento (n=5/grupo). Test t de student.

O sague foi coletado para determinagcéo das concentracdes de glicose e de
insulina séricas e posterior calculo do indice HOMA. Logo apés, o tecido
pancreatico foi extirpado para determinacdo das concentragdes de insulina. O
treinamento fisico reduziu niveis de glicose sérica e de insulina, tanto sérica
qguanto pancreética, culminando aumento do indice de resisténcia a insulina

HOMA (Figura 4A, 4B, 4C e 4D).
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Figura 4. A: Glicose sérica, B: indice HOMA, C: Concentragdo de insulina pancreética e D: insulina sérica ao final do
periodo experimental. Resultados expressos com média + desvio padrédo no inicio do experimento (n=5/grupo). Test t
de student.

No musculo gastrocnémio, a atividade lipogénica foi determinada assim como a
quantidade de gordura e de glicogénio armazenada no préprio tecido. O
treinamento fisico ndo foi eficiente em alterar atividade lipogénica nem
concentracbes de triglicerideos, mas foi encontrado maior estoque de

glicogénio neste tecido (Figura 5A, 5B e 5C).
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Figura 5. A: Concentragdo de triglicerideos estocada, B: Atividade lipogénica e C: Concentragdo de glicogénio no
musculo gastrocnémio ao final do periodo experimental. Resultados expressos com média + desvio padrédo no inicio do

experimento (n=5/grupo). Test t de student.

A captacdo de glicose pelo musculo séleo foi aumentada pelo protocolo de

treinamento ao final do periodo experimental (Figura 6).
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Figura 6. Captacao de glicose pelo musculo séleo ao final do periodo experimental. Resultados expressos com média +

desvio padréo no inicio do experimento (n=5/grupo). Test t de student.



DISCUSSAO

A inatividade fisica é considerada uma das principais causas de
obesidade e uma vez que esta doenca vem crescendo de forma alarmante,
tornando-se uma pandemia, estudos relacionados a sua prevencao e/ou
tratamento sdo de suma importancia. O presente estudo, objetivou padronizar
um teste onde uma Unica sessao de exercicio fosse suficiente para determinar
o limiar anaerdbio desses animais além de analisar, os efeitos do treinamento
fisico moderado em modular diferentes tecidos no metabolismo de carboidratos
e lipideos. Pode-se concluir que a pratica regular de exercicio fisico moderado
iniciado precocemente pode prevenir as alteracdes negativas causadas tanto

pelo sedentarismo como também pelo envelhecimento.

Inicialmente, o minucioso conhecimento da intensidade de exercicio
fisico a ser trabalhada é de suma importancia. H& inUmeros estudos que
mostram respostas distintas do organismo frente a diferentes intensidades de
exercicio fisico (PINHO et al., 2012, JOHANNSEN et al., 2012, NYBERG et al.,
2012) . De acordo com Dubé et al., (2011), existe alta correlacdo dose/resposta
da intensidade do exercicio fisico vs sensibilidade a insulina vs recuperacao de
individuos apoés acidente vascular cerebral (HORNBY et al.,, 2011) vs infarto
agudo do miocardio (BENETTI et al., 2011) e vs fibromialgicos (DE BRUJIN et
al., 2011). Esses autores mostraram também que quanto mais bem trabalhada
a intensidade melhor serd a resposta do organismo frente ao exercicio.

Portanto, fazem-se necessarios a precisa determinacdo e o conhecimento da



capacidade aerobia do individuo previamente a exposicdo da pratica de
exercicio fisico.

Para a determinacdo do limiar anaerobio o teste de Méaxima Fase
Estavel de Lactato (MFEL) é considerado padréo ouro, mas requer de varios
dias de testes e em algumas situacdes especiais, sua aplicacdo € bastante
limitada. Diante disso, em 1993, Tegtbur et al., desenvolveram um teste para
determinacao do Limiar Anaerdbio (Lan) denominado teste do lactato minimo.
Este teste considera a intensidade de exercicio correspondente ao ponto de
equilibrio entre a producédo e a remocao do lactato sanguineo (TEGTBUR et al.,
1993; CAMPBELL, 1998; BAILIKIAN JUNIOR et al., 2001; SIMOES, 2002) ou
MFEL (BACON & KERN, 1999; MacINTOSH et al.,, 2002). Além de este
protocolo ter sido considerado um método valido para se determinar a
capacidade aerdbia, foi considerado também um protocolo que permite
identificar a intensidade correspondente a MFEL em apenas uma sesséo de
teste (CAMPBELL, 1998; BACON & KERN, 1999; TEGTBUR et al.,, 2001,

MacINTOSH et al., 2002; SIMOES, 2002; SIMOES et al., 2004).

Por outro lado, estudos dos efeitos metabolicos do exercicio em ratos
sao frequentemente questionados pela falta de informacéo sobre a intensidade
do esforco realizado pelo animal durante o exercicio. Por essa razédo, Gobatto
et al.,, (2001) adaptaram o teste de MFEL de humanos para ratos Wistar
adultos e, uma vez sabendo que € possivel adaptar testes ergogénicos de
humanos para animais, Voltarelli et al., (2002) e Araujo et al., (2007) adaptaram
o teste de lactato minimo também para ratos Wistar adultos em exercicio de
natacdo. Estes autores sugerem que independentemente da sobrecarga

encontrada pelo teste, a concentracdo de lactato sanguineo minimo é



encontrada proximo de 5mmol/L. Por outro lado, como a aplicacdo de
sobrecargas para ratos durante o exercicio na agua se faz em relagéo ao peso
corporal, estes testes podem parecer inadequados para ratos muito leves ou
em fase de crescimento acelerado, como ratos recém-desmamados. Contudo,
0 presente estudo obteve éxito em determinar o limiar anaerdbio em ratos
recém-desmamados, corroborando com os dados anteriormente descritos por
Gobatto et al., (2001), Voltarelli et al., (2002) e Araujo et al., (2007) em ratos
adultos onde os autores verificaram que a concentracdo de lactato no LAN,

independentemente da intensidade obtida, foi proximo de 5mmol/L.

Apés a padronizacdo do teste de lactato minimo de ratos recém-
desmamados, uma vez que € frequentemente assumido que o LAn é
caracterizado pela maior intensidade de exercicio em que lactato sanguineo
ndo aumenta mais que 1mmol/L desde o 10° até 30°min de exercicio com
carga constante (MADER & HECK, 1986), quatro dias ap0s a realizacdo dos
testes de lactato minimo, os ratos foram submetidos a natacdo suportando
cargas constantes correspondentes a encontrada no teste, constatou-se que o
comportamento do lactato ocorreu de forma semelhante ao encontrado no teste
de MFEL, podendo assim o teste de lactato minimo, realizado em apenas um
anico teste, ser uma importante ferramenta na determinagcéo do LAn para ratos

recém-desmamados.

Estudos relacionando as negativas consequéncias de um estilo de vida
sedentario ndo tem sido novidade no meio cientifico, sabe-se que nos dias
atuais ha grande disponibilidade de calorias em forma de alimento. A grande
oferta e o respectivo consumo dessas calorias tem sido acima do necessario,

esta abundancia cal6rica unida a economia energética, causada pela vida



moderna, contribui fortemente para a evolucdo das alteracbes que
desencadeiam a obesidade (Bramble & Lieberman, 2004). Uma das principais
alteracdes no organismo frente ao ganho de peso € o estado de resisténcia a
insulina (RI). A Rl € um estado onde o0 organismo fica resistente a acado do
horménio, gerando quadro de hiperinsulinemismo e que quando nao tratado
pode levar a faléncia das células beta pancreaticas e consequentemente a

diabetes tipo 2 (DM2) (Ma, 2012).

Ha varios estudos que mostram a relacdo direta entre o acumulo de
tecido adiposo e a resisténcia a insulina, sugerindo que quanto maior o
acumulo de gordura maior serd a resisténcia do organismo ao horménio.
Durante a resisténcia a insulina h4 o maior acimulo de tecido adiposo por
gerar resisténcia primeiramente a nivel hipotalamico e assim aumentando
ingesta alimentar que causard maior disponibilidade de caloria ao tecido

adiposo que sera o ultimo a ser atingido.

No presente estudo o treinamento fisico foi capaz de reduzir o ganho de
peso corporal e consequentemente, 0os estoques de gorduras de todas as
regides analisadas (mesentérica, epididimal, subcutanea e retroperitoenal), e,
através de uma analise um pouco mais sensivel a sintese de tecido adiposo na
regido mesentérica, a atividade lipogénica, foi possivel verificar que animais
submetidos ao exercicio apresentaram menor sintese de lipideos. O menor
ganho de massa adiposa pelo grupo treinado pode ser devido ao fato de o
exercicio fisico quando realizado em intensidade moderada e por néo
necessitar de energia de forma rapida, ativa a enzima lipase horménio sensivel
gue por sua funcdo aumenta lipdlise e assim disponibilizando substrato

energético para a atividade realizada (Achten e Jeukendrup (2004). Outro fator



gue pode ter colaborado para menor acimulo de massa gorda foi a diminuicdo
nas concentracdes insulina, hormonio este que participa de forma direta da
lipogénese. De acordo com os achados do presente estudo, a reducdo de
massa gorda colaborou para melhora no metabolismo de carboidratos e gerou
ambiente favoravel para melhor sensibilidade a insulina frente aos tecidos
periféricos conforme demonstrado pelo teste de sensibilidade a insulina e pela

analise do indice HOMA.

A primeira atuacédo do tecido adiposo frente a Rl € o aumento da atracéo
de mondcitos principalmente o MCP-1 (Proteina de quimio atracdo por
mondcitos) que se tornardo macréfagos e consequentemente irdo produzir
maiores quantidade de proteinas pro-inflamatorias. O tecido adiposo atua como
um 6rgdo metabdlico enddcrino dindmico que secreta adipocinas inflamatérias
que irdo contribuir para que toda a via de sinalizagdo da insulina seja
danificada e que tenha a interrupcédo da transducédo de sinais culminado na
diminuicdo da fosforilacdo da AKT bem como a diminuicdo do deslocamento
dos GLUTs 4 para a periferia e assim minimizando a entrada de glicose na
célula. Uma importante adipocina secretada pelo tecido adiposo é o TNF-a que
pode atuar diretamente nesta via de sinalizacéo e indiretamente ativando a via
da JNK (c-jun-N-terminal kinase) que também diminui a propagacéo do sinal da
insulina por mecanismos que interferem na fosforilacdo do receptor de insulina
e dos seus substratos (IRS-1 e IRS-2) (Hotamisligil et al., 1996; Hirosumi et al.,
2002; Lee et al., 2003; Wellen & Hotamisligil, 2005), este sinal inflamatorio
também pode desacoplar o complexo IKK/IkKB/NFkB que ird contribuir para o
aumento da producdo de proteinas pro-inflamatdrias por atuar no nucleo da

célula e aumentar RNA mensageiros dessas proteinas inflamatérias e também



este desacoplamento permite o inicio da ubiquitinacdo proteica intracelular

(Hayden & Ghosh, 2008).

Outro papel danoso desempenhado pelo tecido adiposo é o de oferecer
maiores concentracdes de acidos graxos para a circulagdo. De acordo com
Boden & Shulman 2002, os AG séricos também podem interferir de modo
negativo na via de sinalizacdo da insulina, isto porque os AG séricos,
principalmente os de cadeia média (12, 14 e 16 carbonos) possuem forte
afinidade pelos recém-descobertos receptores TLR4 (Toll-like receptor 4) que
sédo receptores de membrana relacionados ao sistema imune que podem
desencadear a fosforilacdo da JNK, IKK e iNOS, ou seja, AGs de cadeia média

podem ter a mesma atuacédo do TNF-a a nivel sérico e celular.

A RI guando nédo tratada faz com que maiores concentracdes de insulina
sejam produzidas e secretadas, podendo assim desencadear a faléncia das
células beta pancreéatica (Ma, 2012). Ao final do presente experimento, quando
a glicemia, insulina sérica e pancreatica e o indice HOMA foram analisados foi
visto que ou o sedentarismo ou o envelhecimento ou a unido dessas duas
variaveis, fez com que o estado semelhante ao de RI e pré-diabetes fosse
instalado nos animais do grupo controle. O envelhecimento unido a inatividade
fisica pode colaborar no desenvolvimento da resisténcia a insulina por
proporcionar maior ganho de massa adisposa e diminuicdo da massa magra
tanto em humanos como em animais (Rocha et al., 2003; Rimbert et al., 2004;
Amati et al., 2009). Visto isso, a pratica regular de exercicio fisico vem sendo
bastante indicada para a prevencao e/ou tratamento dessa doenca (Tuomilehto
et al., 2001; Misra et al., 2008; Janiszewski & Ross 2009; Pauli et al., 2010),

uma vez que esta pratica além de gerar gasto energético para o organismo,



produz interleucina-6 (IL-6), esta interleucina consegue minimizar 0s
transtornos inflamatorios causados pelo excesso de tecido adiposo desde
niveis periféricos bem como a nivel central (Petersen & Pedersen, 2005;
Ropelle et al., 2010). Em 2003, Starkie et al., (2003) estudaram a relacédo do
exercicio fisico e IL-6, os autores mostraram que apos infusdo da bactéria
Escherichia Coli em humanos, o exercicio fisico foi capaz de diminuir o
aumento de niveis séricos de TNF-a e quando aliado a infusdo de IL-6 a

elevacéo foi ainda menor.

Além do exercicio fisico contribuir para melhor sinalizacdo de proteinas
envolvidas no metabolismo dos carboidratos e lipideos a contracdo muscular
também possui efeito positivo na captacao de glicose independente de insulina.
Em 2005, Jessen & Goodyear sugeriram que a contragdo muscular pode
contribuir para entrada de glicose na célula por reduzir niveis de ATP e
fosfocreatina e assim, uma enzima chamada AMP-ativada cinase é fosforilada
e esta ira transmitir sinais para translocacdo do GLUT 4. Uma outra via que
pode ser ativada a partir da contracdo muscular e assim colaborar para
captacao glicémica sem a atuacdo da insulina é através do complexo Calcio-
calmodulina. A contracdo muscular gera diferencial de voltagem na membrana
despolarizando a célula, isto acarreta na abertura dos canais de Ca*", gerando
a ativacdo do complexo célcio-calmodulina e aumento no conteiddo de
Adenosina Monofosfato (AMP); esta, por sua vez, tem a funcdo de segundo
mensageiro que transmite o sinal que fard com que o GLUT-4 se transloque
para a periferia da membrana (SALTIEL E KAHN 2001; GOODYEAR,;
KAHN,1998; JESSEN; GOODYEAR, 2005; RITCHER et al, 2004; RYDER,;

CHIBALIN; ZIERATH, 2001).



A insulina também atua no metabolismo lipidico muscular. Este hormoénio € um
agente anabodlico que colabora na sintese de triacilglicerdis fazendo o
transporte da estrutura base de TG para dentro das céluas, os a-
glicerolfosfatos. No presente estudo, quando o tecido muscular gastrocnémico
foi analisado, nenhuma alteracao na sintese nem na concentracdo armazenada
em forma de triglicerideos foi encontrada, mostrando assim a otimizagédo da
madquinaria de oxidacéo dos lipidios, uma vez que mesmo com menor estimulo
a sintese lipidica decorrente da menor concentracao de insulina para o grupo
treinado, este grupo manteve seus estoques energéticos desde lipideos a

glicogénio inalterados.

O glicogénio é principal reserva energética muscular (Roach, 2002),
durante a pratica de exercicio fisico a qual gera dispéndio energético a glicose
desempenha uma importante funcdo de suprir 0 organismo com energia. A
energia provinda da glicose é uma energia de forma rapida, portanto sua
utilizacdo serd diretamente proporcional a intensidade de exercicio fisico
sustentada, quanto mais intensa ou longa a poténcia externa a ser suportada
maior sera a ativacao da glicogénio fosforilase e assim, maior disponibilidade
de glicose intracelular para ser oxidada (Romijn et al., 1993). A deplecdo de
glicogénio € uma tatica largamente usada por atletas, uma vez que apés sua
deplecéo, préxima de 80%, um quadro chamado de supercompensacao de
glicogénio é instalado e assim permitindo ao atleta maior acumulo desse
substrato desde a nivel muscular a cerebral em relacdo a situacéo inicial e
assim melhorando seu desempenho em provas (Hawley et al., 1997; Matsui et

al., 2012).



Essa supercompensacdo eleva os valores de glicogénio acima dos
valores basais e ainda nao foi totalmente compreendida no meio cientifico.
Inicialmente credita-se na melhor atuacdo da insulina frente aos tecidos
periféricos que apos a pratica de exercicio fisico a entrada de glicose a célula é
facilitada devido ao maior deslocamento dos GLUTs4 para a periferia (Jessen
& Goodyear, 2005; Rose & Richter, 2005; Jesen & Richter, 2012) e assim
aumentando niveis de glicose-6-fosfato intracelular que ira estimular desde a
atividade da glicogénio sintetase (Jesen & Richter 2012) como também de sua
sintese através da glicogenina (Sheare et al., 2005) e diminuir a atividade da

glicogénio fosforilase (Sandstrom et al., (2004).

Este melhor funcionamento da via da insulina desencadeado pela pratica
do exercicio fisico, ficou bem elucidado no trabalho quando se associa o0 maior
acumulo de glicogénio com a maior captacdo de glicose muscular. Ao final do
experimento, fatias do masculo séleo foram retiradas e colocadas em meio de
incubacdo com insulina e glicose a niveis basais mostrando que mesmo sem
um maior aporte de glicose pos-deplecdo ha maior captacdo desse substrato

em decorréncia do exercicio fisico

Visto isso, Irimia et al., (2012) concluem que a supercompensacao do
glicogénio requer uma cadeia coordenada de eventos em dois niveis,
inicialmente pelo aumento da capacidade de fosforilacdo de glicose pelo
musculo e em segundo um agucado controle das enzimas envolvidas
diretamente na sintese (glicogénio sintetase) e degradacdo do glicogénio
(glicogénio fosforilase). No presente estudo, 0s animais treinaram em
intensidade moderada por 1 hora / dia a 80% do LAn e nesta intensidade a

oxidacao dos carboidratos é responsavel por 70-80% do total do dispéndio



energético e que de acordo com Loy et al., (1986) e Tsintzas et al., (1996) e
Sano et al.,, (2012) nesta intensidade ocorrera a deplecdo de glicogénio
suficiente para que apos a sessdao de exercicio o periodo de
supercompensacao seja instalado, podendo perdurar por dias (Arnall et al.,

2007).

Portanto, apds analisar os dados descritos acima € possivel afirmar que
0 conhecimento da intensidade a ser suportada durante o exercicio fisico é de
suma importancia para que se tenha respostas objetivas e que o exercicio
fisico realizado de forma moderada (80% do LANn) faz modula¢gbes metabdlicas
positivas ao organismo contribuindo para melhora da sensibilidade a insulina

em diferentes tecidos.

CONCLUSAO

De acordo com nossos achados, € possivel concluir que a pratica
regular de exercicio fisico modula de maneira positiva o metabolismo de

diferentes tecidos sendo essencial para uma melhora na qualidade de vida.
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4.3 Artigo 3: Com o intuito de estabelecer uma linha de base na metade do
periodo experimental (90 dias de idade), o presente estudo teve como objetivo
avaliar os efeitos do exercicio fisico aer6bio moderado no acumulo de gordura

hepatica de ratos sedentarios e treinados.
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Contributes to Metabolic Health and Reduces Hepatic Fat Accumulation in Adult
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Abstract

Background: Obesity, by triggering insulin resistance, may contribute to the
accumulation of hepatic fat, and this accumulation by lipotoxicity can lead the organ to
fail. Because obesity is growing at an alarming rate and, worryingly, in a precocious
way, the present study aimed to investigate the effects of moderate physical training
performed from childhood to adulthood on liver fat metabolism in rats. Methods:
Twenty rats that were 28 days old were divided into two groups: control (C) and trained
(T). The C Group was kept in cages without exercise, and the T group was submitted to
swimming exercise for 1 hour/day, 5 days/week from 28 to 90 days of age (8 weeks) at
80% of the anaerobic threshold determined by the lactate minimum test. At the end of
the experiment, the body weight gain, insulin sensitivity (glucose disappearance rate
during the insulin tolerance test), concentrations of free fatty acids (FFA) and
triglycerides (TG) and hepatic lipogenic rate were analyzed. For the statistical analysis,
the Student t-test was used with the level of significance preset at 5%. Results: The T
group showed lower body weight gain, FFA concentrations, fat accumulation, hepatic
lipogenic rate and insulin resistance. Conclusion: The regular practice of moderate
physical exercise from childhood can contribute to the reduction of obesity and insulin
resistance and help prevent the development of accumulation of hepatic fat in
adulthood.

Keywords: Moderate Exercise, Metabolic Health; Hepatic Fat Accumulation.



Background

Obesity is a major public health problem and is a risk factor for the development
of many fatal diseases, particularly type 2 diabetes and nonalcoholic fatty liver disease
(NAFLD) [1-4]. The prevalence of NAFLD in obese individuals increases significantly,
reaching 50-75% [5]. The increase in the prevalence of NAFLD is presumed to parallel
the increased prevalence of obesity and diabetes in all age groups.

Discovered by Ludwig and colleagues in 1980 [6], NAFLD is clinically
characterized by the deposition of fat droplets in liver hepatocytes [5,7] and varies from
simple macrovesicular steatosis to steatohepatitis, advanced fibrosis and cirrhosis.
NAFLD may be the main cause of morbidity and mortality related to liver diseases,
with the potential to progress to liver failure. However, it should be noted that the
progression to fibrosis or cirrhosis appears to occur only in patients with evidence of
steatohepatitis.

The etiopathogenesis of DGHNA includes insulin resistance and a consequently
increased synthesis of triglycerides and retention in the hepatocyte, leading to
macrovesicular steatosis. Mitochondrial dysfunction also assumes an important role,
leading to lower lipid oxidation and contributing to fat accumulation and injury in
hepatocytes. The attack of the organ also involves oxidative stress, causing peroxidation
of membrane lipids in the hepatocytes and cytokine production, especially of tumor
necrosis factor alpha (TNF-a), which are partly responsible for the progression of
hepatic steatosis to steatohepatitis and cirrhosis [5,7].

Currently, there are no drugs to treat this disease, and decreased fat intake and
regular exercise are recommended for people diagnosed with NAFLD [8-9]. The change
in lifestyle should occur as soon as possible because obesity in childhood and
adolescence is a major risk factor for obesity and its co-morbidities in adulthood,
including NAFLD [10-11]. Therefore, investigating whether physical exercise during
childhood can prevent the development of obesity and NAFLD and determining the
appropriate intensity become important.

Due to the limitations of human studies, lab animals are commonly used in
scientific research, and the ability to control the intensity of exercise performed by these
animals in adulthood has been extensively investigated. However, there are special
situations, such as weanling rats that simulate children, that have not yet been elucidated

in the literature. Insufficient information is also available on the effects induced by



moderate exercise performed from childhood to adulthood. Therefore, this study aimed
to investigate the effects of moderate exercise training (80% of the individual anaerobic
threshold) performed from childhood to adulthood on liver fat metabolism in rats.

Materials and methods
Animals

This study included 30 weanling Wistar rats, 21 days old at the beginning of the
experiment, from the Central Animal Facility of the Universidade Estadual Paulista
(UNESP), Botucatu/SP, Brazil. The animals were housed in polyethylene cages
measuring 37cm x 31cm x 16cm (four rats per cage) and kept under a room temperature
of 21 °C and photoperiod of 12 hours light/dark. The rats were fed with standard Purina

feed and water "ad libitum ".

All animal experiments were performed in accordance with the Brazilian law for
the scientific use of animals (Law No 11.794, of October 8, 2008). The protocols were
approved by the Ethics Committee on the Use of Animals (CEUA) from the Institute of
Biosciences, UNESP - Campus de Rio Claro (Protocol: 4573/2010).

Experimental Groups

The rats were randomized, from 21 to 90 days old, into two groups: sedentary
(S) rats that remained inactive and did not perform physical exercise and trained (T) rats
that were subjected to an exercise protocol of swimming at a moderate physical
intensity of 80% of the individual anaerobic threshold (AT).

Adaptation to water

All animals in group T were adapted to the water environment. The adaptation
consisted of keeping the animal in shallow water at a temperature of 31 £ 1 °C and
thereby minimizing the stress experienced by the animals in the aquatic environment.
Determination of anaerobic threshold (AT)

At 28 days of age, after being adapted to the liquid environment, the AT of the T
group rats was determined by the minimum lactate test, as proposed for humans [12]
and modified for rats[13-14]. This test consists of the following: a) a brief period of
high intensity exercise to cause an increase in the circulating blood lactate, b) a brief
period of recovery to ensure high levels of lactacidemia, c) exercise with progressive
loads, increasing overhead and d) the collection of blood for the lactate analysis.

Because the progressive portion of the lactate minimum test begins when the blood



lactate concentrations are high, the test produces a characteristic progressive lactate
profile in the form of a "U". The minimum blood lactate was defined as the intensity of
exercise in which the "U curve", derived from the blood lactate values obtained during
the test, reaches a minimum concentration and theoretically indicates the AT [12].

For the hyperlactacidemia induction, the animals were placed individually in
tanks (100 X 80 X 80 cm) containing water at 31 + 1 °C, supporting high overloads
relative to the body weight (bw) (20% at 28 days of age and 13% for adult rats) and
allowed to swim for 30 seconds. After 30 seconds of rest, the rats were allowed to swim
again with the same overloads until exhaustion. After a resting period (12 min for 28
day old rats and 9 min for adult rats), blood samples were collected by cutting the tail
end to determine the lactate concentration, and the animals began the swimming
exercise with progressively higher intensities [13-14]. The first load was equivalent to
5% bw at 28 days of age and 4% bw in adult rats, and the loads were increased by 1.0%
bw in 28 day old rats and 0.5% bw in adult rats every 5 minutes until exhaustion of the
animal. In each overload exchange, a blood sample was collected for lactate
determination [13 modified by 14]. The blood lactate determination was performed by

the enzymatic method [15].

Because the AT is often assumed to be characterized by high-intensity exercise
in which the blood lactate does not increase more than 1 mmol/L from 10 to 30 min of
exercise with constant overload [16], four days after the completion of the lactate
minimum test, the rats were submitted to a single session of swimming supporting
constant overloads corresponding to the lactate threshold (AT) that was determined by
the test. Each test consisted of continuous swimming for 30 minutes with a 100% load

with blood sampling in every 10 min to confirm the stabilization of lactate production.

Training protocol

The T group was submitted to swimming exercise in individual tanks containing
water at 31 £ 1 °C for one hour per day, five days per week, for eight weeks (from 28 to
90 days of age). The rats supported overloads tied to the back with elastic (Flash elastic,
Sdo Paulo/SP, Brazil®), equivalent to 80% of the individual AT previously identified
by the lactate minimum test.
3.7. Insulin tolerance test (ITT)

At the end of the experiment, the insulin sensitivity was evaluated by the insulin

tolerance test (ITT). The first blood sample was taken from the tail vein (time 0). Then,



a solution of insulin at a dose of 150 mU/100 g of body weight was administered
intraperitoneally. The blood samples were collected at 4, 8, 12 and 16 minutes post-
insulin injection from heparinized capillaries and calibrated for 25 ul to determine the
glucose concentrations using a commercial kit (Laborlab ®). A single cut at the tail end
was enough to collect all blood samples. The results were analyzed by calculating the
removal rate of serum glucose (Kitt). The kitt was calculated by the formula
(0.0693/t12) x 100 and expressed in %/min. The removal of blood glucose (t;,) was
calculated by curve least squares analysis of the blood glucose levels at the times of

decay after the administration of insulin [17] using Microsoft Excel software 2007.
Sacrifice of animals and obtaining biological material

Blood

At the end of the experiment, in the fed state and 48 hours after the last "in vivo"
evaluation, the animals were sacrificed after anesthesia with CO, in a 72 hour resting
state, and the blood was collected for serum separation and determination of free fatty
acids [18].

Liver

The liver was collected at time of sacrifice for weighing, and an aliquot (500
mg) was used to determine the concentration of triglycerides using a commercial kit

(Laborlab ®, Paulinia/SP, Brazil).

In a separate batch of animals (5/group), rats from both groups were sacrificed
60 minutes after receiving the intraperitoneal administration of 3 mCi *H,0. Aliquots of
the liver tissue were extracted and weighed to determine the lipogenic rate using
tritiated water as previously described by Robinson & Williamson [19]. The lipid
synthesis rate was expressed as pmol of *H,O incorporated per hour per gram of hepatic

tissue.
Statistical Analysis

The results were expressed as the means + standard deviation. The Student t-test for
independent samples was used to compare the mean body weight, rate of removal of
serum glucose (Kitt), concentrations of FFA and triglycerides and hepatic lipogenic rate

at the end of the experiment. The level of significance was preset at p < 0.05.



Results

The aerobic capacity for the weanling rats could be determined. The average minimum
concentration of lactate (mmol/L) was 5.03 £ 1.15, and that obtained in the overload (%
bw) was 8.59 + 1.09 (Figure 1A). During a 30 minute exercise session with the animals
supporting 100% of the overhead determined by the lactate minimum test, there was
stabilization of the peripheral lactate concentration between 10 and 30 min of exercise
(Figure 1B).

Figure 1A. Determination of the blood lactate threshold (BLT) from a single rat during the incremental swimming
test. Each dot indicates the blood lactate concentration (mmol / L) on the ordinate and the work overload on the
abscissa. The BLT and workload were calculated with a second-order polynomial curve using Microsoft Excel ®.
The vertical arrow estimates the workload, and the horizontal arrow estimates the blood lactate concentration.

Figure 1B. Peripheral lactate concentration during exercise with a constant overload, which was estimated by BLT
using the minimum blood lactate test. The results are expressed as the means + standard deviation of 10 animals. * =
different from the baseline (ANOVA, p <0.05).

The animals from the T group showed lower weight gain, free fatty acid and
triglycerides concentrations and hepatic lipogenic rate compared with the sedentary
group (Figures 2, 3,4 and 5).



Figures 2, 3, 4, 5. The data on body weight, free fatty acid (FFA) level, liver lipogenic rate and liver triglyceride
level, respectively, at the end of the experiment. C = control, T = trained. * # T group compared with C. The data

represent the means =+ standard deviation (n = 10 animals/group).

The T group animals showed a higher uptake of glucose per minute as measured
by the insulin tolerance test (ITT). These animals were more sensitive to insulin than the

sedentary group animals (Figure 6).

Figure 6. Glucose removal rate after the insulin tolerance test calculated by KITT. C = control, T = trained. * # T

group when compared with C. The data are represented as the means =+ standard deviation (n = 10 animals/group).



Discussion

Cases of liver carcinomas are the fifth most common in the global ranking of
cancer diagnoses [20], growing in line with the growth of NAFLD [21-22]. Because the
latter disease may be due to the insulin resistance found in obese individuals and
because the incidence of obesity has been increasing worldwide, affecting children,
youths and adult men and women [23], the importance of the prevention and treatment
of obesity, which can be initiated in childhood by physical exercise, is important to
minimize the inconvenience caused by this condition in adulthood.

Because the current findings surrounding the effect of moderate physical
exercise (80% of Lan) on the development of NAFLD are not clear, the present study
examined the effect of a protocol of moderate training (80% of individual aerobic
capacity) from childhood to adulthood on fat metabolism in the liver.

A thorough knowledge of the appropriate exercise intensity is of paramount
importance. There are numerous studies that show different responses of an organism to
different intensities of exercise [24-26]. According to Dubé et al. [27], there is a high
correlation between the dose/response of physical exercise intensity with insulin
sensitivity, with the recovery of individuals after stroke [28] or acute myocardial
infarction [29] and with fibromyalgia [30]. These authors also showed that the higher
the intensity of exercise, the better the body's response to that exercise. Therefore, a
precise determination of the individual aerobic capacity prior to start of a physical

training program is important.

To determine the aerobic capacity, the maximum lactate steady state (MLSS)
test is considered the gold standard, but it requires several days of tests, and its
application can be limited in some special cases. Therefore, in 1993, Tegtbur et al. [12]
developed a test to determine the anaerobic threshold (AT) called the lactate minimum
test, which has been considered a method to determine the exercise intensity
corresponding to the equilibrium between the production and removal of blood lactate
[12,31] or MLSS [32-33]. In addition to this protocol being considered a valid method
to determine aerobic capacity, it also enables the identification of the intensity

corresponding to the MLSS in a single test session [32-34].

Moreover, studies of the metabolic effects of exercise in rats are often

challenged by a lack of information about the intensity of the effort performed by the



animal during exercise. Therefore, Gobatto et al. [35] adapted the MLSS test from
human adults to Wistar rats, and after understanding that human tests could be adapted
to animal models, Araujo et al. [13] adapted the lactate minimum test for adult Wistar
rats in swimming exercise. These authors suggested that regardless of the overload in
the test, the minimum blood lactate concentration was approximately 5 mmol/L.
Because the application of overloads to rats during exercise in the water is relative to
body weight, these tests may appear inappropriate for rats that are too light or in an
accelerated growth phase, such as weanling rats. However, this study successfully
determined the AT in weanling rats, which was previously unknown in the literature.
This study also confirmed the data previously described by Gobatto et al. [35] and
Araujo et al. [13], which showed that the lactate concentration at AT, regardless of the

intensity obtained, was approximately 5 mmol/L.

After standardization of the lactate minimum test because the AT is often
assumed to be characterized by a higher intensity of exercise in which the blood lactate
does not oscillate more than 1 mmol/L from 10 to 30 min of exercise with a constant
overload [16], four days after the lactate minimum test, the rats were submitted to
exercise with constant overloads corresponding to those found in the test. The lactate
behavior was similar to that found in the MLSS test, and thus the lactate minimum test
can be an important tool to determine the AT for weanling rats in a single test.

The exercise intensity in cases of obesity and fat accumulation in the liver is a
matter that has much been discussed currently because if the sustained intensity is high,
there is a high fat oxidation during the exercise session. However, to restructure the
organization for the future to sustain wear, this oxidation is increased after this practice,
a condition known as excess post-exercise oxygen consumption (EPOC) in which the
consumption is directly related to the intensity supported during the physical exertion;
thus, the greater the exercise intensity, the greater the oxygen consumption as long as
this condition persists [36-37].

When exercise is performed with the intensity ranging from mild to moderate,
during which the energy demand is not required quickly, there will be time enough to
metabolize the fatty acids (FA) used to feed this energy demand, and thus there will be a
greater activation of the enzyme lipoprotein lipase. In turn, there will be an increase in

the rate of lipolysis, and the FAs from adipose tissue will predominantly be oxidized to



sustain exercise for a long time, causing a consequent decrease in fat mass and fat intake
by the liver. This area of work is known as Fatmax [38-39].

In 2010, Da Silva et al. [40] showed that the intensity of exercise performed at
70% of AT decreased insulin resistance due to a decrease in inflammatory processes
and also showed that rats swimming freely, without an overload but for a long period (6
hours), had improvements in insulin sensitivity. These results indicated that very light
exercise can be compensated for by increasing the volume of exercise. However, this
high volume training may not be able to be supported by obese individuals, especially in
those activities that require the body weight to be supported, indicating that training
protocols with shorter durations are important.

A study performed by Lima et al. [41], in which the effects of different exercise
intensities in type 2 diabetic subjects were analyzed, revealed that diabetic patients who
consumed high carbohydrate solutions oxidized even more fat compared with healthy
subjects after high-intensity exercise (90% Lan). This protocol can improve insulin
sensitivity and minimize the damage caused by insulin resistance in obese individuals.

If the exercise intensity is not known, the exercise can act as a villain in
combating obesity. According to Mayer et al. [42], when exercise is performed at a very
low intensity that is not accompanied by a decrease in hunger, the body mass can
increase. According to these authors, the effect of physical exercise on satiety occurs at
intense levels, in which elevated levels of catecholamine suppress the feeling of hunger.
In this study, subjecting the animals to a moderate-intensity exercise (80% of AT)
caused these animals to have a lower weight gain, leading to a lower amount of adipose
tissue and thereby reducing the intake of fat by the liver, ultimately preventing the
development of NAFLD.

The stored energy in the form of fat can act in a toxic way on the liver and lead
to lipotoxicity of the liver [43] and even organ failure by activating apoptotic pathways
[44]. Analyzing the accumulation of hepatic fat through the lipogenic rate and
triacylglycerol concentrations in the tissue, the insulin resistance was shown to generate
a favorable environment for the greater accumulation of hepatic fat, which can be
explained by the fact the activation of the lipogenic transcription factor hepatic SREBP
(sterol regulatory element-binding proteins) by high concentrations of insulin [45-47].
The state of hyperinsulinemia increases the activity of SREBP in the liver, thereby
increasing the levels of lipogenic genes, such as fatty acid synthase (FAS), acetyl-CoA
carboxylase (ACC) and Stearoyl-CoA Desaturasel (SCD1) contributing to the buildup



of hepatic fat. Recently, Cintra et al. [48] showed in mice fed a high-fat diet that regular
physical exercise that reduces SREBP levels was also effective in reducing the levels of
FAS and SCDI and increasing the levels of ACC, thereby contributing to the reversal of
hepatic steatosis.

Because unsaturated fatty acids can activate proinflammatory pathways through
membrane receptors, such as the toll-like receptors (TLRs) [49], reducing the supply of
lipid substrates as a result of the increased resistance to insulin-shaped fatty acids is
necessary. In this study, moderate physical exercise, by promoting a decrease in
concentrations of FFA, was effective in improving insulin sensitivity, which may be
associated with increased insulin activity in insulin-sensitive tissues. According to
Boden & Shulman [50], the responsiveness of peripheral tissues to insulin may be
damaged due to an increase in the concentration of FFA, affecting the insulin signaling
pathway and thus leading to type 2 diabetes. Another factor that may have contributed
to the best response of the peripheral tissues to insulin was the strong power of muscle
contraction, which increases the expression of proteins that participate in the insulin
signaling pathway, causing glucose uptake through mechanisms independent of
intracellular insulin in rats and mice, whether they are obese or lean, during one or more
physical exercise sessions, thereby making the body less glucose-intolerant and insulin-
dependent [51-55].

Conclusion

According to our findings, the regular practice of moderate physical exercise
beginning in childhood can contribute to the reduction of obesity and insulin resistance

and help prevent the development of NAFLD in adulthood.
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4.4 Artigo 4: Apés o periodo experimental, o presente estudo objetivou em
avaliar as alteracGes do treinamento e sua cessacdo em animais alimentados

com dieta controle.

Em fase de submissdo: Moura LP et al.,, Alteragbes decorrentes do
treinamento fisico e destreinamento na saude metabdlica e acimulo de gordura
no figado.
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Resumo

Tanto o sedentarismo bem como o envelhecimento sdo fatores importantes no desenvolvimento
da Diabetes tipo 2, podendo assim contribuir com o desenvolvimento da doenga hepatica
gordurosa ndo alcoolica (DHGNA). A pratica regular de exercicio fisico tem sido bastante
recomendada para preveng@o e tratamento de distirbios metabolicos, mas os efeitos decorrentes
da cessacdo desta pratica ainda ndo estdo bem elucidados pela literatura. Portanto, o presente
estudo teve como objetivo avaliar os efeitos do treinamento e destreinamento fisico em ratos.
Para isso, ratos Wistar (21 dias de idade) foram utilizados e divididos em 3 grupos: Grupo
Sedentario (GS): animais que permaneceram sedentarios ao longo de todo o experimento;
Grupo Treinado (GT): animais que foram submetidos ao protocolo de treinamento ao longo de
todo o experimento e Grupo Destreinado (GD): animais que foram submetidos ao protocolo de
treinamento até a metade e apds isso, foram mantidos sedentarios até ao final do experimento. O
treinamento consistiu de treinamento aerobio (80% do limiar anaerdbio — identificado a cada 20
dias de experimento) 1h/dia, Sdias/semana por 16 semanas para o GT e 8 para o GD. Ao final
do experimento varidveis séricas, adiposas e hepaticas foram analisadas. Foi visto que o
treinamento fisico reduziu a area sob a curva de insulina durante o teste de tolerancia a glicose,
o ganho de peso, reduziu a atividade lipogénica da gordura mesentérica, concentragdo de
triglicerideos e o estoque de gorduras em diferentes regides e que sua cessacdo neutraliza esses

beneficios advindos do exercicio fisico.

Palavras-chaves: Exercicio Fisico, Saude Metabolica e Acimulo de Gordura Hepatica.



Introducéo

Por ndo proporcionar gasto caldrico e estar correlacionado com aumento da ingestdo de
alimento e assim contribuindo para o ganho de peso, estudos apontam o sedentarismo como
importante fator no desenvolvimento da Diabetes tipo 2 (Kriska et al. 1993;Mayer-Davis et
al. 1998; Gustat et al. 2002), podendo assim contribuir com o desenvolvimento da doenga
hepatica gordurosa néo alcodlica (DHGNA) . A DHGNA engloba alteragdes hepaticas que pode
variar desde o aciimulo de gordura e podendo se evoluir até a cirrose hepatica (Tiniakos, Vos,
Brunt, 2010). Esta doenga ¢ caracterizada pela presenca de goticulas de gordura no figado
(Diehl et al., 1999) e foi descoberta por Ludwig e colaboradores em 1980 (Ludwig et al., 1980).
A DHGNA vem crescendo de forma alarmante em todo o mundo, atingindo cerca de 30% da
populagdo adulta (Stefan, Kantartzis, Hiaring 2008), esse aumento na incidéncia da DHGNA
vem sendo diretamente relacionada com sedentarismo, resisténcia a insulina e obesidade
(Tiniakos, Vos, Brunt, 2010, Moura et al., 2012). Uma vez que a senescéncia per si induz a
processos inflamatodrios (Pauli et al., 2010) e a permanéncia dessa inflamago subclinica, pode
gerar transtornos na via de sinalizagdo da insulina instalando um ambiente favoravel para o
aumento do estress oxidativo e consequentemente a lipotoxicidade. Estudos mostram que
pessoas idosas (40-60 anos) apresentam maior incidéncia de DHGNA em relago a pessoas que
apresentam idade menor que 20 anos (Brunt & Tiniakos, 2009). Devido as inumeras altera¢des
decorrentes da pratica regular de exercicio fisico, esta pratica vem sendo recomendada como
uma potente ferramenta para o tratamento de diversas patologias e assim melhorando a

qualidade de vida do individuo (Blohm, Ploch, Apelt 2012)

A reducdo na ingesta de gordura e a inclusdo de exercicio fisico tém sido bastante
recomendadas como tratamentos ndo farmacologicos (Pardee et al., 2009; Socha et al., 2009).
Moura et al., (2012) mostraram que ratos submetidos a restri¢do caldrica apresentam menor
acumulo de gordura no figado e estudo realizado por Cintra et al., (2012) mostrou que animais
alimentados com dieta hiperlipidica apresentaram quadro de esteatose hepatica e que apds

submetidos ao treinamento fisico esse quadro foi revertido. Se a pratica regular de exercicio



promove beneficios morfologicos, fisiologicos e funcionais, o efeito causado pela cessagio
desta pratica ainda ndo foi bem elucidado. Nas ultimas décadas, os efeitos da cessacdo de
treinamento fisico (destreinamento) tem sido foco de varias pesquisas, uma vez que, por
motivos ainda n2o bem conhecidos, individuos que cessam o treinamento fisico apresentam
rapido acréscimo da massa adiposa, ganho de peso e resisténcia a insulina tanto em humanos
(Marti & Howald, 1990; Kujala et al., 1994), quanto em animais (Craig et al., 1983; Applegate
& Stern, 1987; Lambert et al., 1994), uma hipdtese para tal fendmeno ¢ o fato de que apos a
cessacdo do treinamento fisico a sensibilidade a insulina no musculo decresce com o passar do

tempo (Houmard et al., 1996; Arciero et al., 1998).

Portanto, ¢ sabido que o cessamento da pratica regular de exercicio fisico leva a
alteracOes relacionadas ao metabolismo de carboidratos, em relagdo ao metabolismo de lipideos,
o destreinamento leva a maior atividade de enzimas envolvidas na sintese de acido graxo e
lipogénese (Simsolo et al., 1993; Lambert et al., 1994). Visto isso, conclui-se que o
destreinamento fisico leva a transtornos como acumulo de gordura e resisténcia a insulina e
como ainda nfo se avaliou o efeito do destreinamento a no acumulo de gordura hepatica, o
presente estudo teve como objetivo avaliar o acumulo de gordura hepatica em ratos submetidos

tanto ao treinamento fisico bem como ao destreinamento .

Metodologia

Animais

Foram utilizados 30 ratos recém-desmamados da linhagem Wistar, com 21 dias de idade
no inicio do experimento, provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual Paulista
(UNESP), Botucatu. Os animais foram alojados em gaiolas de polietileno, medindo 37 x 31 x
16 (cinco ratos por gaiola), ¢ mantidos a temperatura ambiente de 21° C e fotoperiodo de 12
horas claro/escuro, alimentados com rac¢do balanceada padrido Purina e agua “ad libitum” até
aos 90 dias de idade, e apds os 90 dias de idade foram administradas dietas semi purificadas

balanceada AIN-93M (Reeves, 1993).



Aspectos Eticos

Todos os experimentos com animais foram realizados de acordo com a legislagdo
brasileira sobre o uso cientifico de animais (lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008). Os
protocolos foram submetidos & apreciagio da Comissio de Etica no uso de Animal (CEUA), do

Instituto de Biociéncias, da UNESP — Campus de Rio Claro (Protocolo: 4573/2010).
Grupos Experimentais

Os animais foram divididos em 3 grupos a partir dos 21 dias de idade até ao sacrificio
(150 dias de idade), Grupo Sedentario (GS): animais que permaneceram sedentarios ao longo de
todo o experimento (21-150 dias de idade); Grupo Treinado (GT): animais que foram
submetidos ao protocolo de treinamento ao longo de todo o experimento (28 aos 150 dias de
idade) e Grupo Destreinado (GD): animais que foram submetidos ao protocolo de treinamento
dos 28 aos 90 dias de idade e apds isso, foram mantidos sedentarios até ao final do experimento

(150 dias de idade).
Adaptacdo ao meio liquido

Todos os animais foram adaptados ao meio liquido. A adaptagio consistiu em manter o
animal na 4dgua rasa a uma temperatura de 31 + 1°C e com isso minimizar o estresse sofrido

pelos animais perante o meio liquido.
Determinacao da capacidade aertbia

A capacidade aerobia dos animais foi determinada pelo teste de lactato minimo proposto
por Tegtubur em 1993 e modificado para ratos adultos por Araujo et al., 2007 e para ratos
recém-desmamados (28 dias de idade) por Mello et al., 2009. O teste consiste em, apds inducdo
a hiperlactacidemia, os animais depois de repousarem por um curto periodo de tempo voltam ao
exercicio fisico de carater incremental para, através do ciclo de cory, acelerar a remog¢do do
lactato e transforma-lo em substrato e assim atingir um pico minimo de lactato e quando a

producio de lactato passa a ser maior que a remogao, as concentra¢des de lactato passam a se



elevar, assumindo assim uma curva lactacidémica em forma de “U”. A determinacdo da
capacidade aerdbia foi realizada a cada 20 dias para que o efeito de ganho de massa do animal

ndo interferisse na sobrecarga administrada.
Protocolo de treinamento/destreinamento

Os animais dos grupos GT e GD foram submetidos ao exercicio de natagdo, em tanques
individuais, contendo agua a 31 + 1°C, uma hora por dia, cinco dias por semana, suportando
sobrecargas de chumbo atadas ao tdrax, equivalentes a 80% do LAn individual, identificado
pelo teste de lactato minimo realizado ao longo de todo o experimento. O grupo GT iniciou o
protocolo de exercicio fisico aos 28 dias de idade e treinaram até ao final do experimento (16
semanas de treinamento) e o grupo GD iniciou aos 28 dias de idade e cessou o treinamento
fisico aos 90 dias de idade permanecendo sedentario até aos 150 dias de idade (8 semanas de

treinamento fisico + 8 semanas permanecendo sedentario).

Avaliages gerais

Todos os animais tiveram peso e comprimento corporal registrados semanalmente
durante todo o experimento.

Teste de tolerancia a glicose oral - TTGo

O TTGo foi realizado aos 150 dias de idade, 48 horas apds a ultima sessdo de exercicio
fisico com os animais ap6s 12 horas de jejum. Uma primeira coleta de sangue foi feita, através
de um pequeno corte na extremidade da cauda do animal. Em seguida, uma solugio de glicose
(80%) foi administrada para cada animal em uma quantidade de 2 g/Kg de peso através de
sonda gastrica de polietileno. Amostras de sangue foram coletadas apos 30, 60 e 120 minutos
com capilares heparinizados e calibrados para 25uL, visando a determinacdo das concentra¢des
de glicose ¢ insulina. Um tnico corte na extremidade da cauda foi suficiente para coleta de
todas as amostras sanguineas. As concentragdes de glicose sanguinea foram determinadas pelo
método glicose-oxidase utilizando kits comerciais (Laborlab®, Paulinea/SP, Brasil) ¢ as de

insulina, pelo método de radioimunoensaio (Herbert et al. 1965). Os resultados foram analisados



através do calculo da area sob a curva de glicose e insulina durante o teste pelo método
trapezoidal (Mathews et al., 1990), utilizando-se o software ORIGIN 6.0 (2000).

Teste de tolerancia a insulina - TTI

A sensibilidade a insulina foi avaliada através do teste de tolerancia a insulina (TTI). O
teste foi realizado aos 150 dias de idade, 48 horas apos a tltima sessdo de exercicio fisico. Uma
primeira coleta de sangue foi feita através de um corte na extremidade da cauda do animal
(tempo 0). Em seguida, uma solu¢do de insulina, na dose de 150 mU/100g de peso, foi
administrada via intraperitoneal. Amostras de sangue foram coletadas apds 4, 8, 12 e 16 minutos
com capilares heparinizados ¢ calibrados para 25 pL, visando a determinacgéo das concentragdes
de glicose, utilizando kits comerciais (Laborlab”®, Paulinea/SP, Brasil). Um unico corte na
extremidade da cauda foi suficiente para a coleta de todas as amostras sanguineas. Os resultados
foram analisados pelo calculo da taxa de remogdo da glicose sérica (Kitt). O kitt foi calculado
pela férmula (0,0693/t;,) x 100 e expresso em %/minuto. A remogdo da glicose sanguinea (t;,)
foi calculada pela curva de analise dos minimos quadrados dos teores de glicose no sangue nos
momentos de decaimento apos a administragdo de insulina (Lundbaek 1962) utilizando software

Origin 6.0.

Sacrificio dos animais e obtencao de material biol6gico

Sangue

Ao final do experimento os animais foram exsanguinados, 48 horas depois da tltima
avaliagfo "in vivo", ap6s anestesia com CO, e em repouso de 72 horas, sendo o sangue coletado
para a separacdo do soro e dosagem das transaminases hepaticas AST e ALT (marcadores de
esteatose hepatica), de triglicerideos, colesterol total, HDL-colesterol, LDL-colesterol, acidos
graxos livres e glicose usando kits comerciais e de insulina por radioimunoensaio (Hebert et al.,
1965).

Tecido adiposo



A excisdo dos diferentes depositos de gordura foi realizada de acordo com a descri¢do
de Cinti (2005). O tecido adiposo das regides subcutinea posterior, mesentérica, epididimal e
retroperitoneal foram removidos para pesagem total e determinagdo das concentragdes de
proteina (estimativa de hipertrofia), DNA (estimativa de hiperplasia) e relacdo proteina/DNA
(estimativa de crescimento/nimero de células), as concentragdes de triglicerideos nesses

depositos foram determinadas pelo procedimento descrito por Nogueira et al., (1990).

Figado
O figado foi extirpado no momento do sacrificio para pesagem e uma aliquota (500 mg)
foi utilizada para a determinacgdo da concentracdo de triglicerideos (Nogueira et al., 1990) e uma
outra para determinacéo de glicogénio (Dubois et al., 1956).
Taxa lipogénica hepética
Em um lote separado de animais, aos 150 dias de idade, ratos de todos os grupos foram
sacrificados 60 minutos apds receberem administragdo intraperitoneal de agua triciada (3mCi
3H,0). Aliquotas do tecido adiposo da regido mesentérica e hepatico foram extraidas e pesadas
para determinacdo da taxa lipogénica, utilizando-se agua triciada, como previamente descrito
por Robinson & Williamson (1978). A taxa de sintese de lipidios foi expressa em pumol de 3H,0
incorporada em lipidios por hora, por grama de tecido.

Resultados

O peso corporal dos animais foi registrado semanalmente e antes da eutanasia os testes de
tolerancia a glicose ¢ o de resisténcia a insulina foram realizados. Foi visto que o treinamento
fisico reduziu o ganho de peso e que quando esta pratica foi cessada houve maior ganho de peso
para os animais pertencentes a este grupo quando comparado aos demais. Nenhuma diferenca
foi observada nos testes de tolerancia a glicose bem como ao de resisténcia a insulina, mas
quando analisada a 4rea sob a curva de insulina que foi coletada durante o teste de tolerancia a
glicose, foi encontrado uma menor area sob a curva de insulina para os animais que foram

submetidos ao exercicio fisico ao longo de todo o experimento (Tabela I).



Tabela I. Dados prévios ao sacrificios

GS

GT

GD

Ganho de Peso (28-90 dias (g)

286,91 + 30,48"

236,41 +32,58°

236,41 + 32,58°

Ganho de Peso (90 - 160 dias) (g)

106,43 + 38,26

99,71 + 24,50°

147,07 + 36,19

Ganho de Peso (28-160 dias) (g)

429,06 + 66,23"

353,42 +51,01°

426,64 + 74,12°

indice de Lee

3,06 +0,09°

2,97 £ 0,08

2,99 +0,09*

TTG (mg/dLx120min)

21646,12 +1750,29°

18523,92 +2342,49°

20079,81 +2978,74°

AUC insulina (ng/ml x 120min)

98,83 +37,08"

28,34 + 10,62°

73,91 +24,82°

TTI (% de remocédo/min)

3,67+0,61°

6,36 +3,19°

4,69 +1,20°

Resultados expressos com média + desvio padrio ao final do periodo experimental
(n=10/grupo). GS: Grupo sedentario, GT: Grupo Treinado e GD: Grupo Destreinado. ANOVA
one-way: letras diferentes significam diferenca estatistica (a # b # c).

Ao final do periodo experimental, apds serem primeiramente anestesiados e posteriormente

eutanasiados, o soro foi separado para determina¢fo da concentragdo de glicose, insulina, perfil

lipidico circulante e das proteinas marcadoras de EHNA (AST e ALT). Analisando todos os

parametros, ndo foi possivel observar nenhuma diferencga entre os grupos (Tabela II).

Tabela Il. Dados séricos apo6s o sacrificio

GS GT GD
Glicose (mg/dL) 68,05 £ 17,48" 64,99 £ 5, 41° 70,21 £ 12,30°
Insulina pés-prandial (ng/ml) 1,88 +£0,93° 1,69 +0,78" 1,81 +0,69°
Insulina Jejum (ng/ml) 0,43 +£0,22° 0,41+0,17° 0,45 +0,20°
HOMA 6,65 +2,59° 6,16 £2,14° 7,14 £ 2.45°
AGL (MEg/L) 6,80 £2,35° 4,83 +1,50° 7,46 £239°

Colesterol Total (mg/dL)

93,29 + 19,69*

98,35+ 12,63"

94,75 + 12,01°

HDL (mg/dL)

23,14 + 4,14°

23,17 +5,21°

21,19+ 7,61°

LDL (mg/dL)

42,01 + 17,84

38,95+ 12,42°

3227+ 14,81°

Triglicerideos (mg/dL)

150,22 + 35,11°

160,00 + 18,47°

173,65 +17,31°

AST (U/L) 11,56+ 3,61° 12,42 +2,94° 11,84 +3,51°
ALT (U/L) 9,80 £391° 745+1,19° 6,72 £2,01°
AST/ALT 1,30 £0,52° 1,71 £0,53° 1,84 +0,55°



Resultados expressos com média + desvio padrio ao final do periodo experimental
(n=10/grupo). GS: Grupo sedentario, GT: Grupo Treinado e GD: Grupo Destreinado. ANOVA
one-way: letras diferentes significam diferenca estatistica.

Os tecidos adiposos de diferentes regides (mesentérica, epedidimal, retroperitoneal e
subcutanea) foram removidos para pesagem ¢ posterior analise da concentragdo de
triglicerideos, proteina ¢ DNA. Em um lote separado de animais, a analise da atividade
lipogénica foi realizada somente para a gordura mesentérica. O treinamento fisico além de ter
reduzido os estoques de todas as gorduras analisadas, reduziu também a quantidade de
triglicerideos das gorduras mesentérica, epididimal e retroperitoneal. O destreinamento fisico,
fez com que essa redugdo de gordura e triglicerideos fosse neutralizada e aumentando ainda a
atividade lipogénica da gordura mesentérica (Tabela III).

Tabela I11. Dados referentes aos tecidos adiposos de diferentes regides.
Tecidos Adiposos

Mesentérico GS GT GD
Peso (g) 4,53 +1,60° 3,40 + 1,20° 527 +1,94°
Triglicerideos (mg X peso 41,72 £3,09* 21,82 +2,09° 40,73 +£2.27°
total)
Proteina 4,40 £2,62° 5,22 +1,01° 3,68 +1,53°
DNA 0,03+0,01° 0,03+0,01° 0,03 +0,01°
Proteina/DNA 142,11 +£27,95° 158,45 + 30,89° 139,93 + 42,86"
Lipogénese (umol *H,0 2,90 £ 0,58 2,92 + 1,38 5,07 +3.87
Incorporado/h x g)
Epididimal GS GT GD
Peso 4,65 +1,29° 2,82 +1,10 4,43 £1,60°
Triglicerideos 47,19 £3,79° 26,36 £2,76° 41,90 £2,53°
Proteina 3,98 +1,62° 3,73 +£0,89° 3,86 +£1,02°
DNA 0,02 +0,010* 0,02 £ 0,004* 0,02 +0,004"
Proteina/DNA 217,77 £ 46,39* 210,14 + 26,66° 214,22 £ 53,97°
Retroperitoneal GS GT GD
Peso 6,41 + 3,60° 322+1,12° 4,87 £1,59°




Triglicerideos 101,47 +4,22° 46,85 + 3,46° 76,70 + 4,73°
Proteina 4,59 £1,42° 5,25+1,19° 3,96 £0,78°
DNA 0,04 +0,02° 0,03 +0,01° 0,03 +0,01°

Proteina/DNA

144,83 + 60,48"

178,66 + 48,58"

157,26 +49,17*

Subcutaneo GS GT GD
Peso 2,82 +1,20° 1,85 £0,62° 2,50 +0,76"
Triglicerideos 76,56 £ 9,39% 57,46 £ 7,65° 59,60 + 3,42
Proteina 7,23 £1,59° 8,54 +2.24° 6,88 +2,80°
DNA 0,05+0,01° 0,05+0,01° 0,05 £0,02°

Proteina/DNA

Resultados expressos com média + desvio padrio ao final do periodo experimental
(n=10/grupo). GS: Grupo sedentario, GT: Grupo Treinado e GD: Grupo Destreinado. ANOVA
one-way: letras diferentes significam diferenca estatistica (a # b # c).

No tecido hepatico, nem o treinamento fisico nem o destreinamento interferiram na

concentracdo de glicogénio, triglicerideos como também na sintese de lipideos neste o6rgdo

(Tabela IV).

150,27 + 18,58"

164,14 +21,12°

Tabela V. Analises hepéticas ao final do experimento

146,89 + 22,03"

GS GT GD
Glicogénio (mg%o) 7,24 £2,62° 6,73 £1,41° 7,29 £2,27°
Lipogénese (umol *H,0 24,41 £ 1,81° 24,15 + 4,95 20,98 +2,04*
Incorporado/h x g)
Triglicerideos (m%o) 11,61 +3,85" 8,89 £ 3,94° 11,32 £ 4,34°

Resultados expressos com média + desvio padrio ao final do periodo experimental
(n=10/grupo). GS: Grupo sedentario, GT: Grupo Treinado e GD: Grupo Destreinado. ANOVA
one-way: letras diferentes significam diferenca estatistica (a # b # c).

Discussao

O sedentarismo tem crescido de forma alarmante em todo o mundo e consigo trazendo

varias patologias em decorréncia do baixo gasto caldrico e aumento na ingestdo de alimentos,




visto que a pratica regular de exercicio fisico tem sido bastante utilizada como uma ferramenta
ndo farmacoloégica no combate dessas doencgas decorrentes do sedentarismo, o presente estudo
objetivou analisar os efeitos decorrentes do exercicio fisico ¢ apos sua cessagdo em varios
parametros metabdlicos.

Ao longo de todo o experimento os animais tiveram seus pesos registrados semanalmente,
na primeira fase de experimento, foi possivel observar que os animais submetidos ao exercicio
fisico regularmente dos 28 aos 90 dias de idade apresentaram menor ganho de peso em relagéo
aos animais que permaneceram sedentarios. Na segunda etapa (90 aos 160 dias de idade), os
animais pertencentes ao grupo que cessou o treinamento apresentou maior ganho de peso em
relacdo ao sedentario bem como ao treinado. Analisando a cinética do peso corporal ao longo de
todo o experimento, foi possivel analisar que animais treinados que tém seu exercicio fisico
cessado apresentam mesmo peso corporal que animais sedentarios. O grande achado deste
estudo foi observar a variagdo de peso entre 90 e 160 dias de idade, onde animais submetidos a
cessagdo do exercicio fisico apresentaram maior ganho de peso em relagédo aos outros grupos.

De acordo com a literatura, individuos que cessam o treinamento fisico apresentam rapido
acréscimo da massa adiposa, ganho de peso e resisténcia a insulina tanto em humanos (Marti &
Howald, 1990; Kujala et al., 1994), quanto em animais (Craig et al., 1983; Applegate & Stern,
1987; Lambert et al., 1994), uma vez que a pratica regular de exercicio fisico modula
adaptacdes fisioldgicas tais como: aumento da sensibilidade a insulina e tolerancia a glicose
(Marinho et al., 2012; Mann et al., 2010), alguns autores acreditam que o maior ganho de peso
decorrente da cessagdo do exercicio fisico se dar-se-a perda da capacidade de metabolizar a
glicose (redugdo da sensibilidade a insulina e intolerancia a glicose).

Mesmo os animais submetidos ao destreinamento terem apresentado maior peso corporal e
consequentemente maiores estoques de gordura, ao final do experimento, estes animais néo
apresentaram diferenca em relacdo a tolerdncia a glicose nem em relagdo a resisténcia a
insulina. Uma vez que citocinas e o estresse oxidativo podem interferir no metabolismo da
glicose, um fato que pode explicar o motivo pelo qual no presente estudo o exercicio e o

destreinamento nfo alteraram o metabolismo da glicose pode ser entendido por um estudo



realizado por Agarwal e colaboradores (Agarwal et al., 2012). Os autores mostraram que
animais treinados em esteira que nem o treinamento fisico nem o destreinamento alteraram
niveis de citocinas (TNF-a, I[L-1f ¢ IL-10) e nem o balan¢o redox (iNOS e Cu/ZnSOD). Indo de
encontro com os achados no presente estudo, Lehnen e colaboradores (Lehnen et al., 2010) apos
submeterem animais controles a um protocolo de treinamento em esteira 1h/dia, 5dias/semana
por 10 semanas e depois submeté-los a uma ou duas semanas de destreinamento nio
observaram diferengas entre os grupos.

Mesmo a area sob a curva de glicose durante o TTG nio ter sido diferente para os grupos
analisados, quando analisada a area sob a curva de insulina decorrente do mesmo teste foi
possivel observar que os animais do grupo treinado apresentaram menor valor, significando que
estes animais treinados secretaram concentra¢des menores de insulina e ainda assim captaram a
mesma quantidade de glicose que os demais grupos. De acordo com Gustat et al., 2002, ha forte
relagdo entre inatividade fisica e resisténcia a insulina e de acordo com Heath et
al. (1983), Houmard et al. (1993) e Arciero et al.(1998) a sensibilidade a insulina reduz com o
passar do tempo. Estes mesmos autores mostram que a drea sob a curva de insulina, durante o
teste de tolerancia a glicose, aumenta conforme o individuo aumenta os dias sem exercicio
fisico (Heath et al. 1983; Houmard et al. 1993; Arciero et al.1998) corroborando assim com os
achados no presente estudo.

Tanto o treinamento fisico bem como o destreinamento fisico ndo alteraram os perfis
séricos de glicose, insulina (pds-prandial ¢ de jejum), indice Homa, acidos graxos livres,
colesterol total, HDL colesterol, LDL colesterol, triglicerideos, AST, ALT e sua relagdo
AST/ALT no presente estudo. Alguns estudos mostram que o exercicio fisico modula o
metabolismo da glicose (Laaksonen et al. 2005, lijima et al 2012) outros mostram que o
destreinamento, por aumentar a quantidade de tecido adiposo leva a resisténcia a insulina que ¢
caracterizado pelo quadro hiperinsulinemia (Marti & Howald, 1990; Kujala et al., 1994). No
presente estudo os animais que foram submetidos ao treinamento e os que foram submetidos ao
treinamento e depois ao destreinamento apresentaram glicemia, insulinemia (estado de jejum e

alimentado), indice HOMA semelhantes ao controle, o mesmo foi encontrado por Ribeiro et al



(2012) onde apds submeter ratos a diferentes protocolos de treinamento (continuo e
intermitente) ndo observou nenhuma alteracdo na glicemia e nos dois estados de insulinemia. O
fato de os animais treinados nfo apresentarem diferenga com o grupo controle ¢ um resultado
esperado, uma vez que o exercicio fisico modula vias para levar o organismo a homeostase e
como estes animais sfo tidos como eutréficos a ndo diferenga entre o treinamento ¢ o controle
era esperada.

Fato inesperado encontrado no presente trabalho foi de o destreinamento por elevar o
estoque de tecido adiposo ndo alterou o perfil lipidico sérico analisado uma vez que todo o
organismo foi alterado em decorréncia de ter o treinamento cessado, como ganho de peso e
consequentemente maior tecido adiposo.

Em relag@o aos niveis de AST e ALT, dentro da denominacdo geral, designa-se esteatose
hepatica (EH) a DHGNA sem sinais de hepatite e de esteato-hepatite ndo alcodlica (EHNA), a
DHGNA com hepatite. A EH pode levar 8 EHNA, que através de necro-inflamacdes pode
evoluir para fibrose, cirrose ¢ faléncia hepatica (Mulhall et al, 2002). Os niveis de AST ¢ ALT
sdo alterados quando o tecido hepatico apresenta aumento do tecido conjuntivo e com isso faz
com que essas proteinas se extravasem para o meio extracelular. Visto que os animais do
presente estudo ndo apresentaram acimulo de gordura hepatica e assim néo foram induzidos ao
quadro de inflamag@o neste orgdo, assim € de se esperar que ndo ocorram alteracdes nas
concentracdes dessas proteinas.

Visto que o excesso de tecido adiposo ¢ considerado um fator de risco, formas para reduzir
0 ganho ou seu volume sfo de suma importancia (Kim et al., 2008). De acordo com Trussardi
et al (2013) a redugéio de 5% do peso corporal, por reduzir os estoques de gordura aumenta a
responsividade da insulina ao organismo. E sabido que a restrigio caldrica ¢ a agdo mais
sensivel para a perda de peso (Hall 2007), mas a pratica regular de exercicio fisico além de
ajudar no déficit calérico didrio, por aumentar a taxa metabolica basal, ajuda na manuten¢éo do
peso. Neste estudo, os tecidos adiposos de diferentes regides foram pesados e posteriormente
tiveram suas concentracdes de triglicerideos determinadas pelo procedimento descrito por

Nogueira et al., (1990) e a excisdo dos diferentes depdsitos de gordura foi realizada de acordo



com a descrigdo de Cinti (2005). Foi observado que o treinamento reduziu os estoques de
gordura analisados sob a forma de peso e quantidade de triglicerideos e que os animais
pertencentes ao grupo destreinado ndo apresentaram esta redugfo, mostrando assim que a
cessacdo do treinamento fisico promoveu adaptacdes onde houve a perda dos beneficios
decorrentes do exercicio fisico. Sabe-se que o tecido muscular ¢ mais permeavel a gordura
entdo, a reducdo do tecido adiposo além de poder ser explicada pelo aumento da taxa metabdlica
basal, pode ser também explicado devido ao fato de que a maior utilizacdo de gordura como
substrato energético ocorre proximo a 60-65% VO2max (Achten, Gleeson, Jeukendrup, 2002;
Achten, Jeukendrup, 2003), pois nesta intensidade a ac¢do da lipase hormoénio sensivel ¢ maior,
assim fazendo com que ocorra maior lipolise e consequentemente maior disponibilidade deste
substrato ao tecido muscular. Especificamente no tecido adiposo da regido mesentérica a
atividade lipogénica foi avaliada e foi possivel perceber que o destreinamento fisico fez com
essa atividade se apresentasse acima dos niveis encontrados tanto para o grupo treinado e para o
grupo controle.

Nenhuma diferenca foi observada nos pardmetros hepaticos: estoques de glicogénio,
gordura sob forma de triglicerideos ¢ atividade lipogénica. Uma vez que o glicogénio contribui
de maneira significante para a manutencdo do exercicio fisico é de suma importincia o
conhecimento de métodos para que se tenha um maior estoque desse substrato (Putman et al.,
1998). Durante a pratica de exercicio fisico o figado atua por meio da glicogenoélise e também
por meio dos processos de neoglicogénese, em fases mais avangadas, assim, no musculo, apos a
interrup¢do deste pratica proteinas envolvidas na sintese de glicogénio ficam mais ativas e,
tendo um aporte adequado de carboidrato ocorre uma supercompensagdo de reserva deste
substrato (Franch, Aslesen & Jensen, 1999), em relacdo ao tecido hepatico e a teoria da
supercompensacdo de glicogénio ainda ndo estd bem descrito na literatura, pois no presente
estudo o treinamento fisico ndo alterou os estoques de glicogénio hepatico de animais eutroficos
assim como foi encontrado por outros varios autores usando diferentes modelos de treinamento

(De Souza et al, 2010; Ribeiro et al, 2012; Donatto et al, 2012). Em relagdo ao acumulo de



gordura hepatico nfo ter sido alterado ¢ um resultado esperado, uma vez que em nenhum dos
grupos analisados houve aumento de reserva desse substrato.

Concluséo

A partir dos resultados obtidos, ¢ possivel concluir que o treinamento fisico realizado desde
a infincia pode minimizar a incidéncia de obesidade e sua cessdo pode fazer com que algumas

respostas benéficas vindas da praticas do exercicio fisico sejam perdidas.
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4.5 Artigo 5: O presente projeto de pesquisa, ofertando racdo de modo ad
libitum ao longo de todo o experimento, ndo apresentou diferenca significativa
em relacdo ao peso corporal dos animais controles (Alimentados com dieta
controle e hiperlipidica). Assim sendo, surgiu a hipétese de que o modo como a
racado foi ofertada aos animais poderia estar induzindo animais controles a
obesidade em decorréncia do ambiente “obesogénico” imposto a eles (baixa
atividade fisica associado a um alto consumo alimentar). Por isso, 0 presente
estudo objetivou avaliar os efeitos da restricdo alimentar no acumulo de

gordura hepética em ratos.

Publicado — Moura LP, et al. FOOD RESTRICTION AND THE
ACCUMULATION OF FAT IN THE LIVERS OF WISTAR RATS. The Open
Nutrition Journal, v. 6, p. 26-31, 2012.
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Abstract: Laboratory rats, when Kept in conditions regarded as "standard", are physically inactive, do not have proper en-
vironmental stimulation and have free access to food, which can lead to metabolic syndrome and fat accumulation in the
liver. This study aimed to analyse the susceptibility of "control animals", which have free access to food, to metabolic
syndrome and fat accumulation in the liver compared to animals that were subjected to food restriction. Ninety-day-old
Wistar rats were divided into two groups, fed ad libitum (free access to food) and food restricted (60% of the amount of
food consumed by the ad libitum group), according to a protocol of alimentation for four weeks. To analyse the effects of
food restriction on the nutritional status, serum albumin and total protein levels were analysed and showed no differences
between groups, which indicated an absence of malnutrition. The retroperitoneal, subcutaneous and mesenteric fat tissues
were weighed, and it was found that the mesenteric fat tissue showed a greater reduction from the food restriction. There
was no difference in the insulin sensitivity and the fat accumulation in the liver between groups. However, it was shown
that for every 1% decrease in weight due to the food restriction, insulin sensitivity increased by 0.67% and hepatic fat de-
creased. Therefore, we can conclude that caloric restriction leads to weight loss. Although no significant differences in in-
sulin sensitivity and hepatic fat content existed between the groups at the end of the experiment, weight loss modulated

these variables.

Keywords: Food restriction, Nonalcoholic fatty liver disease, Rats.

INTRODUCTION

The accumulation of fat in the liver is a disease charac-
terised by the presence of fat droplets in the organ [1] and
discovered by Ludwig et al., in 1980 [2]. This accumulation
can vary from a simple steatosis without evidence of in-
flammation to necro-inflammatory manifestations, including
nonalcoholic hepatitis that may progress to fibrosis in 50%
of cases, to cirrhosis in 15% of cases and to liver failure in
3% of cases [3-7]. This framework is found in 57.5 to 75%
of obesity cases [5] due to changes such as increased con-
sumption of fat and decreased secretion of lipids by the liver
[8] or by other mechanisms such as oxidative stress, an in-
flammatory response and insulin resistance (IR) [9, 10].

Increased caloric intake is directly related to the devel-
opment of insulin resistance [11]. This imbalance in energy
consumption leads to obesity, and in 1988, Reaven [12] was
among the first to associate the hypertrophy of adipose tis-
sue, commonly found in obese patients, with IR. One of the
ways obesity causes IR is through the action of the fraction
of the saturated fatty acids that impairs the transduction of
the insulin signalling pathway causing protein Kinases to be
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serine-phosphorylated [13]. For an improved quality of life,
the main changes include regular participation in physical
activity and calorie restriction [14-16].

Because there are limitations on research using humans,
animal models have become very important study tools in
several areas of science. Mice and rats are widely used as
animal models in biomedical research, including the field of
nutrition, which uses about 90% of all research animals.
When housed in conditions regarded as "standard" in most
laboratories, these rodents are sedentary, have continuous
access to food and do not have adequate environmental
stimulation [17]. Therefore, it is questionable whether these
animals are adequate "controls" for studies involving altered
nutritional states.

Compared with animals that exercise and are properly
stimulated, these animals used as a "control" are relatively
overweight, insulin-resistant and hypertensive [18, 19]. In
fact, a simple reduction of daily food intake to 20- 40% be-
low that of ad libitum consumption or by feeding intermit-
tently rather than continuously was effective in significantly
reducing the risk of chronic degenerative diseases such as
cancer, type 2 diabetes and Kidney disease and prolonged the
life span of laboratory rats and mice by 40% without causing
malnutrition [20-24].

Food restriction is an important tool to minimise the inci-
dence of obesity and its consequences [25, 26], and there are
few studies in the literature analysing the liver responses of
Wistar rats subjected to caloric restriction; therefore, this
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study aimed to analyse the susceptibility of control animals
to obesity, IR and hepatic fat accumulation compared to
animals that were subjected to dietary restriction.

MATERIALS AND METHODS
Animals and Treatment

The study used 20 Wistar rats (90 days old), which came
from the Central Vivarium (Biotério Central) of UNESPat
the Botucatu Campus, that were maintained in the vivarium
of the biodynamic laboratory of the Department of Physical
Education, Biosciences Institute of UNESP, Rio Claro Cam-
pus. The animals were housed in polyethylene cages (five
animals per cage) and Kept at a controlled room temperature
of 23 + 1°C, with a photoperiod of 12 hours of light/12 hours
of dark with water provided ad libitum. The experiment was
conducted in accordance with the current Brazilian legisla-
tion and standards of the Brazilian College of Animal Ex-
perimentation (Colégio Brasileiro de Experimentagdo Ani-
mal-COBEA). All standards were adhered to rigorously. The
use of animals in this study was approved by the ethics
committee at the Biosciences Institute at UNESP, Rio Claro
(Process: 2011/6274).

Experimental Groups and Design

The animals were separated into two groups (10/group),
ad libitum (AL) and food restriction (FR), according to a
four-week feeding protocol.

The ad libitum group of animals had free access to food,
and the food intake was recorded daily. The food restriction
group was offered food in a quantity corresponding to 60%
of the average amount consumed by the ad libitum group
during the previous day. This protocol was designed to cause
dietary restriction without malnutrition [21]. All animals in
both groups had free access to water.

Insulin Tolerance Test-ITT

There were previous studies from our research group in
wich insulin sensitivity was evaluated by the insulin toler-
ance test (ITT), pointing interesting results [27,28]. There-
fore, in this study insulin sensitivity was evaluated through
an ITT. This test was performed at the end of the experi-
ment. An initial blood sample was obtained by making a cut
at the end of the animals’ tails (time 0). An insulin solution,
at a dose of 150 mU/100 g body weight, was then adminis-
tered through an intraperitoneal injection. New blood sam-
ples were obtained after 4, 8, 12, 16, and 20 minutes using
heparinised capillaries calibrated to 25 pL for determining
the glucose concentrations by using commercial Kits (Labor-
lab®). A single cut at the end of the tail was sufficient for all
sample collections. The results were analysed by calculating
the glucose removal rate (KITT). KITT was expressed as
%/minute and was calculated using the formula (0.0693/t,,,)
x 100. Glucose removal (t;,) was calculated by a least
squares analysis of the curve of the blood glucose levels dur-
ing the period of insulin decay following its administration
[29] by using the Origin 6.0 software.

Evaluation of the Nutritional State

During the experimental period, the body weight of both
groups and the food intake of the ad libitum group were
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recorded daily. At the end of the experiment, all animals
were Killed by decapitation after anaesthesia with CO2.
Blood samples were collected for the measurement of total
protein and albumin levels and the liver was used for the
measurement of triglycerides [30] for the biochemical
evaluation of the nutritional status.

Statistics

The results were expressed as means + standard devia-
tions and statistically analysed using the Student’s t-test with
a significance level pre-established at 5%.

RESULTS

The animals we subjected to food restriction had a 19.5%
weight loss (Fig. 1), while those fed ad libitum showed a
weight gain.

Fig. (1). Analysis of weight gain performed by calculating the delta
values. Results are expressed as means + standard deviation (10
animals/group). * # control group.

To evaluate the nutritional status of the animals, the se-
rum concentrations of total protein and albumin were ana-
lysed, and it was shown that the caloric restriction protocol
used in this study did not cause malnutrition in these animals
because they did not differ between groups (Fig. 2).

In relation to insulin sensitivity, there was no difference
between the means of the food restricted group when com-
pared to the control group (Fig. 3), but when the loss of
weight in relation to insulin sensitivity was analysed, it was
found that every 1% decrease in weight improved insulin
sensitivity by 0.67%.

When the weight of adipose tissue from different regions
was analysed, it was found that mesenteric fat was the most
sensitive depot to the caloric restriction (Fig. 4A); for each
1% loss in weight, there was a 2.94% reduction in the mes-
enteric fat weight. Subcutaneous fat was also reduced in the
group subjected to caloric restriction (Fig. 4B). Each 1% loss
in weight caused a 1.49% decrease in fat. There was also a
reduction of retroperitoneal fat (Fig. 4C). For each 1% loss
in total body weight, 2.8% of retroperitoneal fat was re-
duced.

The hepatic fat concentration was not different between
the groups (Fig. 5), but for each 1% loss of body weight,
body fat in the stock declined 0.67%.
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Fig. (2). The serum concentrations of the total protein (A) and albumin (B) at the end of the experiment. Results are expressed as means +

standard deviation (10 animals/group).

DISCUSSION

Laboratory rodents are widely used in scientific research
and housed in conditions that are considered "standard" in
most laboratories, even though these animals are sedentary,
have continuous access to food and do not have adequate
environmental stimulation [17]. This contributes to the de-
velopment of hypertension, obesity and IR [18, 19], which
directly interferes in research related to nutrition. Therefore,
according to the literature [25, 26], dietary restriction is nec-
essary to minimise the metabolic changes caused by obesity
and IR, but little is known about its effects on the livers of
eutrophic rats. In our study, it became clear that dietary re-
striction (40%), in addition to reducing the weight gain of
animals without causing malnutrition, also contributed to
greater insulin sensitivity and less fat accumulation in the
liver.

Fig. (3). The removal rate calculated by KITT serum glucose dur-
ing the insulin tolerance test at the end of the experiment. Results
are expressed as means =+ standard deviation (10 animals/group).

To evaluate the nutritional status of the animals, serum
albumin and total protein levels were analysed [31-33]. Ac-
cording to the results, the animals subjected to food restric-
tion in the present study showed no evidence of malnutrition
because the concentrations of total protein and serum albu-
min did not decrease.

According to Kraemer et al. [34], the main purpose of
food restriction is to minimise the development of obesity.
From our results, we note that a 40% food restriction pro-
moted a 19.5% decrease of body weight when compared to
the ad libitum control animals. According to the literature
[33-35], high-energy intake contributes directly to an in-
creased storage of triglycerides in the adipose tissue along
with an increase of its final volume. Data related to the total
increase in the adipose tissue from calorie availability [35-
37] were more evident when the weights of adipose tissue
from different regions were analysed. Food restriction re-
duced the weights of the mesenteric, retroperitoneal and sub-
cutaneous adipose tissues by 57.35%, 54.63% and 29.16%,
respectively.

The mesenteric fat in our study was the of the most sensi-
tive to the food restriction. Hermsdorff & Miller [38] showed
that the greater susceptibility to a loss of fat tissue located in
the visceral region was due to its high vascularity, and the
size of their adipocytes indicated a greater response to
catecholamines.

The animals with an ad libitum food supply had a higher
amount of adipose tissue, specifically the fat tissue in the
visceral region, and this increase can be related directly to
IR. Various recent research shows that fat tissue has other
functions in addition to storing fat [39,40]. White adipose
tissue is considered an endocrine organ, producing active
hormones such as tumour necrosis factor (TNF-a), resistin,
adiponectin and leptin [41]. TNF-a is directly linked to insu-
lin resistance and leads to a reduced insulin-stimulated auto-
phosphorylation of the insulin receptor and a subsequent
inhibition of the phosphorylation of insulin receptor sub-
strate-1 (IRS-1). In addition, TNF-a induces changes in the
serine phosphorylation of IRS-1, which causes this molecule
to inhibit the signalling of the insulin receptor [40]. In our
study, we found that in the IR framework, there was a 0.67%
improvement in peripheral insulin sensitivity for every 1% in
weight loss. Our findings corroborate a study by Bjorntorp
[41] that showed that decreases in total mesenteric fat due to
dietary restriction can modulate the responses of peripheral
tissues to insulin.

The response of peripheral tissues to insulin will interfere
directly in the accumulation of fat in the liver because this



38 The Open Nutrition Journal, 2012, Volume 6

de Moura et al.

c Retroperitoneal

grammes

AL

FR

Fig. (4). The weight of adipose tissue from different regions, mesenteric (A), subcutaneous (B) and retroperitoneal (C), at the end of the ex-
periment. Results are expressed as means + standard deviation (10 animals/group). * # control group.

hormone, when in excess in the circulation (diabetes mellitus
type 2), will play an important role by activating the lipo-
genic transcription factor SREBP (sterol regulatory element-
binding protein) [42, 43]. The SREBPs directly activate the
expression of approximately 30 genes dedicated to the syn-
thesis and uptake of cholesterol, fatty acids, triglycerides and
phospholipids and of NADPH, a cofactor required for the
synthesis of these molecules [44, 45]. Though three SREBPs
were found in the liver, SREBP-1c is preferentially more
active by increasing the transcription of genes involved in
fatty acid synthesis, including genes that encode for the en-
zymes acetyl-CoA carboxylase and fatty acid synthase. The
first enzyme converts acetyl-CoA to malonyl-CoA and the
second converts malonyl-CoA to palmitate [44] contributing
to the accumulation of fat in the liver and consequently to
the installation of nonalcoholic steatohepatitis (NASH).

Fig. (5). The concentrations of fat in the livers at the end of experi-
ment. Results are expressed as means + standard deviation (10 ani-
mals/group).

NASH is characterised by fat accumulation in the liver
and can lead to inflammation in the organ until fibrosis oc-
curs [3-7]. IR will contribute to the development of NASH;
in individuals resistant to insulin, the SREBP-1c levels are
elevated due to high levels of the hormone [46]. Similarly,
the SREBP-I1c levels are elevated in the livers of ob/ob mice
[47, 48]. Despite the presence of insulin resistance in periph-
eral tissues, insulin activates transcription of SREBP-1c¢ in
the livers of rats. The high levels of nuclear SREBP-1c¢ in-
crease the expression of lipogenic genes, fatty acid synthesis
and an accumulation of triglycerides in the liver [48, 49]. In
our study, four weeks were not sufficient for the develop-
ment of IR, but it was seen that for a 1% decrease in body
weight, insulin sensitivity increased 0.67% and hepatic fat
accumulation decreased 0.67%. This may be due to a de-
creased supply of calories from the dietary restriction, which
leads to a reduced production of insulin by the pancreas.
There is a consequential decrease in the activation of
SREBPs in the adipose tissue and liver, thus reducing the
amounts of fat substrate in these tissues [42, 44, 48, 49, 50].

CONCLUSION

From the observed results, we can conclude that four
weeks were not sufficient for the development of IR and that
dietary restriction, which does not cause malnutrition, im-
proves insulin sensitivity and minimises the fatty accumula-
tion on body and liver in both eutrophic rats.
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4.6 Artigo 6: O presente projeto de pesquisa, utilizando a dieta AIN-93M como
controle, ndo apresentou diferenca significativa no acumulo de gordura
hepatica para os animais dos grupos sedentarios (Controle e Hiperlipidico) e
uma vez que os dados obtidos neste projeto ndo corroboraram com os dados
encontrados no estudo tido como piloto (Artigo 1) onde a racdo comercial
Purina foi utilizada, o presente estudo teve como objetivo além de avaliar as
alteracdes metabdlicas decorrentes de duas dietas tidas como controle (AIN-
93M e Racdo comercial Purina®) no actimulo de gordura hepatica, objetivou

também avaliar os efeitos causados pela restricdo alimentar nesses animais.

Publicado — Moura et al. Dietary restriction, caloric value and the accumulation
of hepatic fat. Lipids in health and disease, v. 11, p. 10.1186/1476-51, 2012.



Moura et al. Lipids in Health and Disease 2012, 11:2
http://www.lipidworld.com/content/11/1/2

e ® LIPIDS IN HEALTH
° AND DISEASE

naddSo!

RESEARCH Open Access

Dietary restriction, caloric value and the
accumulation of hepatic fat

Leandro P Moura’, Gabriella A Figueredo, Natélia O Bertolini, Marilia Ceccato, Jessica R Pereira,
Amanda Christine S Sponton and Maria Alice R de Mello

Abstract

Background: Studies using laboratory animals under what are considered to be “standard” conditions normally
offer unrestricted amounts of food to the animals, which can lead to metabolic disorders. Moreover, standard diets
have different compositions.

Aim: Therefore, the aim of the present study was to assess the effects of two non-isocaloric diets (commercial
Purina® and AIN-93M), which are considered standard diets, on the accumulation of fat in the liver of rats when
offered ad libitum or in a restricted amount.

Methods: Thus, 40 Wistar rats (90 days old) were separated into 4 groups according to the amount of food
offered (ad libitum or dietary restriction) and the type of diet (commercial diet, 3,028.0 kcal/g or AIN-93M, 3,802.7
kcal/g): animals fed the commercial Purina® diet ad libitum (AP), animals fed restricted amounts of the commercial
Purina® diet (RP), animals fed the AIN-93M diet ad libitum (AD), and animals fed restricted amounts of the AIN-93M
diet (RD). Dietary restriction consisted of pair-feeding the RP and RD groups with 60% of the total food consumed

by the corresponding ad libitum groups.

Results: Because of its higher carbohydrate and calorie content, AIN-93M was found to accelerate weight gain,
reduce glucose tolerance and peripheral insulin sensitivity, and increase the amount of fat in the liver when
compared to the commercial diet. Conversely, a 40% dietary restriction assisted in weight loss without causing
malnutrition, contributing to an improved glucose tolerance and higher levels of HDL cholesterol.

Conclusion: Therefore, differences in the amount of carbohydrates and calories provided by the diet can lead to
important metabolic disorders, such as impaired tolerance and accumulation of hepatic fat, and dietary restriction
improves serum and tissue lipid profiles in laboratory animals.

Keywords: Non-isocaloric diets, Dietary restriction, Non-alcoholic fatty liver disease

Background

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is charac-
terised by the presence of fat droplets in the liver [1,2].
Lipid levels equal to or greater than 5% of an organ’s
weight [1,3] characterises steatosis, which may range
from simple fat accumulation without any evidence of
inflammation to necroinflammatory manifestations,
including steatohepatitis. Steatohepatitis, in turn, may
progress to fibrosis in 50% of cases, to cirrhosis in 15%
of cases, and to liver failure in 3% of cases [4-8].
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Department of Physical Education, Universidade Estadual Paulista (UNESP),
Avenida 242 n° 1515, P.O. Box 199, Bela Vista, Rio Claro, Zip code: 13506-900,
SP, Brazil

( ) BiolVled Central

Hepatic fat accumulation can be found in 57.5 to 75%
of obesity cases [6] due to alterations such as an
increase in fat consumption, a decrease in oxidation,
and lipid secretion by the liver [9] or other mechanisms
such as oxidative stress, the organism’s inflammatory
response, and insulin resistance (IR) [10,11]. Increased
carbohydrate consumption may lead to IR [12], where
peripheral tissues show an abnormal response to insulin
that may lead to glucose intolerance [13] and, conse-
quently, to NAFLD [14-17].

The key for reducing the disorders that stem from
insulin resistance, glucose intolerance, and NAFLD is a
change in lifestyle, including regular participation in
physical activity and caloric restriction [18-21].

© 2012 Moura et al; licensee BioMed Central Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative Commons
Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/2.0), which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in
any medium, provided the original work is properly cited.
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Given the limitations of research involving humans,
animal models, in particular rodents, have become
important research tools for several areas of science.

Two types of “standard diets”, a commercial diet for
rodents (Purina®) and a diet proposed by the American
Institute of Nutrition (AIN), AIN-93 [22], are often used
in physiological research studies that use rodents as
experimental models. The problem with labelling these
two diets as standard diets is the difference in their caloric
values, which is approximately 800 kcal/g (Purina®:
3,028.0 kcal/kg and AIN-93M: 3,802.7 kcal/kg). This dis-
crepancy is mainly due to differences in the amount of
sugar present in each diet (Purina: 437 g/kg and AIN-
93M: 700 g/kg). As previously noted, a high carbohydrate
intake contributes to the development of metabolic disor-
ders and may induce NAFLD. Therefore, the aim of the
present study was to assess the effects of two non-isocalo-
ric diets considered to be standard (commercial Purina®
and AIN-93M) for studies involving rodents as experimen-
tal models, offered ad libitum or in restricted amounts on
the development of non-alcoholic fatty liver disease in rats.

Results

Animals fed ad libitum had higher weights than animals
subjected to dietary restriction. When comparing both
ad libitum groups, the group of animals fed the AIN-
93M diet (AD group) was shown to have a larger weight
gain (Figure 1).

Food intake was lower in the AD group when com-
pared to the AP group (Figure 2A). Regarding caloric
intake, the amount of calories ingested by the groups
subjected to dietary restriction was smaller than that of
the ad libitum groups, as was expected (Figure 2B). The
AIN-93M diet was shown to have a higher food effi-
ciency than the commercial diet (Figure 2C).
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Figure 1 Area under the curve for body weights from the
whole experimental procedure. AP = ad libitum pellet, RP =
dietary restriction pellet, AD = ad libitum diet, and RD = dietary
restriction diet. *# AP and AD and **# AP, RP, and RD (10 animals/
group).
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Figure 2 Food intake (A), caloric intake (B), and food efficiency
(C) during the whole experimental procedure. AP = ad libitum
pellet, RP = dietary restriction pellet, AD = ad libitum diet, and RD =
dietary restriction diet. *# AP and AD and **# AP, RP, and RD (10

animals/group).

Groups subjected to the dietary restriction presented a
smaller area under the glucose curve during the oral
glucose tolerance test (OGTT) (Figure 3A). However,
when analysing the insulin tolerance test (ITT), no sig-
nificant differences could be observed between the
groups (Figure 3B).

Regarding the amount of triglycerides contained in the
subcutaneous (Figure 4A) and retroperitoneal (Figure
4B) adipose tissues, the AD group was found to have a
higher triglyceride concentration when compared to the
other groups. As for the mesenteric adipose tissue (Fig-
ure 4C), it was possible to observe a decrease in the tri-
glyceride content in the groups subjected to dietary
restriction.

The AD group presented higher concentrations of
total hepatic fat when compared to the dietary restric-
tion groups, and a tendency for an increase was noted
when compared to the AP group (p = 0.067) (Figure 5).
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Figure 3 Area under the glycaemic curve during glucose
tolerance test (A) and % glucose removal during the insulin
tolerance test (B) performed at the end of the experiment. AP
= ad libitum pellet, RP = dietary restriction pellet, AD = ad libitum
diet, and RD = dietary restriction diet. *# AP, RP, and RD (10
animals/group).
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Figure 5 Total hepatic fat concentrations at the end of the
PR experiment. AP = ad libitum pellet, RP = dietary restriction pellet,
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Figure 4 Triglyceride concentrations of different adipose tissue
depots, subcutaneous (A), retroperitoneal (B), and mesenteric
(C), at the end of the experiment. AP = ad libitum pellet, RP =
dietary restriction pellet, AD = ad libitum diet, and RD = dietary
restriction diet. *# AP and AD, ***# AP, RP, and RD (10 animals/
group).

Regarding the serum biochemistry, a greater concen-
tration of HDL cholesterol could be observed in the
groups subjected to the dietary restriction. No signifi-
cant differences in LDL cholesterol, total cholesterol, tri-
glycerides, glucose, total serum protein, and serum
albumin levels could be observed among the studied
groups (Table 1).

Discussion

Because there appears to be little concern with respect
to the best way to feed animals used as “controls” in
many scientific studies involving animal models, the

diet and semi-purified AIN-93M diet) that are consid-
ered standard diets for rodents. The main results of this
study demonstrate that a 40% dietary restriction reduced
weight gain without causing malnutrition, improved glu-
cose tolerance, and increased the levels of circulating
HDL cholesterol. The AIN-93M diet increased weight
gain, reduced glucose tolerance, and led to the accumu-
lation of fat in the liver when compared to the commer-
cial diet due to its higher caloric and carbohydrate
contents.

Serum albumin and total serum proteins were deter-
mined to assess the animals’ nutritional statuses [23-25].
According to these results, animals subjected to the
dietary restriction described in this study did not pre-
sent malnutrition, given that no alterations in serum
albumin and total serum proteins could be observed in
any of the animals.

Regarding the serum lipid profile, increased levels of
HDL cholesterol could be observed in the groups sub-
jected to dietary restriction, demonstrating that a 40%
dietary restriction does not cause malnutrition; this find-
ing is in accordance with other studies [21-26], which
also showed improvements in the lipid profiles of the
animals.

In the present study, animals belonging to the ad [ibi-
tum groups showed a larger weight gain when compared
to animals in the groups subjected to dietary restriction.
Animals fed the AIN-93M diet, which contains greater
amounts of carbohydrates (26.3%) and calories (800
kcal/g of diet) [22] than the commercial diet, gained
more weight when compared to those maintained with
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Table 1 Serum data obtained at the end of the experimental period
AP RP AD RD
HDL (mg/dL) 3265 + 3.07 3835 + 444* 31.50 + 4.22 4162 + 391*
LDL (mg/dL) 3643 + 7.08 5138 + 8.11 4296 + 1257 5231 + 776
TG (mg/dL) 101 £ 3154 105.85 + 27.02 96.64 + 20.2 89.31 + 2875
Total Cholesterol (mg/dL) 65.56 + 10.29 7469 = 11.79 6244 + 1827 7603 +£11.28
Glucose (mg/dL) 8297 + 10.53 91.27 + 23.21 90.17 + 16.28 106.95 + 15.86
Total Protein (g/dL) 6.79 + 0.51 6.79 + 0.16 6.85 + 0.3 6.97 £ 0.26
Albumin (g/dL) 280 + 039 2.75 = 0.09 290 + 0.15 291 +0.13

Data are expressed as mean + standard deviation.

AP = ad libitum purina; RP = dietary restriction purina; AD = ad libitum diet, and RD = dietary restriction diet. *# AP and AD (10 animals/group).

the commercial diet, when allowed to feed ad libitum.
However, when subjected to dietary restriction, the
effect of the diet on weight gain was inhibited.

The accumulation of body fat resulting from increased
carbohydrate intake occurs due to the fact that excess
carbohydrates, when not used by the organism, are initi-
ally degraded into pyruvate and then attached to coen-
zyme A (CoA) to become acetyl-CoA. Acetyl-CoA is
transformed into malonyl-CoA with the help of the
enzyme acetyl-CoA carboxylase. The fatty acid synthase
enzyme then converts malonyl-CoA into palmitate. Fol-
lowing the esterification of palmitate with the o-glycerol
phosphate in adipose tissue, triacylglycerol is formed
and stored as an energy reserve [28].

The effects of both diets on the accumulation of body
fat are more pronounced when analysing the total trigly-
ceride concentrations of the three main fat depots in the
organism (mesenteric, subcutaneous, and retroperito-
neal). The effect of the high-calorie diet, AIN-93M, on
stimulating the accumulation of fat when compared to
the commercial diet became evident, as did the effect of
dietary restriction in modulating such an accumulation.

Regarding the analysis of food consumption in the ad
libitum groups, the AD group ingested smaller amounts
of food than did the AP group. These data are in accor-
dance with other studies [29], where rats fed high-cal-
orie diets presented a lower food intake. However, no
significant difference regarding caloric intake could be
observed among the studied groups.

When considering food efficiency, meaning the ani-
mal’s ability to transform ingested calories into body
weight [30,31], animals belonging to the groups sub-
jected to dietary restriction showed negative values,
which were considered beneficial given that the aim of
dietary restriction was to minimise weight gain. When
comparing ad libitum groups, the animals that were fed
the AIN-93M diet (AD) were more efficient in trans-
forming ingested energy into body mass.

It is known that the accumulation of adipose tissue
can lead to insulin resistance, given that the adipose
tissue is an endocrine organ that secretes several pro-

inflammatory substances that may interfere in the hor-
mone’s signalling pathway and lead to a resistance to
its actions [32-34]. The present study showed that the
greater weight gain observed in the ad libitum groups
compared to the groups subjected to dietary restriction
was not sufficient to cause insulin resistance. This may
be because these rats were not obese and showed a
normal weight gain for their age [35]. Conversely,
when assessing glucose tolerance, impairments deriving
from the administration of the AIN-93M diet were
identified.

The OGTT showed that rats fed the AIN-93M diet ad
libitum had a lower glucose tolerance when compared
to those fed the commercial diet. According to [36,17],
the chronic administration of a carbohydrate-rich diet
may lead to glucose intolerance. Given this substrate’s
high availability, if it is not used by the organism, its
transformation into fat may cause an increase in the
availability of circulating free fatty acids and an increase
in adipose tissue, as was observed in the present study.
This may lead to a malfunction of the insulin-signalling
pathway [37]. A tendency for a reduction in peripheral
sensitivity to the hormone could be observed in the AD
group (p = 0.064) when compared to the AP group. If
the experimental period had been extended, insulin
resistance may have been observed in this group, which
would explain the glucose intolerance.

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is charac-
terised by the accumulation of fat in the liver, which
may lead to inflammation, fibrosis, and organ failure
[4-8]. There is no specific treatment for this disease to
date. Therefore, it is clear that research involving labora-
tory animals is of great importance to increasing knowl-
edge about this disease [38].

It is known that hepatic lipogenesis is activated follow-
ing the consumption of carbohydrates because the
resulting increase in insulin secretion activates the lipo-
genic transcription factor, SREBP-1c [39,40]. In indivi-
duals with insulin resistance, the situation is aggravated
by increased circulating insulin levels, which stimulate
the synthesis of triglycerides and increases the secretion
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of VLDL cholesterol, contributing to a greater accumu-
lation of fat in the liver [12].

No significant differences in the accumulation of
hepatic fat were observed in the present study, though a
strong statistic tendency could be noted (p = 0.067). If
the experiment was extended, it may have shown that
the AIN-93M diet would most likely lead to insulin
resistance and, consequently, a greater accumulation of
fat in the liver due to its high carbohydrate content
when compared to the commercial Purina® diet [12].

Conclusion

The present study illustrates that differences in the
amounts of carbohydrates and calories provided in a
diet may lead to important metabolic changes, such as
impaired tolerance and accumulation of hepatic fat, and
that dietary restriction improves serum and tissue lipid
profiles in laboratory animals.

Materials and method

Animal treatment

Forty Wistar rats, which were 90 days old at the begin-
ning of the study, were housed in polyethylene cages
measuring 37 x 31 x 16 cm (five rats per cage), at room
temperature (25°C) with a 12-hour light/dark photoper-
iod. All procedures performed on the animals were sub-
mitted to and approved by the Animal Research Ethics
Committee (CEUA) of the Institute of Biosciences at
UNESP, Rio Claro campus (Process number: 2011/
6274).

Experimental design and groups

The animals were separated, according to the dietary
protocol, into four groups (10 per group): animals fed
the commercial Purina® diet ad libitum (AP), animals
fed restricted amounts of the commercial Purina® diet
(RP), animals fed the AIN-93M diet ad libitum (AD),
and animals fed restricted amounts of the AIN-93M
diet (RD).

The daily food consumption of the AP and AD ani-
mals was recorded. The following day, animals in the
dietary restriction groups were pair-fed an amount
equivalent to 60% of the previous day’s average intake of
the respective ad libitum group. This protocol was cho-
sen because it provides dietary restriction without caus-
ing malnutrition and increases the animal’s quality of
life [41-45]. All animals were offered free access to
water, regardless of their group.

Diet Compositions

Commercial Purina® Diet (Paulinia/SP, Brazil): This
diet was composed of 43.7% carbohydrates, 23% protein,
and 4% fat at 3,028 kcal/g. The remainder of the ingre-
dients were comprised of minerals, fibre, and vitamins.
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AIN-93M (Semi-purified diet, according to the Ameri-
can Institute of Nutrition, AIN-93M [22]): The diet was
composed of 70% carbohydrates, 14% protein, and 4%
fat at 3,802.7 kcal/g. The remainder of the ingredients
were comprised of minerals, fibre, and vitamins.

Oral Glucose Tolerance Test - OGTT

An oral glucose tolerance test (OGTT) was performed
on the animals at the end of the experiment after a 12-
hour fast. An initial blood sample was obtained through
a small cut at the end of the animal’s tail. A glucose
solution (80%) was then administered to each animal in
the amount of 2 g/kg of body weight using a polyethy-
lene gastric tube. Blood samples were collected 30, 60,
and 120 minutes later using heparinised capillaries cali-
brated to 25 pL for determining glucose concentrations.
A single cut at the end of the tail was sufficient for all
sample collections. Blood glucose concentrations were
determined by the glucose oxidase method using com-
mercial kits (Laborlab®). Results were analysed by calcu-
lating the area under the glucose curve using the
trapezoidal method [46] with the help of the Origin 6.0
software (2000).

Insulin Tolerance Test - ITT

Insulin sensitivity was evaluated through the insulin tol-
erance test (ITT). The ITT was performed at the end of
the experiment and 48 hours after the OGTT. An initial
blood sample was obtained by making a cut at the end
of the animal’s tail (time 0). An insulin solution, at the
dose of 150 mU/100 g body weight, was then adminis-
tered through an intraperitoneal injection. New blood
samples were obtained after 4, 8, 12, 16, and 20 minutes
using heparinised capillaries calibrated to 25 uL for
determining the glucose concentrations by using com-
mercial kits (Laborlab®). A single cut at the end of the
tail was sufficient for all sample collections. The results
obtained were analysed by calculating the glucose
removal rate (KITT). KITT was expressed as %/minute
and was calculated using the formula (0.0693/t;/,) x
100. Glucose removal (t;,») was calculated by a least
squares analysis of the curve of the blood glucose levels
during the period of insulin decay following its adminis-
tration [47], using the Origin 6.0 software.

Evaluation of the nutritional state

Body mass and food intake were recorded daily through-
out the experimental period. The results were analysed
by calculating the areas under the curves for body mass
and food intake throughout the experiment using the
trapezoidal method [48]. Food efficiency was calculated
to evaluate the animal’s ability to convert consumed
food energy into body weight. This calculation was
made according to the World Health Organization [30],
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by dividing the average weekly weight gain of animals
within each box (g) by the total energy intake (kcal).
The energy intake was calculated by multiplying the
amount of food ingested by the caloric value of each
diet.

At the end of the experiment, all animals were anaes-
thetised with CO, prior to being euthanised by decapita-
tion. Blood samples were collected for the determination
of blood glucose, triglycerides, total cholesterol, LDL
cholesterol and HDL cholesterol levels by using com-
mercial kits (Laborlab®, Sao Paulo/Brazil) and for total
serum protein and serum albumin measurements. Sam-
ples for determining total lipids were also collected from
the liver and from different depots of adipose tissue
(mesentery, subcutaneous, and retroperitoneal) for tri-
glyceride analysis [49].

Statistics

The normality of the data was confirmed by the Sha-
piro-Wilk test. The results are presented as mean *
standard deviation. Comparisons between groups were
made through an analysis of variance (one-way
ANOVA) and the Newman-Keuls post-hoc test when
necessary. A predetermined 5% significance level was
used for all the analyses. The statistical programme used
was the SPSS 17.0.

List of abbreviations

NAFLD: nonalcoholic fatty liver disease; IR: insulin resistance; AIN: American
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4.7 Artigo 7: Visto que héa diferenca significativa ha quantidade de carboidratos
entre duas dietas tidas como controle e tendo este nutriente como um dos
principais substratos energéticos durante o exercicio fisico, o presente estudo
além de avaliar os efeitos dessas duas dietas controles na capacidade aerébia
bem como na anaerdbia, avaliou também os efeitos da restricdo alimentar

nestes animais.
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Abstract
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groups.
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Background: The influence of feed restriction and different diet’s caloric value on the aerobic and anaerobic
capacity is unclear in the literature. Thus, the objectives of this study were to determine the possible influences of
two diets with different caloric values and the influence of feed restriction on the aerobic (anaerobic threshold: AT)
and anaerobic (time to exhaustion: Tlim) variables measured by a lactate minimum test (LM) in rats.

Methods: We used 40 adult Wistar rats. The animals were divided into four groups: ad libitum commercial Purina®
diet (3028.0 Kcal/kg) (ALP), restricted commercial Purina® diet (RAP), ad libitum semi-purified AIN-93 diet (3802.7
Kcal/kg) (ALD) and restricted semi-purified AIN-93 diet (RAD). The animals performed LM at the end of the
experiment, 48 h before euthanasia. Comparisons between groups were performed by analysis of variance (p <

Results: At the end of the experiment, the weights of the rats in the groups with the restricted diets were
significantly lower than those in the groups with ad libitum diet intakes. In addition, the ALD group had higher
amounts of adipose tissue. With respect to energetic substrates, the groups subjected to diet restriction had
significantly higher levels of liver and muscle glycogen. There were no differences between the groups with
respect to AT; however, the ALD group had lower lactatemia at the AT intensity and higher Tlim than the other

Conclusions: We conclude that dietary restriction induces changes in energetic substrates and that ad libitum
intake of a semi-purified AIN-93 diet results in an increase in adipose tissue, likely reducing the density of the
animals in water and favouring their performance during the swimming exercises.

Background

Several authors have studied the effects of caloric
restriction on body composition and metabolic variables
in both humans [1-3] and animals [4]. Reducing daily
feed intake to 20 to 40% below ad libitum levels, or pro-
viding feed intermittently rather than continuously, has
been found to significantly reduce the risk of chronic

* Correspondence: leandropereiram@hotmail.com
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Education, Universidade Estadual Paulista (UNESP), 242 avenue n° 1515, P.O.
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( BioMed Central

degenerative diseases such as cancer, type-II diabetes
and kidney diseases, and to prolong the life span of
laboratory rats and mice by 40% without causing malnu-
trition [4-7].

However, excessive dietary restriction can lead to mal-
nutrition and physiological changes that lead to
decreases in sympathetic nervous system activity,
changes in thyroid metabolism, reductions in insulin
concentrations and changes in glucagon, growth hor-
mone and glucocorticoid secretion [8]. Furthermore,
these changes may promote the mobilisation of endo-
genous substrates, leading to increased circulation of

© 2012 de Moura et al; licensee BioMed Central Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative
Commons Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/2.0), which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided the original work is properly cited.
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fatty acids and increased protein catabolism (including a
reduction in muscle protein - [9]), reflecting the
decrease in energy expenditures [8].

According to Vanittalie and Yang [10], additional
changes may occur to the protein content of heart mus-
cle fibres. Individuals who have lost a significant amount
of weight (30% of initial weight) have reduced cardiac
mass, and heart muscle fibre atrophy occurs when diet-
ary restriction is implemented in excess, thus reducing
the vital capacity of individuals and potentially impairing
aerobic and anaerobic performance. These changes,
which occur because of an energy deficit, may lead to
vital changes in the body.

Given the limitations on human research, animal mod-
els have become very important tools for studying many
areas of science, including exercise physiology. The use
of overweight and inactive animals as controls can affect
the results of studies. Therefore, researchers are currently
proposing that new procedures for maintaining labora-
tory animals be evaluated and implemented in order to
assure that the control animals are fed in portions rather
than ad libitum, and that they have adequate environ-
mental stimulation and physical activity [11].

The use of a “control diet” is fundamentally important
to researchers. Two types of “control diets” are fre-
quently used in physiological studies: a commercial
rodent diet (Purina®™) and a diet proposed by the Ameri-
can Institute of Nutrition in 1993 (AIN-93) [12]. How-
ever, these two diets have different caloric contents
(Purina®: 3028.0 Kcal/kg and American Institute of
Nutrition diet (AIN-93 M): 3802.7 Kcal/kg) that are not
usually considered. Moreover, it is important to deter-
mine the possible effects of the feeding protocol and the
different diets fed to rodents that are used in exercise
physiology studies.

The lactate minimum test has been used in exercise
physiology studies of both humans [13-16] and rodents
[17-19] because it enables researchers to determine
aerobic and anaerobic capabilities in a single test
[20,21]. However, the possible effects of administering
diets with different caloric values and feed restriction on
the parameters provided by the lactate minimum test
are not well understood in the literature. Therefore, the
purpose of this study was to evaluate the effects of diet-
ary restriction (60% of ad libitum intake) of two control
diets (commercial Purina® and American Institute of
Nutrition diet (AIN-93 M)) on the aerobic and anaero-
bic capacity of Wistar rats, as determined by the lactate
minimum test.

Methods

Animals and animal care

The duration of study was one month and we used 40
Wistar rats that were from 90 days old at the beginning
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of the experiment and had body weights of 406.9 +
39.44 g. The animals were housed in polyethylene cages
measuring 37 x 31 x 16 cm (five rats per cage) at room
temperature (25°C) with a 12-hour light/dark photoper-
iod. All procedures involving animals were submitted to
and approved by the Ethics Committee on Animal Use
in Research of the Biosciences Institute of UNESP, Rio
Claro Campus (protocol number: 2011/6274).

The animals were divided into four groups with 10
animals per group, depending on the diet and mode of
administration. Two groups had access to commercial
feed (Purina®): one ad libitum (ALP) and the other
restricted (RAP). The two other groups had access to
the diet proposed by the American Institute of Nutrition
in 1993 (AIN-93 M): one ad libitum (ALD) and the
other restricted (RAD). Feed intake for the animals in
the ad libitum groups was recorded daily. Thus, for the
animals on feed restriction, feed was offered in an
amount corresponding to 60% of the average amount
consumed by the ad libitum groups the previous day.
This protocol was selected to allow for dietary restric-
tion without causing malnutrition [4]. All groups had
free access to water.

Diet compositions
Commercial Purina® Diet (Paulinia/SP, Brazil)

This diet was composed of 43.7% carbohydrates, 23%
protein, and 4% fat at 3,028 kcal/g. The remainder of
the ingredients were comprised of minerals, fibre, and
vitamins.

AIN-93M (Semi-purified diet, according to the Ameri-
can Institute of Nutrition, AIN-93M; [12])

The diet was composed of 70% carbohydrates, 14%
protein, and 4% fat at 3,802.7 kcal/g. The remainder of
the ingredients were comprised of minerals, fibre, and
vitamins.

Adaptation to water

Before undergoing the lactate minimum protocol, all the
animals were adapted only one time to water. The adap-
tation occurred over a total period of five continuous
days, by placing the animals in shallow water in the
tank where the tests occurred. The water temperature
was maintained at 31 + 1°C [19]. The purpose of the
adaptation was to reduce the stress of the animals, with-
out promoting physiological adaptations that result from
physical training.

Evaluation of aerobic and anaerobic capacity

To determine acutely aerobic and anaerobic capacity, we
used the lactate minimum test, which enabled us to deter-
mine both parameters in a single protocol [20,21]. This
test consists of an induction phase to hyperlactatemia
(anaerobic exercise) followed by progressive exercise.
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The induction phase consisted of two efforts with a
load equivalent to 13% of the animals’ body weight. The
first effort lasted 30 s, followed by a 30-s passive recov-
ery period. After the recovery period, the animals per-
formed a maximum effort to obtain the time to
exhaustion, considered as the parameter of anaerobic fit-
ness. Nine minutes after the exhaustion period, we col-
lected 25 pl of blood via a cut at the distal end of the
tail to determine lactate concentrations.

After collecting the blood, the animals began a progres-
sive phase with an initial intensity of 4.0% of body weight,
which was increased by increments of 0.5% of body weight
over 5 min intervals. At the end of each stage, 25 ul of
blood was collected to determine lactate concentrations.
The anaerobic threshold, considered as the parameter for
aerobic capacity, was equivalent to the zero derivative of a
second-order polynomial fit that was obtained from the
relationship between lactate concentrations and the exer-
cise intensity. Consequently, we determined lactate con-
centrations based on the anaerobic threshold.

During all the efforts, the animals were placed indivi-
dually in tanks (100 x 80 x 80 c¢m) containing water at
31 + 1°C. Blood samples were collected using calibrated
capillary tubes and heparinised, and blood lactate was
determined using an enzymatic method [22].

Evaluations conducted during the intervention and
before euthanasia

Throughout the experimental period, the body weights
(all groups) and feed intakes (ad libitum group) were
recorded daily using an analytical balance. The results
were analysed based on the weight change of the ani-
mals (weight change = initial weight - final weight).

Parameters obtained following euthanasia
At the end of the experiment, animals were anesthetised in
a CO, chamber, 48 h after measuring the lactate minimum
test. Blood was collected directly from the heart via cardiac
puncture with disposable needles and syringes. The blood
was subsequently centrifuged at 3000 rpm for 15 m, and
the serum supernatant was used to determine glucose, total
protein and albumin content [23] using commercially avail-
able colorimetric enzymatic kits (Labor-lab, Brazil).
Samples of the gastrocnemius (red and white portions)
and soleus muscles were collected and used to assess gly-
cogen [24] and triglyceride content [23]. We also collected
liver samples for glycogen [24] and total lipid analyses
[23]. All the samples were homogenised in a Polytron® for
20 s at maximum speed. They were then centrifuged at
10,000 rpm for 5 min at 4°C prior to the analyses.

Statistical analysis
The normality of the data was confirmed using the Shapiro-
Wilk test. The results are presented as the mean + standard
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deviation. Comparisons between groups were performed by
analysis of variance (one-way ANOVA) and the Newman-
Keuls Post-hoc test when necessary. For all the analyses, the
level of significance was set at p < 0.05 (Statistica 7; Statsoft,
USA).

Results
During the interventions in this study, the animals from
the RAP and RAD groups showed a significant decrease in
body weight over the course of the experimental period
(Figure 1). However, neither group showed any clinical
indications of malnutrition, such as hypoalbuminemia,
hypoproteinemia or high lipid content in the liver (LIP; 1y).
Nevertheless, animals in the RAD group had signifi-
cantly lower LIPy ;v compared to the ALP and ALD
groups (p < 0.05) (Table 1). The change in weight dur-
ing the intervention (weight change = initial weight -
final weight) was significantly higher for the ALD group
compared to the ALP group (Figure 2). Furthermore,
the ALD group had greater amounts of subcutaneous
adipose tissue (p < 0.05) than the other groups. In con-
trast, the RAP and RAD groups had significantly less
adipose tissue in the mesenteric and retroperitoneal
regions compared to the ad libitum groups (Table 2).
The levels of liver glycogen (GLYCy}y) in the RAD
and RAP groups were significantly higher (p < 0.05)
than those found in the ALP and ALD groups. More-
over, the quantities of soleus muscle glycogen (GLYC-
sor) in the RAP group were also higher than in the ALP
and ALD groups (p < 0.05). There were no significant
differences between the groups with respect to the levels
of triglycerides found in the soleus (TGsor) and gastro-
cnemius (TGguag) muscles (Table 3).

Figure 1 Daily values of body weight for animals in the ad
libitum commercial diet (ALP), restricted commercial diet (RAP),
ad libitum AIN-93 diet (ALD) and restricted AIN-93 diet (RAD)
groups. § Significant difference compared to the ad libitum groups
(p < 0.05).
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Table 1 Concentrations of albumin, total protein and
liver lipids observed in the ad libitum and restricted
groups
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Table 2 Adipose tissue weight both ad libitum
commercial and AIN-93 groups and their respective feed
restricted groups

ALP RAP ALD RAD ALP RAP ALD RAD
ALB 28 + 04 28 £ 0.1 29+02 29+ 0.1 SUB 16 +08 1.1 £ 04 22+04+ 1.0 £ 04
PROvorAL 68 + 06 42 %05 48+ 13 36+ 04 MESE 26+ 14 11+£07% 28+ 10 1.7 £07 %
LIP v 46 + 06 42 +05 48 £ 12 36047 RETRO 3020 13+£10% 35+ 14 16 +07 %

ALP Ad libitum commercial (Purina®) diet group, RAP Restricted commercial

(Purina®) diet group, ALD Ad libitum semi-purified AIN-93 diet group, RAD
Restricted semi-purified AIN-93 diet group, ALB Concentrations of albumin (g/
dL), PROrora. Total protein (g/dL), LIPy Liver lipids (mg/100 mg); * Significant
difference compared to the ALP group (p < 0.05); °significant difference
compared to the ALD group (p < 0.05)

Table 4 shows the values for aerobic capacity, lactate
concentrations and anaerobic capacity (time to exhaus-
tion) determined using the lactate minimum test in all
the groups studied. The anaerobic threshold values did
not differ between the groups, whereas the lactate con-
centrations values were significantly lower (p < 0.05) in
the ALD group compared to other groups. In addition,
the ALD group had higher time to exhaustion (p < 0.05)
compared to the ALP and RAP groups (Table 4).

Discussion

The principle findings of this study demonstrate that a
40% restriction on the amount of feed offered to the
rats did not cause malnutrition in adult Wistar rats over
a four-week period. In addition, the caloric difference
between the two control diets used (Purina®: 3028.0
Kcal/kg and AIN-93 M: 3802.7 Kcal/kg) did not cause
changes in the levels of muscle and liver glycogen,
whereas the way in which the diets were administered
resulted in increased levels of these substrates in the
animals in the RAP and RAD groups. Additionally, the

Figure 2 Change in body weight (initial weight - final weight)
between the ad libitum commercial diet (ALP), restricted
commercial diet (RAP), ad libitum AIN-93 diet (ALD) and
restricted AIN-93 diet (RAD). * Significant difference compared to
the ALP group (p < 0.05).

ALP Ad libitum commercial (Purina®) diet group, RAP Restricted commercial

(Purina®) diet group, ALD Ad libitum semi-purified AIN-93 diet group, RAD
Restricted semi-purified AIN-93 diet group, SUB from subcutaneous tissue(g),
MESE mesenteric tissue (g), RETRO retroperitoneal tissues (g); # Significant
difference compared to all groups * Significant difference compared to the
ALP group (p < 0.05); °significant difference compared to the ALD group

(p < 0.05)

American Institute of Nutrition diet (AIN-93 M) that
was administered ad libitum improved the aerobic and
anaerobic capacity of the ALD group, probably due to
the lower density of these animals in water.

Malnutrition in animals is often characterised by low
serum albumin and total protein concentrations and
high levels of liver lipids [18,25]. In the present study,
the animals that had restricted access to feed (RAP and
RAD) did not show these characteristics, confirming
previous research [4]. In addition, studies have shown
that dietary restriction (80 to 60% of ad libitum intake)
decreases the risk of chronic degenerative diseases such
as cancer, type-2 diabetes and kidney disease, prolonging
the life span of laboratory rats and mice by up to 40%
without causing malnutrition [5-7].

Comparing the effects of a standard diet (Purina®) to
those of a freely administered high calorie diet, Chun,
Lee, Kim, et al. [26] showed that animals on a high cal-
orie diet have higher levels of body fat. These findings
are consistent with the present study, where the ALD
group, which was fed a higher caloric diet American
Institute of Nutrition diet (AIN-93 M), showed more
weight gain than the ALP group. According to Silva,
Marcondes and Mello [27], animals that are subjected to

Table 3 Values of the levels of liver glycogen and soleus
(GLYCso1; mg/100 mg) and gastrocnemius muscles, and
the levels of triglyceride from this tissues

ALP RAP ALD RAD
GLYCsor 02 +01 04 +0.1* 02 £0.1 03+£01*
GLYCOgas 0.1 +£003 03+£01* 02 £0.1 02 +£0.1
GLYC,y 09+02 390+ 1% 08 £ 0.1 37 +05%
TGsoL 03+02 02 +0.1 02 +0.1 03+02
TGeas 02 £0.1 02 +0.1 02 =01 03 +02

ALP Ad libitum commercial (Purina®) diet group, RAP Restricted commercial
(Purina®) diet group, ALD Ad libitum semi-purified AIN-93 diet group, RAD
Restricted semi-purified AIN-93 diet group, GLYC,,, glycogen content of liver
(mg/100 mg), GLYCgas glycogen content of gastrocnemius (mg/100 mg),
GLYCso, glycogen content of soleus (mg/100 mg), TGse, triglyceride content
of soleus (mg/100 mg), TGgas triglyceride content of gastrocnemius (mg/100
mg) * Significant difference compared to the ALP group (p < 0.05); °significant
differences compared to the ALD group (p < 0.05)



de Moura et al. Journal of the International Society of Sports Nutrition 2012, 9:10

http://www.jissn.com/content/9/1/10

Table 4 Aerobic and anaerobic capacity and the
concentration of lactate corresponding to aerobic
capacity

ALP RAP ALD RAD
AT (%PC) 44+ 04 48 £ 09 47 +03 43+03
[Lac]ar (MM) 66 + 1.1 7+07 52+1+% 6.7 £ 09
Tlim (s) 634+ 182 7210+ 47 1165+ 263T 941 £50

®;

ALP Ad libitum commercial (Purina®) diet group, RAP Restricted commercial
(Purina®) diet group, ALD Ad libitum semi-purified AIN-93 diet group, RAD
Restricted semi-purified AIN-93 diet group, AT aerobic capacity, Tlim anaerobic
capacity, [Lac]ar lactate concentration corresponding to aerobic capacity; t
Significant difference compared to the ALP and RAP groups (p < 0.05); ¥
Significant difference compared to all groups (p < 0.05)

high-fat diets tend to accumulate more fat than control
animals.

The RAP and RAD groups showed higher glycogen
values, primarily in the soleus muscle and liver, than
those fed ad libitum. Corroborating these findings, Ped-
rosa, Tirapegui, Rogero, et al. [28], when comparing
sedentary and trained animals, both with and without
feed restriction (25 and 50% of ad [libitum intake),
observed higher muscle and liver glycogen values in the
animals in the restricted groups. In addition, Wetter,
Gazdag, Dean, et al. [29] observed similar or higher
muscle glycogen values in rats subjected to feed restric-
tion (60% of consumed by the ad libitum group), as has
been demonstrated by other studies [30,31]. Conversely,
these authors found higher liver glycogen values in ani-
mals fed ad libitum, suggesting that the influence of
dietary restriction on the content of this substrate is
dependent on the tissue analysed. In this regard, further
studies are needed to determine the changes caused by
dietary restriction on the mechanisms of glycogen synth-
esis and utilisation in different tissues.

The differences in the levels of muscular glycogen
could influence aerobic and anaerobic capacity in ani-
mals, as determined using the lactate minimum test.
However, there were no significant differences in the
anaerobic threshold values between the groups, demon-
strating that the diets and their form of administration
did not influence the aerobic capacity of the animals. In
addition, the loads corresponding to the anaerobic
threshold in relation to body weight (4.5%) are similar
to those reported by previous studies that used
eutrophic rats [18,32,33] ARAUJO et al., 2007).

However, the animals in the ALD group showed lower
lactate concentrations values This finding, together with
the lower quantities of glycogen in the ad libitum
groups, is consistent with those reported by Voltarelli,
Gobatto and Mello [33], who observed lower lactate
concentrations values in glycogen-depleted animals
when comparing anaerobic threshold determined using
lactate minimum test in a group of fed animals and a
group of animals subjected to glycogen depletion.
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The animals in the ALD group showed the same char-
acteristics observed in humans subjects during a lactate
minimum test after glycogen depletion, i.e., the intensity
corresponding to the minimum lactate concentration
was not influenced by a reduction in glycogen stores;
however, the lactate concentrations were significantly
lower upon depletion [20]. Further, the lactate concen-
trations and time to exhaustion values may have been
influenced by the density of the animals in the ALD
group, since these animals had an increase in body
weight and body fat.

Aradjo, Araujo, Dangelo, et al. [34] demonstrated that
the anaerobic threshold in obese animals, as determined
using maximal steady state lactate levels, may be higher
than that in well-nourished animals, attributing these
findings to the lower density of these animals in an
aquatic environment. Thus, in our study, the intensity at
the same workload may have been underestimated for
animals that have higher levels of fat [35], resulting in
the lower lactate concentrations values and higher time
to exhaustion values seen in the ALD group. Therefore,
more studies are needed to normalise the variables
related to the increased loads used in lactateminimum
test as a function of the body density of the animals.

The results of this study suggest that the caloric dif-
ferences between the two diets did not noticeably influ-
ence the levels of muscle and liver glycogen, whereas
these levels could be influenced by the form in which
the diets were administered. However, the higher levels
of glycogen seen in the RAP and RAD groups did not
influence the aerobic and anaerobic capacity as deter-
mined using the lactate minimum test. In addition, the
lower lactate concentrations and higher time to exhaus-
tion values seen for the ALD group may be explained by
the lower density of the animals in this group. Thus,
one limitation of this study was the lack of quantifica-
tion of the density of the animals and the use of loads
that did not consider this variable in water.

In summary, feed restriction induced changes in ener-
getic substrates, and ad libitum intake of a semi-purified
American Institute of Nutrition diet (AIN-93 M)
resulted in increased adipose tissue, which likely
reduced the density of the animals in water and
favoured their performance in the swimming exercise.

Conclusion

From the results of this study, we can conclude that: 1)
the animals in the diet-restricted groups showed no
manifestations of malnutrition, indicating that the
amount of feed offered (60% of that consumed by the
ad libitum group) was sufficient; 2) the caloric differ-
ences in the diets studied did not alter the levels of
muscle and liver glycogen, whereas the form of adminis-
tration (ad libitum or restricted) did modify the



de Moura et al. Journal of the International Society of Sports Nutrition 2012, 9:10

http://www.jissn.com/content/9/1/10

quantities of these substrates; 3) the differences in the
levels of glycogen between the two groups had little
influence on the aerobic and anaerobic capacity of the
animals; and 4) the ALD group animals may have had a
lower density in water, which might have influenced the
lactate concentrations and time to exhaustion values
observed in this group.
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4.8 Artigo 8: Por fim, foi possivel observar no presente projeto de pesquisa
gue animais alimentados com dieta controle (AIN-93M) se diferenciaram de
maneira modesta ou insignificante de ratos alimentados com dieta rica em
gordura em varios parametros. Visto que foram encontradas diferencas entre
dietas controles (AIN-93M e Racdo comercial Purina® em decorréncia do
desequilibrio na concentracdo de carboidratos resultando nos mais diversos e
diferentes efeitos, o presente estudo teve como objetivo avaliar as alteracdes
decorrentes da administracdo de duas dietas tidas como controle frente a uma

dieta rica em lipides.

Em fase de submissdo: Moura LP et al. Alterac6es hepaticas decorrentes da
administracdo de duas dietas consideradas controles comparadas a uma dieta
hiperlipidica/hipercaldrica.
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RESUMO

ALTERACOES HEPATICAS DE DUAS DIETAS CONSIDERADAS CONTROLES
COMPARADAS A UMA HIPERLIPIDICA/HIPERCALORICA

O elevado consumo de calorias e/ou de lipideos contribui para o desenvolvimento de obesidade
e depdsito de gordura no figado. O acumulo de gordura hepatico pode gerar efeitos deletérios ao
orgdo, podendo levar desde complicagdes até a faléncia. Com o intuito de alimentar animais
controles, varios estudos utilizam diferentes dietas tidas como balanceadas. As principais dietas
utilizadas para manutengdo desses animais ¢ a desenvolvida pelo Instituto Americano de
Nutrigio em 1993 (AIN-93) ou a ragdo comercial para roedores Purina®. Devido a diferengas
caloricas entre essas duas dietas, resultados podem ser sub ou supra estimados nas diversas
areas de pesquisas nas quais as variaveis calorias e nutrientes vem sendo amplamente estudas.
Visto isso, o presente estudo objetivou analisar os efeitos fisioldgicos a nivel hepatico da
administracdo de duas dietas néo isocalodricas, mas consideradas controles (padrdes), em relagdo
a uma dieta hiperlipidica/hipercaldrica em ratos. Para isso, trinta ratos Wistar adultos (90 dias de
idade) foram divididos em trés grupos durante oito semanas, Grupo 1, Purina (P): ratos
alimentados com ragdo comercial para roedores (3.028Kcal/Kg); Grupo 2, AIN-93M (AIN):
ratos alimentados com ragdo considerada como tipo controle pelo Instituto Americano de
Nutri¢do (AIN-93M: 3.803 Kcal/Kg) e grupo 3, Hiperlipidica/hipercalorica (Hiper): ratos
alimentados com dieta rica em gordura (5.350Kcal/Kg). A ingestdo alimentar foi registrada
semanalmente e ao final do experimento o peso corporal, indice de Lee (parametro de obesidade
para ratos), eficiéncia energética das dietas, consumo energético (Kcal), concentragdes séricas
de insulina, HDL e 4acidos graxos livres e acumulo de gordura no figado foram analisados. A
ingestdo alimentar foi menor no grupo Hiper em relagdo aos grupos AIN e P. Ao final do
experimento, o peso corporal, indice de Lee, eficiéncia e consumo energético das dietas, HDL e
insulinemia apresentaram-se elevados para o grupo Hiper em relacdo ao grupo P. Os animais do
grupo AIN ndo apresentaram diferencas em rela¢do ao grupo P, nem em rela¢do ao grupo Hiper
para os parametros supracitados. Quanto a concentracdo de AGL sérico, o grupo Hiper
apresentou maior concentracdo em relagdo aos demais grupos. Quanto ao acumulo de gordura
hepatica, os animais dos grupos AIN e Hiper apresentaram maior acuimulo de gordura neste
orgdo em relacdo ao grupo P e ambos nédo apresentaram diferengas entre si. Considerando os
resultados obtidos, apesar de em varios resultados a diferenga caldrica entre as duas dietas
balanceadas nio ter desencadeado diferencas fisioldgicas significativas, o principal achado deste
estudo foi que a dieta AIN-93M ndo se diferenciou da hiperlipidica/hipercalérica em nenhuma
analise do experimento exceto para os niveis de AGL séricos, mostrando assim a maior
contribuicdo da dieta AIN no desenvolvimento da obesidade e suas consequéncias como a

DHGNA. Portanto, fica claro que diferentes dietas consideradas balanceadas que sdo ofertadas a



grupos de animais controles, podem de interferir de diferentes maneiras em parametros

fisioldgicos.

Palavras-chaves: Obesidade, Dietas Controles, Dieta Hiperlipidica/Hipercaldrica e Doenca
Hepatica Gordurosa ndo Alcodlica.

INTRODUCAO

A inatividade fisica e o aumento da ingesta caldrica colaboram fortemente para a instalagéo
da obesidade. Esta bem estabelecido que o excesso de gordura corporal na obesidade esta
relacionada a desordens inflamatdrias. Esta relacdo entre obesidade e diabetes pode ser
observada através dos niveis elevados de citocinas pro-inflamatorias no plasma como
interleucina-p e 6 (IL-beta e IL-6), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interferon-y (IFN- v),

tanto em adipocitos de humanos quanto de animais com excesso de gordura corporal.

A causa do processo inflamatorio parece ter origem nas células adiposas, porém os
mecanismos ainda nfo sfo totalmente conhecidos. Recentes achados que demostraram que a
obesidade € caracterizada pelo acimulo de macrofagos e células adiposas que compartilham a
expressdo de multiplos genes tém provido outra dimensdo para o entendimento do
desenvolvimento da inflamagdo relacionada a obesidade. A presenga de macrofagos no tecido
adiposo auxilia na produ¢@o de mediadores inflamatdrios em atividade isolada ou em conjunto
com os adipécitos. Portanto, estas células do sistema imune (macrofagos) teriam participagdo
fundamental no desenvolvimento de resisténcia & insulina.Um dos primeiros trabalhos que
mostra uma relagdo direta do aumento da adiposidade e RI foi descrito por Reaven em 1988 e,
atualmente, ¢ sabido que tanto a elevagdo dos niveis séricos de acidos graxos (Boden &
Shulman, 2002) quanto a elevac¢do dos niveis de proteinas pré-inflamatorias, ambos causados
pelo excesso de tecido adiposo, modulam proteinas que participam da via de sinalizagdo da
insulina comprometendo-a, gerando assim, um quadro de resisténcia ao horménio desde tecidos
periféricos (Da Silva et al., 2010) até a niveis hipotalamicos (Moraes et al., 2009). Sendo assim,
a obesidade é vista como um problema de saude publica mundial associada a varias doengas
como: doencas cardiacas, alguns tipos de cancer, resisténcia a insulina (RI) e doenca hepatica
gordurosa ndo alcoolica (DHGNA) (Fontaine et al., 2003, Kahn & Utzschneider, 2006; Hupfeld
& Olefsky, 2010) entre outras.

A RI é um estado que precede a DM2 encontrado com alta frequéncia em obesos em
decorréncia do processo inflamatdrio, principalmente do tecido adiposo visceral (Franks et al.,
2010; Olefsky & Glass 2010). Estado onde a via de sinalizagdo desse hormoénio ndo age
perfeitamente, ¢ com isso, tecidos necessitam de um maior aporte de insulina para iniciar e

completar toda a cascata de fosforilagdo (Kahn et al., 2006). Alguns estudos mostram que ha



uma relagéo direta entre RI e DHGNA, onde foi visto que quanto mais resistentes ao hormdnio
maiores sdo as chances do acumulo de gordura no figado (Moura et al., 2012; Mizokami-Stout
, Cree-Green , Nadeau , 2012). Situagdes de resisténcia a insulina causadas por imperfeita
interacdo entre horménio e seu receptor ou onde hd a interrupg¢do da transducdo de sinais
decorrentes da insulina provocam alteragdes em todos os processos metabolicos proteicos,
glicidicos e lipidicos (Liu, Bengmark, Qu, 2010). Este quadro de hiperinsulinemia e desbalango
de perfil lipidico sérico encontrado no estado de RI acarreta o aumento do estoque lipidico
hepatico ¢ inicia a instalagdo da DHGNA. O aumento do tecido gorduroso hepatico pode gerar
desde quadros lipotoxicos ao orgdo e/ou até sua faléncia (Sheth et al., 1997; Mulhall et al.,

2002; Angulo 2002;; Lewis & Mohanty, 2010; Tiniakos, Vos and Brunt, 2010).

Com o intuito de alimentar animais controles, varios estudos utilizam diferentes dietas tidas
como balanceadas. As principais dietas utilizadas para manuten¢fo desses animais ¢ a
desenvolvida pelo Instituto Americano de Nutricdo em 1993 (AIN-93) ou a racdo comercial
para roedores Purina®. Devido diferengas caldricas entre essas duas dietas, resultados podem
estar sendo sub ou supra estimados nas diversas areas de pesquisas nas quais as variaveis
calorias e nutrientes vem sendo amplamente estudas. Por isso, o presente estudo objetivou
analisar os efeitos fisioldgicos a nivel hepatico da administracdo de duas dietas nédo isocaloricas,
mas consideradas controles (padrdes), em relagdo a uma dieta hiperlipidica/hipercaldrica em

ratos.

MATERIAIS E METODOS

Animais

Trinta ratos da linhagem Wistar com 90 dias de idade no inicio do experimento foram
utilizados. Os animais foram mantidos em gaiolas de polietileno medindo 37 x 31 x 16 (cinco
ratos por gaiola), a temperatura ambiente de 21+1 °C e foto periodo de 12 horas claro/escuro.
Todos os procedimentos adotados com os animais foram submetidos a apreciagdo da Comissao

de Etica no uso de Animal em Pesquisa (CEUA) do Instituto de Biociéncias da UNESP,
Campus Rio Claro (Processo nimero: 2011/6274).

Grupos Experimentais

Apos serem divididos em trés grupos (10/grupo), de acordo com a dieta administrada,
0s animais permaneceram sob observacdo durante 8 semanas (dos 90 aos 150 dias de idade):
Grupo 1, Purina (P): ratos alimentados com ragdio comercial para roedores (Labina Purina®);
Grupo 2, AIN-93M (AIN): ratos alimentados com ragdo considerada balanceada pelo Instituto
Americano de Nutricdo (AIN-93M) e grupo 3, Hiperlipidica/hipercalérica (Hiper): ratos

alimentados com dieta rica em gordura.



Composicéo das Dietas

Tabela 1. Composi¢do dietética dos grupos 1 (Purina), 2 (AIN) e 3 (Hiper) e seus

respectivos valores caloricos.

Carboidratos (%) Proteina (%) Lipideos (%) Kcal/Kg

Purina 43,7 23 4 3.028
AIN-93M 72,1 14 4 3.802
Hiperlipidica 40,8 14 35% 5.350

*:35% sendo 4% de gordura 6leo de soja e 31% de gordura animal.

A composicdo detalhada das misturas de sais minerais e de vitaminas empregada na

confec¢do das dietas AIN e Hiper acha-se descrita em Reeves et al., (1993).

Avaliacéo geral

Durante todo periodo experimental a ingestdo alimentar e energética (Kcal) foram
registradas semanalmente. Ao final do experimento, os animais foram pesados e medidos para
determinacdo do indice de Lee (razdo da raiz cubica do peso corporal (em gramas) sobre o
comprimento naso-anal (em centimetros) multiplicado por 1000), eficiéncia alimentar (ganho de
peso/consumo médio de rag@o) e apds isso todos os animais foram eutanasiados por decapitagio
apos anestesia com CO, e amostras de sangue foram coletadas para as dosagens de HDL e
insulina por kit comerciais (Laborlab®) e AGL através do método de coloragdo descrito por
Regow et al., (1971). Aliquotas hepaticas foram extraidas para avaliagdo do acumulo de gordura

no 6rgao sob forma de triglicerideos.

Estatistica

Os resultados foram apresentados como média + desvio padrio e analisados
estatisticamente através ANOVA one-way e quando necessario, o teste de post-hoc Bonferroni

foi utilizado, com nivel de significancia pré-estabelecido em 5%.

RESULTADOS

Os animais submetidos a oferta de dieta hiperlipidica apesar de apresentarem menor
consumo alimentar (Figura 1A), apresentaram maior ganho de peso (Figura 1B), indice de Lee
(Figura 1C), eficiéncia alimentar (Figura 1D), consumo energético (Figura 1E), concentracdes
de HDL (Figura 1F) e insulina (Figura 1G) em relagdo ao grupo P, ndo sendo diferente do grupo
do AIN.
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Figural. A: Consumo alimentar em gramas ao longo de 8 semanas, B: Peso corporal e C: indice de Lee ao final do
periodo experimental, D: Eficiéncia alimentar (ganho de peso/consumo médio de ragdo ingerido) e E: Consumo
energético ao longo de 8 semanas e F: HDL-colesterol e G: insulina apos o periodo experimental. Resultados
expressos com média + desvio padréo. Anova one-way: a#b, ab=a e b



Quando os acidos graxos livres (AGL) foram analisados, foi visto que a dieta rica em

lipides fez com essa por¢do sérica de gordura estivesse elevada em relagdo aos demais grupos
(Figura 8).

AGL
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Figura 8. Concentracéo de acidos graxos livres ao final do periodo experimental. Resultados expressos com média +
desvio padrdo. Anova one-way: a#b.

Os valores caloricos superiores tanto da dieta AIN como da dieta hiperlipidica fizeram

com que o acumulo de gordura no figado desses grupos ndo se diferenciasse entre si, mas sendo

maior em relagdo ao grupo P (Figura 9).
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Figura 9. Concentragéo de triglicerideos hepaticos ao final do periodo experimental. Resultados expressos com média
+ desvio padréo. Anova one-way: a#b.



DISCUSSAO

Visto que a obesidade ¢ um problema de satde publica mundial e que vem crescendo de
forma acelerada, trazendo consigo inumeros efeitos colaterais (Heber, 2010), pesquisas
relacionadas a essa area de conhecimento tornam-se de suma importancia para maior
entendimento de prevengdes e/ou tratamento dessa doenga. No desenvolvimento de pesquisas
acerca do ganho de massa adiposa corporal, dietas com diferentes valores caldricos sdo tidas
como controle e, portanto sdo comumente usadas no meio cientifico. Uma vez que estas dietas
tidas como balanceadas apresentam diferencas caldricas entre elas, estudos cientificos podem
estar sendo sub ou supra estimados. Visto isso, o presente estudo visou além de comparar ambas
as dietas tidas como balanceadas, objetivou também compara-las com uma dieta rica em lipides

no desenvolvimento da obesidade e seus transtornos como a DHGNA.

Tanto o consumo de gordura bem como o consumo de carboidratos tem aumentado em
todo o mundo (Alemany, 2011), o alto consumo e menor gasto energético desses
macronutrientes agem como produtos chaves no processo de lipogénese e que cronicamente
induz a obesidade (Duca, Swartz, Sakar and Covassa, 2012). No presente estudo, a dieta rica em
lipides foi mais eficiente energeticamente, esses animais apresentaram relac¢do indireta entre o
consumo de gordura com ganho de peso, pois mesmo com menor consumo deste nutriente
houve maior ganho de peso corporal para este grupo. Tratando de consumo energético (Kcal)
mesmo os grupos AIN e Hiper ndo se diferenciando entre si e consumindo menor quantidade (g)
de dieta, esses animais consumiram maior quantidade de energia em relacdo ao P. A grande
oferta de calorias faz com que niveis de acidos graxos livres aumentem. Os receptores de
membrana Toll Like Receptor (TLR), possuem forte afinidade por este tipo de gordura e quando
ativados iniciam o processo inflamatorio e apoptotico ativando proteinas como JNK, IKK,
iNOS e Caspases 8 e 3 que por sua vez pode aumentar a ingesta energética por interferir no
controle da fome, diminuindo a sensag@o de saciedade, mais especificamente em neurénios do
sistema POMC do nucleo arqueado e reigido hipotaldmica lateral (Moraes et al., 2009; Milanski
et al., 2009). Portanto, no presente estudo foi possivel ver que quanto mais caldrica a dieta mais
eficiente em converter alimento ingerido em peso corporal, a alta disponibilidade de energia
pode contribuir para o aumento de ingestdo energética ¢ que perante duas dietas tidas como
balanceadas ha uma maior resposta da AIN em relagdo ao pélete para o ganho de peso, podendo

assim desencadear obesidade e suas complicacdes.

S&o varias as complica¢des oriundas da obesidade, uma delas é a dislipidemia em que é
caracterizada pela alta concentragdo de triacilglicerois e baixos niveis de HDL (Rader, 2007). O
HDL tem importante fungdo de fazer o transporte reverso do colesterol e seus baixos niveis

séricos estdo inversamente relacionados com doencas cardiovasculares ateroscleroticas



(Walldius et al., 2001; Annema & Tietge, 2012). No presente estudo foi mostrado que animais
alimentados com dieta hipercaldrica e rica em gordura apresentaram menores valores nas
concentracdes de HDL frente aos demais grupos e que a dieta AIN, considerada controle, ndo se
diferenciou nem da dieta P bem como da dieta rica em lipides. A dieta AIN por possuir maior
concentracdo de carboidratos, possui maior valor calorico em relagdo a P. De acordo com Boer
(2012), o elevado consumo de acucares (CHO) na alimentagdo pode levar ao desequilibrio no
processo anti e pré-inflamatorio e diminui¢do do HDL (Du et al., 2008) . O controle da ingesta
de CHO ¢ de suma importancia para a qualidade de vida, de acordo com Miiller et al. 2011,
somente com a diminui¢do da ingestdo de CHO para pacientes DM2 ¢ capaz de promover
efeitos benéficos na homeostase glicémica e com isso levar a diminui¢cdo de medicag¢do para

estes pacientes.

Individuos portadores de pré-DM2 apresentam quadros de resisténcia & insulina, onde
maiores concentragdes desse hormonio sdo necessarias para que ocorra a inteira transducéo de
sinal intracelular e consequentemente a entrada da molécula de glicose a célula (Tabak et al.,
2012). Neste estudo, o comportamento da secrecdo de insulina foi paralelo a quantidade de
energia proveniente de cada dieta, ou seja, quanto mais calorica a dieta maior concentragéo de

insulina sérica.

A dieta AIN ndo apresentou diferenca com a dieta P nos diversos parametros avaliados.
Contudo, o preocupante ¢ o fato dessa dieta (AIN) ndo ter apresentado diferenca também com a
hiperlipidica, mostrando assim, que a diferenga caldrica entre as duas dietas tidas como
balanceadas fez com que a AIN néo se diferenciasse da hiperlipidica. A maior oferta de energia
proveniente das dietas AIN e Hiper além de provocar desequilibrio entre as fracdes de
colesterol, faz com que aumente a disponibilidade de acidos graxos livres (AGL) circulantes. Os
AGL possuem afinidade pelo receptores do tipo TLR (Toll-like receptor) e devido ao seu
aumento esses receptores passam a ser fosforilados ativando o sistema de defesa e com isso
levando ao aumento de proteinas pré-inflamatdrias que contribuem fortemente para diminuigéo
da resposta da via de sinalizagio ao horménio fazendo com que assim ambientes de

hiperinsulinemia sejam instalados no organismo (Shi et al., 2006).

A insulina ¢ um hormdnio anabdlico, que participa diretamente da atividade lipogénica
em diferentes tecidos, fazendo o carreamento do a-glicerolfosfato derivado da quebra da glicose
para o meio intracelular e este produto, apds se infiltrar na célula, exerce a base para a formagéo
dos triacilglicerdis. Este processo de lipogénese quando € desencadeado a nivel hepatico pode
levar a DHGNA (Schwarz 2003). A DGHNA ¢ uma doenca que tem crescido junto com os
numeros de casos de obesidade ¢ DM2 de forma alarmante em todo o mundo (Bonora &

Targher 2012). A gordura acumulada no tecido hepatico gera quadro de lipotoxicidade e com



isso pode levar o orgdo desde pequeno processo inflamatorio até a sua faléncia. Neste
experimento, independente da base das dietas, foi possivel perceber a alta oferta de energia
colabora para o acumulo de gordura hepatica, uma vez que tanto a dieta rica em lipides bem
como a dieta com maior concentragdo de CHO (AIN) conduziram a mesma quantidade de
gordura hepatica armazenada. Esses achados vao de encontro com estudo de Yang et al., (2012)
onde os autores mostram que dietas hipercaloricas a base de gordura ou carboidratos aceleram o
desenvolvimento de riscos cardio-metabolicos por contribuirem para o processo inflamatorio,
debilitarem a via de sinaliza¢do de insulina e promoverem ambiente favoravel a lipogénese.
Visto isso, fica claro que quanto maior a energia ofertada na dieta maior é chance de se
desenvolverem alteragdes metabolicas e uma vez que dietas ndo iso-energéticas sdo tidas como

balanceadas, maior atenc¢do deve ser dada a utilizag@o dessas dietas.
CONCLUSAO

De acordo com nossos achados, maior atengdo deve ser dada a escolha de dietas
balanceadas, sendo que resultados podem ser sub ou supra estimados devido a diferenga

caloricas encontradas nessas dietas.
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4.9 Resultados referentes aos grupos alimentados com dieta rica em

gordura ao final do experimento

Ao final do periodo experimental (160 dias de idade) todos os animais foram

sacrificados e foi visto que a administracdo da dieta hiperlipidicaca associada

ou ndo com o destreinamento leva 0os animais a uma maior intolerancia a

glicose (GTTo) e resisténcia a insulina (QUICK, HOMA e Teste de Tolerancia a

Insulina) e o exercicio fisico consegue minimizar esses efeitos mesmo

associado ao consumo de dieta hiperlipidica. (Tabela I).

Tabela I. Resultados dos testes realizados in vivo ao final do experimento.

CS HS HT HD
AUG (mg/dL x 120min) 21646,12 + 24856,93 + 20406,87 + 24857,89 +
1750,29% 2583,29" 1671,14° 3019,96"
AUI (ng/mL x 120min) 08,83 + 37,08% 81,90 + 20,81% 26,75 + 70,65 + 22,752
13,41
HOMA 6,65 + 2,592 11,59 + 2,49° 5,78 + 1,082 11,98 + 3,14"
Quick 3,61+ 1,65% 2,93+0,81% 5,07 + 1,68° 3,30+ 1,392
Kitt (% de remog&o/min) 3,67 +0,61% 2,91 + 1,24%¢ 8,42 +2,72° 3,24 + 1,78%¢
indice de Lee 3,06 + 0,09? 3,11 + 0,07° 3,02 +0,10% 3,10 + 0,08
Ganho de Peso (28-160 429,06 + 66,23% 484, 71 + 65,43° 394,31 + 486,57 + 60,28°
dias) (g) 64,15%
Ganho de Peso (90 - 160 106,43 + 38,26° 154,75+ 44,10° 128,31 + 200,21 + 44,27"
dias) (g) 34,14%

Resultados expressos com média = desvio padrédo ao final do periodo experimental (n=10/grupo). CS=
Controle Sedentério; HS= Hiperlipidico Sedentério; HT= Hiperlipidico Treinado e HD= Hiperlipidico
Destreinado. AUG= area sob a curva glicémica durante teste de tolerancia a glicose; AUl area sob a curva
insulinémica durante teste de tolerancia a insulina, Kitt= taxa de remocao da glicose sérica durante teste
de tolerancia a insulina. ANOVA one-way a#b
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Em relacdo as concentracfes de insulina tanto em jejum como em
estado alimentado nédo foi encontrada nehuma diferenca entre os grupos. O
perfil lipidico foi analisado e mostrou que a administracdo de uma dieta rica em
lipides associada ao sedentarsimo interfere na lipemia aumentando as
concentracbes de AGL e LDL colesterol e diminuindo HDL colesterol. As
enzimas associadas ao acumulo de gordura no figado (AST e ALT) nao
apresentaram diferencas em suas relagdes (Tabela Il).

Tabela Il. Variaveis séricas ao final do experimento.

CS HS HT HD
Glicose (mg/dL) 68,05 + 17,48% 69,84 + 76,65 + 81,11 +
11,237 7,377 12,88°
Insulina (ng/mL) 1,88+0,93% 224+0,62* 1,41+0,69*° 1,91+0,60°
Insulina Jejum 0,43+0,22° 0,55+0,15* 0,36+0,22*® 0,63+ 0,34°
(ng/mL)
AGL (UEq/L) 6,80 + 2,35° 13,31 + 5,35+ 231" 6,70 +2,87°
5,607
Triglicerideos 150,22 + 184,43 + 175,39 + 181, 40 +
(mg/dL) 35,11° 52,697 39,47° 31,637
HDL (mg/dL) 23,14 + 4,147 16,82 + 23,83 + 22,10 + 8,36
2,21° 5,67° a
LDL (mg/dL) 42,01 + 17,842 51,64 + 102,57 + 72,17 +
21,58° 37,37° 25,05%
Colesterol Total 93,29 + 19,69 114,13 + 157,20 + 132,37 +
(mg/dL) 44,93 46,29° 29,482
AST (U/L) 11,56 + 3,61* 8,15 + 2,88? 12,63 11,78 + 2,27
2,92 a
ALT (U/L) 9,80+3,91* 7,00+157% 5,99+243* 6,60+ 3,082
AST/ALT 1,30+ 0,52*° 1,09+0,39®° 1,92+0,59*° 1,99+ 1,08

Resultados expressos com média + desvio padréo ao final do periodo experimental (n=10/grupo). CS=
Controle Sedentario; HS= Hiperlipidico; HD= Hiperlipidico Destreinado e HT= Hiperlipidico Treinado.

ANOVA one-way a#b
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O tecido hepatico foi analisado ao final do experimento e foi visto que o
grupo HT teve menor concentracdo de glicogénio quando comparado aos
demais grupos. Em relacdo ao acumulo de gordura neste érgdo, o grupo HS
mostrou maior acumulo quando comparado aos demais Qgrupos grupos.
Quando as taxas lipogénicas foram analisadas, tanto hepatica como muscular
(gastrocnémio), o grupo HT teve uma maior taxa que o grupo HD (Tabela lll e
IV, respectivamente). Aliquotas do musculo séleo foram extraidas para analise
de triglicerideos, proteina e DNA sua relacdo proteina/DNA e nenhuma

diferenca entre os grupos foi encontrada (Tabela V).

Tabela lll. Varidveis hepaticas ao final do experimento.

Figado CS HS HT HD
Glicogénio (mg%) 7,24 +262° 571+ 4,77 + 531+
1,08° 0,81° 0,75°
Triglicerideos (mg/g) 11,61 + 20,33+ 16,01+ 16,16+
3,85° 6,47° 4,722 3,74°
Lipogénese (umol °H,0 24,41 + 20,09+ 2855+ 17,79+
Incorporado/h x g) 1,812 1,01*  10,84° 2,50°

Resultados expressos com média + desvio padrdo ao final do periodo experimental (n=10/grupo). CS=
Controle Sedentario; HS= Hiperlipidico Sedentario; CD= Controle Destreinado; HD= Hiperlipidico
Destreinado; CT= Controle Treinado e HT= Hiperlipidico Treinado. ANOVA one-way a#b.

Tabela IV. Taxa de lipogénese no musculo gastrocnémio ao final do experimento.

Gastrocnémio CS HS HT HD
Lipogénese (umol *H,0 25,21 +2,76% 2144+ 31,60+ 23,30+
Incorporado/h x g) 2,037 13,59° 2,81°

Resultados expressos com média + desvio padrdo ao final do periodo experimental (n=10/grupo). CS=
Controle Sedentario; HS= Hiperlipidico Sedentario; CD= Controle Destreinado; HD= Hiperlipidico
Destreinado; CT= Controle Treinado e HT= Hiperlipidico Treinado. ANOVA one-way a#b.
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Tabela V. Variaveis no tecido muscular séleo ao final do experimento.

Soéleo CS HS HT HD
Triglicerideos 8,32 + 4,03% 9,31+7,26° 10,30+ 5,02° 12,62 +
(mg/g) 9,24%
Proteina 4,16 + 1,40° 4,76 + 1,06% 5,03 +1,83% 3,36 £0,75%
(mg/100%)
DNA (mg/g) 0,06 +0,02°  0,08+0,02®° 0,08+0,04% 0,05+ 0,02°
Proteina/DNA 67,54 + 16,272 63,27 = 73,27 £ 21,752 77,79 =
12,85% 26,58%

Resultados expressos com média + desvio padrdo ao final do periodo experimental (n=10/grupo). CS=
Controle Sedentario; HS= Hiperlipidico Sedentario; HD= Hiperlipidico Destreinado e HT= Hiperlipidico
Treinado. ANOVA one-way.

As gorduras de diferentes regibes (subcutanea, retroperitoneal,
epididimal e mesentérica) foram extraidas para andlises e foi visto que a
administracdo da dieta rica em gordura auxilia para o aumento de gordura
nessas regides e que o treinamento fisico minimiza este efeito (Tabelas VI, VI,

VIII, IV respectivamente).

Tabela VI. Variaveis no tecido adiposo subcutaneo ao final do experimento.

Subcutanea CS HS HT HD
Peso Total ()  2,82+1,20° 4,23+2,29° 3,03+1,08 4,30+ 1,54°
Triglicerideos 27,15+ 9,39% 23,47 + 22,91+ 5,26 20,96 +9,21°

(mg/g) 9,972
Proteina 7,23+1,59% 7,20+2,64* 7,06+1,31% 7,40 +2,61°
(mg/100%)
DNA (mg/qg) 0,05 +0,01* 0,05+0,02*® 0,05+0,01% 0,05 + 0,022
Proteina/DNA 150,27 + 163,35 145,27 151,46 =
18,58% 34,81° 27,37 35,152

Resultados expressos com média = desvio padrdo ao final do periodo experimental (n=10/grupo). CS=
Controle Sedentario; HS= Hiperlipidico Sedentéario; HD= Hiperlipidico Destreinado e HT= Hiperlipidico
Treinado. ANOVA one-way a#b.
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Tabela VII. Variaveis no tecido adiposo mesentérico ao final do experimento.

Mesentérica CSs HS HT HD
Peso Total (g) 4,53 + 1,607 7,83 + 5,75+ 2,57* 8,53+ 3,85°
3,83%
Triglicerideos 9,21 + 3,09* 11,89+ 12,05+ 1,89° 11,32 £
(mg/g) 3,152 2,05%
Proteina 4,40 + 2,622 3,73 3,61+1,18% 4,43+1,72%
(mg/100%) 0,70°
DNA (mg/g) 0,03+0,01* 0,03+  0,02+0,01* 0,02+ 0,01
0,01%
Proteina/DNA 142,11 141,60 169,86 + 181,61 =
27,95% 40,10° 19,202 47,36°
Lipogénese (umol 2,90 + 0,58° 1,94 + 3,74+1,44* 1,90 +1,04%
*H,0 1,16%
Incorporado/h x
9)

Resultados expressos com média + desvio padrdo ao final do periodo experimental (n=10/grupo). CS=
Controle Sedentario; HS= Hiperlipidico Sedentéario; HD= Hiperlipidico Destreinado e HT= Hiperlipidico

Treinado. ANOVA one-way a#b.

Tabela VIII. Variaveis no tecido adiposo retroperitoneal ao final do experimento.

Retroperitoneal CS HS HT HD
Peso Total (g) 6,41 + 10,17+ 5,68+2,09%° 9,36+ 2,62"
3,60° 3,04°
Triglicerideos 15,83 + 15,36 + 10,07 = 13,35
(mg/g) 4,22% 6,04° 3,272 5,37%
Proteina 4,59 + 4,40 + 4,83 +1,25*° 4,26+ 1,512
(mg/100%) 1,428 0,94°
DNA (mg/g) 0,04 + 0,03 + 0,03 +0,01* 0,03+ 0,012
0,022 0,01%
Proteina/DNA 144,83 = 181,08 + 192,28 + 143,82 +
60,48% 44,92° 39,82° 38,59%

Resultados expressos com média = desvio padrdo ao final do periodo experimental (n=10/grupo). CS=
Controle Sedentario; HS= Hiperlipidico Sedentéario; HD= Hiperlipidico Destreinado e HT= Hiperlipidico
Treinado. ANOVA one-way a#b; c#d; e#f; g#h.

Tabela IX. Variaveis no tecido adiposo epedidimal ao final do experimento.

Epedidimal CS HS HT HD
Peso Total 4,65 + 7,24 + 4,83 +2,46% 7,57 + 3,06
) 1,29% 2,71°
Triglicerideos 10,15 + 10,00 + 12,54 + 12,12 +
(mg/g) 3,79° 3,30% 2,69% 2,152
Proteina 3,08 + 4,00 + 5,19+ 1,58% 4,96 + 1,222
(mg/100%) 1,622 1,432
DNA (mg/g) 0,02 + 0,02 + 0,02 + 0,02 +
0,010% 0,007% 0,004% 0,010?
Proteina/DNA 217,77+ 197,67 + 260,00 + 219,99 +
46,392 46,892 51,222 52,272

Resultados expressos com média + desvio padrdo ao final do periodo experimental (n=10/grupo). CS=
Controle Sedentario; HS= Hiperlipidico Sedentério; HD= Hiperlipidico Destreinado e HT= Hiperlipidico
Treinado. ANOVA two-way a#b; c#d; e#f; g#h.
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5. Conclusao

A partir dos presentes achados, foi possivel concluir que:

E possivel a realizacdo de testes para determinacdo da capacidade
aerodbia de ratos recém-desmamados;

A pratica regular de exercicio fisico moderado desde o desmame até a
idade adulta (90 dias) promove alteracbes benéficas no que tange o
metabolismo da glicose, obesidade e acumulo de gordura hepatica;

A administracdo de uma dieta hiperlipidica induz o desenvolvimento da
obesidade e acumulo de gordura hepatica, mas que héa diferencas
significativas nos resultados dependendo da dieta controle a ser usada e
de como ¢ ofertada;

O acumulo de gordura corporal unido com o desenvolvimento da
DHGNA no presente estudo, ndo alteraram de maneira simbdlica as
variaveis séricas;

O destreinamento aliado a uma dieta rica em gordura pode neutralizar
os efeitos decorrentes da préatica de exercicio fisico, por induz a um
maior ganho de peso.
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