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RESUMO

Introdugao: Os mecanismos de instalacdo e desenvolvimento dos quadros de
sobrepeso e obesidade e aspectos relacionados a prevencao tém sido bastante
investigados, porém muitas perguntas ainda precisam de respostas. Objetivos:
Avaliar o efeito de um programa de treinamento e destreinamento de nove
semanas associado a uma dieta hipercaldrica e hiperlipidica sobre a
sensibilidade a insulina e tolerancia a glicose, junto com a expresséo de GLUT4
e TNF-a, e conteudo de RNAm de Slc2a4, Tnf, Pgc1a no tecido muscular.
Metodologia: Ratos Wistar de 3 meses de idade distribuidos em 8 grupos: C-
controle sedentario; O- obeso sedentario; CE-controle exercicio; CD-controle
exercicio destreinado; OE-obeso exercicio; OD-obeso exercicio destreinado. Os
grupos C e O foram divididos em 2 subgrupos: C e O sacrificados aos 5 meses
de idade, C7 e O7 aos 7 meses de idade. Os animais controles receberam dieta
padrdo e os grupos obesos seguiram uma dieta hiperlipidica. Simultaneamente
a dieta, o treinamento foi realizado 3 vezes por semana, durante 9 semanas;
posteriormente, os grupos destreinados ficaram mais 9 semanas sem realizar
exercicio fisico. Para a avaliacdo do grau de resisténcia a insulina, foi realizado
um teste de tolerancia a insulina, e um teste de tolerancia a glicose. A avaliagéo
estatistica dos resultados foi feita através da comparacao das médias, utilizando
o Teste ANOVA, paramétrico, com pos-teste de Tukey. As diferengas entre os
grupos foram consideradas significativos quando o valor de P for menor que
0,05. Resultados: Os animais obesos apresentaram peso, adiposidade
periepididimal e indice de massa corpdrea superior aos animais controle,
mostrando que a dieta empregada induziu a obesidade nestes grupos. Os

animais O e O7 apresentaram menor sensibilidade insulinica que os demais,



bem como intolerancia a glicose em ambas as fases do estudo, nos obesos
quando analisado o exercicio, evitou-se esse quadro. Quando avaliado a
expressao dos genes Sic2a4, Tnf, Pgc1a, notou-se elevagao do conteudo de
RNAmM de Tnf e reducao do Pgc1a nos grupos O e O7, quando comparado aos
animais submetidos ao treinamento ( CE CD, OE). A expresséo proteica de TNF-
a so foi significantemente aumentada no grupo O, o treinamento foi eficaz em
evitar o aumento enquanto o treinamento estava ativo (CE, OE). Portanto
conclui-se que a dieta hiperlipidica causou maleficios provenientes de um
quadro de obesidade bem instalado e de resisténcia a insulina e o exercicio foi
eficaz em prevenir alguns destes males, mesmo apds 9 semanas do sobrestar

da atividade.

Palavras Chave: Exercicio Fisico; Destreinamento; Sensibilidade a insulina;
Dieta hiperlipidica; TNF-a; GLUT4



ABSTRACT

Introduction: The mechanisms of installation and development of overweight
and obesity as well as prevention have been extensively investigated, but many
questions still need answers. Objectives: To evaluate the effect of a training
program for nine weeks and detraining on insulin sensitivity and glucose
tolerance will, along with the expression of GLUT4 and TNF-a mRNA content and
Slc2a4, Tnf, Pgc1a in muscle tissue situations training / detraining. Methods:
Wistar rats of 3 months of age divided into 8 groups: control - C, O- obese, CE -
control exercise, CD control detraining; OE - obese exercise, OD obese
detraining. The group C and O were divided into 2 subgroups C and O, C7 and
O7. Control animals received a standard diet and obese groups followed a high
fat diet. Simultaneously with diet the training was conducted 3 times a week for
nine weeks later, detraining groups were 9 weeks more, without doing exercise.
To evaluate the insulin resistance, a test was performed insulin tolerance teste
“in vivo”, and glucose tolerance test. Statistical evaluation of results was done by
comparison of means using parametric test ANOVA, with post- test of Tukey.
Differences between groups were considered significant when P<0.05. Results:
obese animals showed higher adiposity and body mass index than the control
animals, showing that diet induced obesity employed in these groups. The O e
O7 group had lower insulin sensitivity than the other, as well as higher glucose
intolerance in both phases of the study, when analyzing the exercise in obese
avoided this situation. When considered the expression of genes Sic2a4, Tnf,
Pgc1a, we noted high content of Tnf mMRNA and reduced Pgc1a in O and O7
groups, when compared to animals submitted to training (CD CE, OE). Protein of

TNF-a expression has be significantly increased only in the O group, the training



was effective in preventing the increase while the training was active (CE, OE).
So concludes high fat diet caused damage from a frame and installed obesity and
insulin resistance and exercise was effective in preventing all the impariments

caused by excess body fat, even after 9 weeks of stop training.

Keywords: Exercise; Detraining; Insulin sensitivity, High Fat Diet, TNF-a; GLUTA4.
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Um relat6rio global publicado recentemente mostra que a obesidade € um
problema de saude global maior do que a fome. Além disso, € a principal causa
de incapacidade em todo o mundo. Segundo o relatério, todos os paises, com
excecdo da Africa subsaariana, enfrentam taxas de obesidade alarmantes, nas
duas ultimas décadas ocorreu um aumento de 82% em todo o mundo. Os Paises
do Oriente Médio estao mais obesos do que nunca, vendo um aumento de 100%
desde a década de 90 (LIM, et al 2010).

Pesquisas recentes avaliaram as medidas de 188 mil pessoas no Brasil,
mostrando que 50,1% dos homens estdo com excesso de peso, e entre as
mulheres o percentual € de 48%. Fator de risco para a saude, o problema tem
aumentado entre os adultos desde a década de 1970, quando o indice de
sobrepeso era de 18,5% para os homens e 28,7% para as mulheres. Isso
também se reflete na obesidade. De acordo com os dados, um a cada quatro
homens apresenta obesidade ja instalada (12,5%) assim como uma a cada trés
mulheres (16,9%) (Pesquisa de Orcamentos Familiares 2008-2009 IBGE). Ja
nos Estados Unidos, aproximadamente dois ter¢os (66%) dos adultos norte-
americanos e um quinto das criangas (10%) sédo obesos ou estdo com sobrepeso
(MMWR, 2009).

Sabe-se que a obesidade esta associada com doenga cardiovascular
(DCV), cancer de colon, cancer de mama, deméncia e depressédo. A inflamagéo
parece estar etiologicamente relacionada com a patogénese de todas estas
condicdes e o desenvolvimento de um estado inflamatdério subclinico crénico foi
estabelecido como um preditor de risco para varias destas patologias
(HOTAMISLIGIL, 2006; SHOELSON 2006; OUCHI, 2011; ROOK, 2011;

LEONARD, 2007; PRADHAN 2001).



O aumento de tecido adiposo gerado pela obesidade é porta de entrada
para um grupo de anormalidades que envolvem dislipidemia, hipertenséo e
tolerancia a glicose prejudicada, ocasionando uma sindrome metabdlica, e
tardiamente o Diabetes tipo 2 (SILVEIRA, 2008.).

O tecido adiposo é considerado um orgao enddcrino devido a sua
capacidade de produzir e liberar algumas citocinas ou adipocinas (proteinas
liberadas pelos adipdcitos), e o tamanho do tecido influencia a quantidade de
citocinas liberadas (MACHADO, 2006). Estudos demonstram que, associado ao
quadro dislipidémico, o aumento da producdo de adipocinas com efeitos pré-
inflamatérios em decorréncia do aumento do tamanho dos adipécitos na
obesidade € um dos responsaveis pela resisténcia a insulina (TSUKUMO et al,
2007).

As citocinas modulam o comportamento funcional do tecido adiposo e
outros tecidos, ao mesmo tempo em que criam mecanismos de retroalimentagao
entre eles levando ao quadro de inflamagé&o crénica (MILANSKI et al, 2009).

O tecido adiposo produz uma quantidade relativamente grande de uma
potente citocina proé — inflamatdria, o fator de necrose tumoral (TNF alfa), fato
este que o inclui como uma adipocina. Apenas uma parte do TNF alfa derivado
do tecido adiposo se origina do préprio adipécito; uma consideravel parte €
secretada pelos macréfagos infiltrados no tecido, portanto particularmente
importante na obesidade (KANDA, 2006).

Lumeng e colaboradores (2007) mostraram que animais obesos por dieta
hiperlipidica apresentam uma maior polarizagcdo em macrofagos no tecido
adiposo, a partir de um estado eutréfico, onde os macréfagos se encontram

alternativamente ativados (maior presenga de macrofagos M2 produtor de



citocinas anti-inflamatérias) para um estado classicamente ativado, mais pré-
inflamatorio (maior quantidade de M1 produtor TNF alfa, IL6 e éxido nitrico), além
de mostrar uma importante citocina anti-inflamatéria, a interleucina 10 (IL-10),
que previne os danos causados pelo TNF alfa.

As relagdes entre a inflamagdo e a resisténcia a insulina tém sido
investigadas por Hotamisligil e Spiegelman desde 1993 (HOTAMISLIGIL, 1993;
HOTAMISLIGIL, 1994; HOTAMISLIGIL, 2000). Seus estudos se concentraram
na producao de TNF alfa pelo tecido adiposo e sua capacidade em suprimir a
sinalizagdo mediada pelo receptor de insulina (IR) e de seus substratos (IRS).
Embora a poténcia de predicdo da resisténcia a insulina pelo TNF alfa em
humanos seja controversa, os seus resultados definem claramente o papel das
cascatas de sinalizagao inflamatdrias (TNF) e metabdlicas (IR / IRS) na causa
da resisténcia a insulina (SHOELSON, 2003).

A insulina € um hormdnio polipeptidico anabdlico produzido pelas células
beta pancreaticas, cuja producao é ativada pelo aumento dos niveis circulantes
de glicose e aminoacidos apos as refeigdes. Seus efeitos metabdlicos imediatos
incluem: aumento da captagao de glicose, principalmente em tecido muscular e
adiposo, aumento da sintese de proteinas, acidos graxos e glicogénio, bem
como bloqueio da producéo hepatica de glicose, da lipdlise e protedlise, entre
outros (GUYTON & HALL, 2002).

O resultado é a ativagao de algumas enzimas e a inativagdo de outras
para que assim a cascata de ativagao da insulina atinja seu objetivo de recrutar
o transportador de glicose GLUT4 para a membrana plasmatica para que ocorra

a captagédo da glicose sérica. Isto ocorre em células musculares e adiposas. E



um transportador que altera sua expressao na presenga de insulina (AUGUSTIN,
2010).

Dentre os modelos de inducao a obesidade e resisténcia a insulina, a dieta
hiperlipidica vem sendo utilizada frequentemente dada a sua praticidade e baixo
custo (LAMAS, 2004; BERNARDES et al. 2004). O aumento da quantidade de
tecido adiposo estocado nos animais a torna mais proxima do modelo de
obesidade humana, o modelo exdégeno. Diversos autores fazem o uso de
alimentos ingeridos por humanos, geralmente com alto indice calérico e baixo
valor nutricional para indugdo da obesidade em animais. Por ser uma dieta
palatavel € chamada de dieta ocidentalizada ou dieta de cafeteria (EGUCHI et
al. 2008; ALMEIDA et al. 2008).

Desde a descoberta de uma citocina, a Interleucina-6, produzida pelas
células musculares a partir da contracdo muscular e que parecia ter importantes
efeitos metabdlicos, passou-se a ter outra visdo do musculo, o musculo
esquelético € um 6rgao enddcrino que secreta horménios e outros peptideos, os
quais podem influenciar o metabolismo em varios tecidos e érgaos, exercendo
efeitos autocrinos, paracrinos ou endocrinos (PEDERSEN e FEBBRAIO 2008).
A importante relacédo deste tecido com as dislipidemias oriundas da obesidade
estdo apenas comegando (HENNINGSEN et al. , 2010).

Diversos estudos mostram mudancgas positivas em fatores de risco da
Sindrome Metabdlica com intervencao de exercicio fisico aerdbico de baixa a
moderada intensidade (CARROLL & DUDFIELD, 2004; MAXWELL et al., 2008;
PRADO & DANTAS, 2002). Esta efetividade acontece, pelo menos em parte,
pelo efeito anti-inflamatério do exercicio fisico. Neste sentido, os estudos

evidenciam que este efeito pode ser mediado via redug¢do da gordura corporal,



especialmente visceral, com subsequente diminui¢cado da liberacdo de adipocinas
pro-inflamatérias e aumento da sintese e liberacdo das adipocinas anti-
inflamataorias tanto do tecido adiposo branco (TAB) como do musculo esquelético
(MATHUR, 2008).

A adesdo a um programa de exercicio fisico pode proporcionar varias
alteracdes metabolicas e hormonais em diferentes tecidos (PERES et al., 2005,
LUZ et al., 2011). O tecido muscular esquelético e o TAB sao responsivos a agao
da insulina, condicdo esta que pode ser influenciada por meio da reducéo dos
depdsitos de gordura visceral e subcutaneo (VIEIRA et al., 2009).

Neste sentido, o exercicio reduz o risco de desenvolvimento de obesidade
e adiposidade excessiva, além de promover a saude cardiovascular, uma vez
que melhora o perfil de lipidios no sangue, diminuindo a concentragao plasmatica
de triglicérides e lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e aumentando a
concentracéo de lipoproteinas de alta densidade (HDL) (KRAUS, 2002).

O aumento da captagéao de glicose verificado apds o exercicio €, em parte,
devido a maior atividade e expressdo de proteinas envolvidas na via de
sinalizagao da insulina, bem como ao aumento do conteudo e da translocagéo
do GLUT4 no tecido muscular esquelético (FROSIG et al., 2007; TORRES-LEAL
et al.,, 2010) e no TAB (HIRSHMAN et al., 1989; HIRSHMAN et al., 1993;
STALLKNECHT et al., 1993; FERRARA et al., 1998).

Petersen e Pedersen (2005) evidenciaram que o aumento das citocinas
anti-inflamatérias IL1ra e IL10, pela pratica de exercicio fisico, estado
relacionados com a liberacao de IL6, a partir da fibra muscular. Esta citocina, por
sua vez, além de induzir a lipdlise, a oxidagao de acidos graxos e estar envolvida

na homeostase glicémica durante o exercicio, ainda estimula a sintese de IL1ra,



TNFR e IL10, os quais inibem a sintese de IL1q, IL13 e TNF alfa de acao proé-
inflamatoria.

Lira et al. (2009) reportaram que 8 semanas de treinamento aerdbio a 55-
65% do VO2 maximo aumentaram a concentragao de IL10 no tecido adiposo
mesentérico, elevando, desta forma, a razdo IL10/TNF em ratos.

Kawanishi e colaboradores, em 2010, evidenciaram que o exercicio
aerobio em esteira rolante 5x por semana, tem o poder de prevenir a inflamacao
em ratos submetidos a uma dieta hiperlipidica por dois mecanismos distintos,
reduzindo a infiltragcdo de macréfagos M1, no tecido adiposo, e aumentado a
diferenciacao para M2 no mesmo tecido.

Nos ultimos anos, surgiu o termo “time efficiency” em que varios
pesquisadores tém verificado adaptagbes metabdlicas e fisioldgicas
significativos quando da utilizagdo de protocolos de treinamento mais curtos e
com maior intensidade de trabalho no que diz respeito a patologias, como a
obesidade e a sindrome metabdlica (TALANIAN et al., 2007).

O treinamento em alta intensidade diminui o tecido adiposo visceral e age
na perda de peso por aumentar o gasto energético total e o EPOC (excesso de
consumo de oxigénio pds-exercicio), aumentando a termogénese induzida pelo
alimento e a atividade da leptina, além de diminuir a presséao arterial sistélica e
diastdlica e induzir a secrecdo de substancias vasodilatadoras como o 6xido
nitrico (GUTIERREZ & MARTINS, 2008).

Os beneficios pds-exercicio sdo maiores apds a pratica de atividades de
alta intensidade, de carater anaerdbio. O volume de treinamento & a variavel
mais relevante no gasto caldrico, enquanto que a intensidade se mostra mais

importante no periodo de recuperagao (THORTON et al., 2002).



As alteragbes promovidas pelo treinamento de forga em alta intensidade
vém sendo usado como uma ferramenta no controle glicémico de pacientes
diabéticos idosos, pela diminuigdo dos niveis de glicose sanguinea, aumento dos
estoques de glicogénio muscular e redugao da gordura do tronco (CIOLAC &
GUIMARAES, 2004), aumentando a sensibilidade dos receptores celulares a
insulina, parecendo ainda ter efeito benéfico sobre o perfil lipidico, diminuindo
LDL-C (MEIRELLES & GOMES, 2004).

Estudos em nosso laboratorio mostram que a longo prazo, o treinamento
intermitente pode melhorar a sensibilidade a insulina e diminuir os niveis basais
de citocinas, que desempenham papel negativo no metabolismo da glicose de
ratos obesos induzidos por dieta hiperlipidica (PANVELOSKI-COSTA et al,
2011).

Entretanto estudos mostram que este efeito benéfico do exercicio se
encerra com a interrupg¢ao do treinamento fisico. O destreinamento resulta em
rapido acréscimo da massa adiposa, ganho de peso e resisténcia a insulina,
tanto em humanos, quanto em animais (PETIBOIS et al., 2004; KUMP & BOOTH,
2005; YASARI et al., 2006; YASARI et al., 2007). Tal afirmacdo pode ser
reforcada por outros estudos que demonstraram que a sensibilidade a insulina
decresce em alguns dias, quando individuos fisicamente ativos se tornam
sedentarios. A diminuicdo na captacdo de glicose € acompanhada por uma
diminuicdo de proteinas da cascata de sinalizagao da insulina nestes individuos
(KUMP & BOOTH, 2005), diminuicdo na expressao do receptor de insulina (IR),
da fosforilagdo em tirosina do IR, fosforilacdo da Akt, e quantidade de GLUT4,
apos estimulo com insulina em musculo esquelético. As alteragcdes acontecem

29 e 53 horas apos a ultima sessao de exercicio fisico.



Entretanto, até o presente momento nao foi possivel determinar o papel
exato de cada um dos mecanismos envolvidos, porém é provavel que exista uma
relacdo de dependéncia com o tipo, frequéncia, intensidade e duracdo do
exercicio realizado (GLEESON, 2011).

Assim, este estudo tem como objetivo analisar o efeito de um programa
de treinamento de alta intensidade e um periodo equivalente de interrupcao
(destreinamento) sobre a sensibilidade a insulina e inflamagao em ratos obesos
induzidos por dieta hiperlipidica.

Para isso elaboramos dois trabalhos que serdo apresentados em seguida.
O primeiro deles, intitulado “Treinamento intermitente de alta intensidade previne
resisténcia insulina e inflamacdo muscular em ratos obesos induzidos por dieta
mesmo apods periodo de destreinamento”.

O segundo, intitulado: “Alteragdes provocadas pelo treinamento perduram

apods 9 semanas de destreinamento”.
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Resumo

Objetivo: Investigar o efeito do treinamento intermitente de alta intensidade
realizado concomitantemente a ingestdo de dieta hiperlipidica sobre a
sensibilidade a insulina, expressdo de proteina pré-inflamatéria TNFa e de

transportador de glicose GLUT4 em musculo esquelético de ratos. Materiais e



métodos: Ratos Wistar alimentados com dieta hiperlipidica (grupos obesos)
foram submetidos ao protocolo de exercicio tipo jump squat por 9 semanas,
seguido por 9 semanas de cessacao do protocolo. A sensibilidade a insulina e
conteudo proteico de TNF-ae GLUT4 foram comparadas entre os grupos
Controle Sedentario (C), Controle Exercicio (CE), Obeso Sedentario (O), Obeso
Exercicio (OE), Controle 7 meses (C7) Controle Exercitado Destreinado (CD),
Obeso 7 meses (O7) e Obeso Exercitado Destreinado (OD). Resultados: A
sensibilidade a insulina apresentou-se reduzida no grupo O e O7, e elevada nos
grupos submetidos ao treinamento CE, CD, OE, OD. O conteudo de TNF-a
apresentou-se aumentado no musculo esquelético do grupo submetido a dieta
hiperlipidica O, e reduzido nos grupos exercitados CE,CD,OE,OD. O conteudo
proteico de GLUT4 néo diferiu entre os grupos. Conclusao: O treinamento
intermitente de alta intensidade realizado concomitantemente com a ingestao de
dieta hiperlipidica previne o quadro de resisténcia a insulina periférica, sem
alterar o conteudo de proteina GLUT4 no musculo esquelético, porém reduzindo

a inflamagao muscular local.

Palavras Chave: Exercicio Fisico; Destreinamento; Sensibilidade a insulina;

Dieta hiperlipidica; TNF-a; GLUT4.

Abstract

Objective: To analyze the effect of high-intensity intermittent training plus intake
of high-fat diet on insulin sensitivity, pro-inflammatory protein TNF-alpha and
glucose transporter GLUT4 in skeletal muscle of rats. Methods: Wistar male rats

fed with high-fat diet (obese group) underwent the protocol of exercise, jump



squat type, during 9 weeks, followed by 9 weeks of cessation. Insulin sensitivity
and protein content of TNF-a and GLUT4 were compared among Sedentary
Control (C), control exercise (CE), Obese Sedentary (O), Obese Exercise (OE),
Control 7-month old (C7) exercised control detrained (CD), Obese 7-month old
(O7) and Obese exercised detrained (OD). Results: Insulin sensitivity was
reduced in O and O7, and elevated in CE, CD, OE, OD. TNF-a content was
increased in skeletal muscle of group submitted to the high-fat diet and reduced
in in exercised groups CE, CD, OE, OD. GLUT4 protein content did not change
among groups. Conclusion: High-intensity intermittent training performed in the
presence of high-fat diet prevents the peripheral insulin resistance and skeletal
muscle inflammation, without changing total protein content GLUT4, even after 9

weeks detraining.

Key Words: Exercise; Detraining; Insulin Sensitivity, Hyperlipidic Diet; TNF-a;

GLUTA4.

Introdug¢ao

O padrao alimentar esta intimamente ligado com o aparecimento dos
casos de Diabetes Mellitus tipo 2, sendo o principal responsavel a alta ingestao

de alimentos processados como salsicha, mortadela e bacon, por exemplo,



contribuindo em 51% para a génese da patologia, principalmente pela alta
quantidade de gordura saturada, sodio e nitritos[1].

A resisténcia insulinica no diabetes tipo 2 precede o inicio da
hiperglicemia, a literatura indica que a alterag&o patologica inicial se encontra na
reducao da captacgéo de glicose pelo musculo esquelético [2]. Este parece ser o
preludio do diabetes tipo 2. Individuos obesos sao caracterizados por um estado
de baixo grau de inflamac&o que pode ser a causa da resisténcia insulinica e
outras desordens associadas a obesidade como dislipidemia e aterosclerose [3].

O primeiro elo identificado entre inflamagdo, obesidade e resisténcia a
insulina foi a descoberta do fator de necrose tumoral a (TNF-a) [4]. A partir de
entdo surgiram cada vez mais evidéncias da existéncia de uma resposta
inflamatdéria na obesidade [5]. Estudos demonstram que uma dieta rica em
lipideos eleva os niveis das citocinas pré-inflamatorias como o fator de necrose
tumoral tipo alfa (TNF-a), o qual vem a atuar diretamente inibindo a ativagéo da
via de sinalizagdo da insulina comprometendo o transporte da glicose pelo
transportador GLUT4 [6] e inibindo o gene Sic2a4 que codifica o GLUT4 [7],
tendo sido confirmado o mesmo efeito em humanos [8]. O GLUT4 pertence a
uma familia de 13 diferentes isoformas de proteinas transportadoras de glicose,
sendo a principal isoforma presente no musculo esquelético e regulada pela
insulina e atividade contratil [9].

O treinamento fisico produz adaptagcdes metabdlicas que resultam em
melhora sustentada da sensibilidade insulinica, além da reducdo de citocinas
que desempenham papel negativo no metabolismo da glicose [10,11]. Durante
0 exercicio a exigéncia crescente de substratos metabdlicos é atendida pela

elevagao da taxa de glicogendlise no musculo em contragéo, além de haver um



aumento da captagdo de glicose circulante. O treinamento fisico de curta
duracdo leva a um rapido aumento da expressdao do GLUT4 no musculo
esquelético [12].

A contragdo muscular per se, pode aumentar até quatro vezes a
quantidade de GLUT4 na membrana [13], entretanto a interrupcdo do
treinamento é velozmente acompanhada por uma diminuicido de proteinas da
cascata de sinalizacio da insulina [14], diminuicdo na expressao do receptor de
insulina (IR), da fosforilagdo em tirosina do IR, fosforilagdo da Akt e quantidade
de GLUT4 apds estimulo com insulina em musculo esquelético. As alteracdes
acontecem 29 e 53 horas apos a ultima sessao de exercicio fisico [14].

O peso de cada componente e quanto perduram os beneficios
promovidos pelo exercicio relacionado a sensibilidade a insulina e a inflamacgao
nao estdo bem esclarecidos na literatura. Deste modo, o objetivo do presente
estudo foi investigar o papel da imposi¢céo de dieta hiperlipidica associada ao
treinamento fisico sobre a expressdo de marcador inflamatério e de proteina
transportadora de glicose em musculo esquelético de ratos Wistar, bem como

verificar o efeito do destreinamento sobre estes parametros.

Materiais e Métodos

Animais

Ratos Wistar adultos (60 dias) foram mantidos no biotério de
experimentagdo na Universidade de origem, em gaiolas coletivas, nao
excedendo cinco animais por gaiola, em ciclo claro/escuro de 12/12 horas e
temperatura de 22 + 2°C controlados. Os animais controles (C, CE, CD) foram

alimentados com ragéo padréao (Supra Lab — Alisul Ind. Alimentos LTDA., Séo



Leopoldo, RS) e agua ad libitum. Aos grupos obesos (O, OE, OD) foi ofertada
uma dieta hiperlipidica (dieta de cafeteria), utilizada por nosso grupo em estudos
anteriores [11; 15] composta por: bacon, mortadela, salsicha, bolacha e
refrigerante e ragao padréo. A dieta se manteve em ambas as fases do estudo
(treinamento e destreinamento).

Os procedimentos experimentais utilizados no presente estudo foram
aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa da UNESP — Campus Presidente
Prudente, processo n°® 04/2011.

Os animais foram adaptados ao modelo de exercicio uma semana antes
do inicio do protocolo de treinamento intermitente de alta intensidade tipo jump
squat. A adaptacao consistiu na realizagao de trés sessdes sem incremento de
carga composta de uma, duas e trés séries de 12 repeticbes do primeiro ao
terceiro dia respectivamente, com intervalo de 24 horas entre cada sessé&o (CE;
OE; CD; OD).

Posteriormente, foram submetidos a nove semanas de treinamento
intermitente de alta intensidade. Nas duas primeiras semanas o treino foi
realizado sem incremento de carga e, a partir da terceira semana foi
incrementada uma carga equivalente a 50% do PC, a qual foi monitorada
semanalmente.

O protocolo de treinamento consistiu em trés sessdes semanais,
intervaladas por 24 horas, sendo que cada sessao consistiu na realizagcao de
trés séries de 12 repeticdes com intervalos de 60” entre cada série. O
treinamento se iniciou juntamente com a dieta hiperlipidica, quando os animais
atingiram a idade jovem adulta, aos trés meses de idade. Os animais submetidos

ao protocolo de exercicio foram escolhidos de maneira randémica.



Destreinamento

Ao final da nona semana de treinamento, parte dos animais foram
sacrificados e o remanescente foi submetido ao destreinamento, que consistiu
na interrupcdo do treinamento e manutencdo da dieta por 9 semanas
subsequentes (CD;0OD).

Grupos controles foram mantidos durante todo este periodo, compondo
os grupos C7 (controles de 7 meses), O7 (obesos de 7 meses — alimentados

com a dieta hiperlipidica).

Teste de Toleréncia a Insulina

Os animais foram mantidos a 8 horas de jejum, apds o qual o sangue foi
coletado por puncado caudal que corresponderia ao tempo “zero” do estudo,
sendo administrada uma injecao intraperitoneal de insulina regular na dose de 1
MU / kg de peso corpéreo, com posterior coleta sangue por pungédo caudal nos
tempos 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos apos injecdo, utilizando glicosimetro
(Biocheck TD-4225 / Bioeasy Diagnostica Ltda. / MG - Brasil) para determinacéo
da glicemia [15]. O teste foi realizado em 2 momentos: ao final do protocolo de
treinamento (grupos CS, CE, OS, OE), e ao final do destreinamento (grupos C7,

07, CD, OD).

indice de Lee
Como indicativo de massa corpérea foi calculado o indice de Lee (similar
ao indice de massa corpérea para humanos), considerando-se a raiz cubica do

peso corpdreo (em gramas) dividido pelo comprimento nasoanal (em cm) x 10.



Coleta do material

Ap6s 24 horas da ultima sessdo de treinamento, os animais foram
submetidos a doze horas de jejum e foram sacrificados apos anestesia (Xilasina
e Quetamina — dose de 60 mg/kg do peso corporal de cada componente), via
intraperitoneal. Em seguida, foram retirados o musculo gastrocnémio e o tecido

adiposo branco periepididimal (TA).

Quantificagéo de Proteinas

A deteccao das quantidades de proteinas foi realizada utilizando-se
eletroforese em gel de poliacrilamida, com a utilizagdo de quimiluminescéncia
para deteccdo das bandas. Resumidamente, o método realizado foi Western
blotting com o processo de fracionamento em membranas totais do tecido
muscular gastrocnémio. Para isso os tecidos musculares foram
homogeneizados em tampéao contendo: Sacarose 250mM; Hepes 20mM, EDTA
2mM, pH 7,4, usando-se POLYTRON PT 3000 KINEMATICA® (BRINKMAN) e
centrifugados a 12.000 rpm durante 20 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi
transferido para um novo tubo de polietileno tipo eppendorf.

A concentracdo de proteina total foi avaliada através do método de
Bradford. Quantidades iguais de proteinas foram solubilizadas em tamp&o de
Laemmli, sujeitas a SDS-PAGE (10%) e entdo transferidas eletroforeticamente
para membrana de nitrocelulose Hybond-C Super (GE healthcare, AMERSHAM
Biosciences, UK). Apds bloqueio com albumina sérica bovina em PBS 8%
durante 1 hora, as membranas foram incubadas com anticorpo anti-TNF

(Chemicon) (diluicdo 1:1000 em PBS) e anti-Glut4 (Chemicon) (1:1000 em PBS)



durante 3 horas a 37°C. Posteriormente, foi realizada a incubagdo com o
anticorpo secundario (anti-lgG de coelho), marcado com enzima peroxidase
(HRP) (GE Healthcare, Amersham, UK), diluido 1:5000 em solu¢ao bloqueadora
durante 1 hora (5% de leite em p6 desnatado+ 20 ml de PBS 1X + 0,05% de
Tween 20). A membrana foi lavada vigorosamente com tampdo PBS 1x e
colocada em contato com 5mL da reag&o de quimiluminescéncia (Luminol 1,1%,
Acido. P-Cumarico 0,48%, Tris 1M (pH 8,5) 11,1%, H202) por 2 minutos e,
posteriormente exposta ao Hyperfiim® (IGF — Corporation, New Jersey, USA)
para deteccédo das bandas resultantes. O filme foi fotografado por uma camera
do aparelho de fotodocumentagéo Gel Logic 100 (Kodak Molecular Imaging,
EUA), e as imagens foram analisadas por densitometria optica utilizando-se o
software Scion Image for Windows (Scion Corporation, EUA).

Os anticorpos anti-TNF alfa e anti-GLUT4 utilizados consistiram em

antissoro comercial de coelho (Chemicon International, Temecula, Califérnia).

Analise Estatistica

A normalidade dos dados foi confirmada com o teste de Kolmogorov-
Smirnov. Para comparacao dos valores de peso corporal, constante de
decaimento da do ITT, dados morfométricos e conteudo proteico utilizou-se o
teste de analise de varidancia (ANOVA — One Way) para medidas repetidas,
seguida, quando necessario, com teste Post-hoc de Tukey. Em todos os casos

o nivel de significancia foi pré-fixado para p<0,05.

Resultados

Os animais submetidos a dieta hiperlipidica (O) por 9 semanas

apresentaram aumento de 24% (p<0,05) no peso corpéreo, comparado ao grupo



que recebeu apenas racéo C, 40% (p < 0,001), comparado ao grupo CE e 18%
(p<0,01), comparado ao grupo que recebeu o combinado dieta + exercicio (OE).
Este aumento foi acompanhado por aumento expressivo na massa adiposa 85%
(p<0,01) em relacdo ao grupo C, 226%(p<0,001) comparado a CE, porém
atenuado pelo exercicio (40% p<0,05 vs OE).

Passado o periodo de destreinamento houve manutengédo da diferencga
(25%, p<0,01) do peso corporeo dos animais submetidos a dieta (O7) e dos
animais controle de mesma idade (C7), entre os animais O7 e CD (36%,
p<0,001), porém quando comparados O7 e animais destreinados + dieta (OD)
nao houve diferenga entre os grupos. Ja na massa adiposa periepididimal as 18
semanas de dieta (O7) apresentou um aumento de 115% (p<0,01) em relagéo
ao grupo C7, 494% comparados aos animais CD, sem alteragdo, se comparados
aos animais OD. Por outro lado, houve uma queda de 64% na massa adiposa
dos animais destreinados, comparados aos que nunca realizaram exercicio (CD
vs C7, p<0,01).

Inserir tabela 1

Em relagao a sensibilidade a insulina, com 9 semanas de dieta, o grupo O
apresentou uma diminuigdo de 57% (p<0,05) comparado ao grupo C, porém o
exercicio foi capaz de melhorar este quadro nos animais que receberam o
exercicio, independente da dieta (CE; OE), quando comparado ao grupo O
(p<0,001 para ambos). Ja os animais que tiveram a interrupgao do exercicio por
9 semanas, CD e OD apresentaram a sensibilidade a insulina 38% (p<0,01) e

25% maiores em relagcao aos animais controles (C7), e 106% (p<0,001) e 87%



(p<0,001) maiores quando comparado aos animais submetidos apenas a dieta
(O7).

Inserir Figura 1

Quando avaliado o conteudo proteico de TNF no musculo esquelético
gastrocnémio dos animais, o grupo O apresentou uma elevagao de 47%(p<0,01),
quando comparado ao grupo C, e o treinamento foi capaz de manté-lo reduzido
em 58% (p<0,01 vs CE; P<0,05 vs OE) para ambos os grupos exercitados,
quando comparado aos animais O (Figura 2). Apos o periodo de destreinamento

nao houve diferenga estatistica significante entre os grupos analisados.

Inserir Figura 2

O conteudo proteico do GLUT4 (Figura 3) ndo variou entre os grupos,
embora se observe maior conteudo nos animais sacrificados no primeiro
momento (C, CE, O, OE).

Inserir Figura 3

Discussio

A prevaléncia da obesidade tem crescido rapidamente e representa um
dos principais desafios de saude publica neste inicio de século. Alimentacéo
inadequada e sedentarismo contribuem diretamente com esse crescimento.
Assim, com o excesso de tecido adiposo (TA), alteragdes metabdlicas causadas

pelo seu aumento, como hipertensao arterial, dislipidemias, resisténcia a insulina



(RI) e Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) tém-se tornado alvo de interesse e de
estudo.
Na literatura, estudos mostram que o aumento significativo de TA aumenta
a producéo de citocinas inflamatérias como TNF-a (Fator de Necrose Tumoral-
a), e IL-6 (Interleucina-6), e esse aumento esta correlacionado com a diminuigéo
do transportador de glicose GLUT4 e sinalizag&o de insulina. Pesquisas mostram
que a alteragdo na homeostase glicémica causada pela obesidade Rl ou DM2
pode ser controladas por mudangas nos habitos alimentares e exercicio fisico
[16;17].
O exercicio fisico colabora para a perda de peso em obesos, reduzindo
o risco de diabetes tipo 2, doencas cardiovasculares, deméncia, cancer de célon,
cancer de préstata, mama, utero e também reduz o risco de mortalidade. A
reducao na adiposidade utilizando o exercicio como intervengao terapéutica ja €
bem evidenciada na literatura [18;19], porém, em sua grande maioria, os estudos
se concentram em individuos ja obesos [20;21;22], sendo o diferencial deste
estudo investigar o efeito do exercicio e da dieta simultaneamente empregados
sobre padrdao de expressao de proteinas envolvidas no controle glicémico e
estado de resisténcia a insulina, bem como verificar o efeito do destreinamento
sobre tais parametros.
A baixa adiposidade observada ao final do treinamento nao foi novidade
[11; 15], entretanto um fato interessante ocorreu quando analisamos a
adiposidade dos animais do grupo que passou pelo processo de destreinamento
(CD), nos quais ndo se observou aumento, mas manutengdo do padréo de
adiposidade de quando o exercicio se encontrava ativo (CD vs CE) e reduzido

em 64% quando comparado com o grupo controle de mesma idade (C7),



mostrando que as modulagdes durante o periodo ativo se mantém mesmo apds
0 sobrestar da atividade, desde que se mantenha uma dieta equilibrada, pois o
mesmo padrao nao foi observado nos animais submetidos ao mesmo protocolo
de treinamento e destreino com a dieta hiperlipidica (10% apenas de redugao da
adiposidade para o grupo OD comparado ao O7).

Alteragao similar foi observada quando avaliada a constante de decaimento
da glicose no teste de toleréncia a insulina (kITT) dos animais submetidos ao
protocolo de treinamento e destreinamento (CD;OD), a qual se manteve elevada
quando comparada a seus respectivos controles (C7;07), contrariando a ideia
de que a interrupgao da atividade leva a rapido aumento da massa adiposa e
instalacao de resisténcia a insulina, ainda que estas alteracdes possam ser fruto
do modelo de exercicio e intensidade, o diferencial deste estudo ja que na grande
maioria de estudos anteriores o modelo proposto sempre em foco se da no
modelo de esteira rolante com intensidade moderada ou baixa [23; 24; 25; 26].

A relagdo entre sensibilidade a insulina e citocinas inflamatérias existe
desde 1993 e ja esta bem caracterizada na literatura. Yaspelkis e cols. [27]
observaram que os componentes da via pro-inflamatéria sdo ativados em
musculos esqueléticos de animais alimentados com dieta hipercalérica. Em
concordancia com essas observacgdes, os achados do presente estudo mostram
que o conteudo proteico de TNF-a aumentou no musculo esquelético
gastrocnémio de ratos submetidos a dieta hiperlipidica por 9 semanas (O) de
maneira significativa, comparado aos demais grupos. Uma das vias pela qual o
TNF-a induz a resisténcia a insulina é o estimulo da lipdlise no tecido adiposo,
gerando aumento da concentragdo plasmatica de acidos graxos livres, que

eventualmente contribui para o desenvolvimento desse fendtipo resistente a



insulina [28]. Karagounis e cols. [29] mostraram que o Treino Resistido (TR)
realizado por intervalos de 48 horas entre cada sessao promove redugao do
conteudo de TNF-a no musculo de ratos treinados apos 24 e 48 horas da quinta
sessao de treinamento. No presente estudo, a reducao dos niveis de TNF-a no
musculo pode justificar a melhora da sensibilidade a insulina periférica nos
animais submetidos ao exercicio, entretanto um fato observado foi que, apds 9
semanas sem exercicio, os niveis continuaram reduzidos, sugerindo um efeito
protetor contra a inflamagao ocasionado pelo exercicio na prépria musculatura.
Este fator preventivo esta de acordo com o achado de Kawanishi e cols [30] que
propuseram que o exercicio fisico € capaz de prevenir a inflamacgao por impedir
0 aumento da expressao do TNF-a ocasionada pela dieta hiperlipidica, e capaz
de evitar a polarizagdo de macréfagos reduzindo a infiltragdo de macrofagos M1
no tecido adiposo, e aumento da diferenciacdo de macrofagos M1 para M2 no
mesmo tecido.

Essa resposta ao treinamento resistido, provavelmente, pode ter sido
promovida por adaptacdes positivas na capacidade oxidativa do musculo e,
dessa forma, pode ter aumentado a metabolizagcado de lipidios, reduzindo ou
limitando os fatores de transcrigdo de citocinas pré-inflamatérias, melhorando a
sensibilidade a insulina, ademais se sabe que o musculo é capaz de produzir
atualmente cerca de 50 citocinas atuando como um érgéo enddcrino [31], sendo
que, algumas de carater a combater inflamagéo como a IL10. Lumeng e cols[32]
demonstraram que a IL10 previne os efeitos prejudiciais do TNF-a na captagéo
de glicose do tecido adiposo bloqueando sua agéo, sem que ocorra redugao dos

niveis de TNF-a. O mesmo visto por Hong e cols [33], pode ter ocorrido neste



estudo, o exercicio pode ter sido capaz de elevar e manter elevado, mesmo apds
o destreinamento, os niveis de il-10, prevenindo assim os efeitos do TNF-a.

A constituicdo da dieta, mais precisamente seu teor lipidico, modula
fortemente a expressédo de GLUT4 (34,35), entretanto, contrariamente a essas
observacdes, no presente estudo a dieta hiperlipidica ndo surtiu efeito
significante em modular o conteudo proteico nos animais obesos, achado similar
ao encontrado por Brandt e cols.[36], que também ndo encontraram alteracdes
do conteudo proteico de GLUT4 no musculo gastrocnémio de ratos submetidos
a uma dieta hipercaldrica, bem como ao encontrado por nosso grupo em outro
estudo [11]. Sabe-se que a quantidade de GLUT4 no musculo € reduzida
rapidamente apdés a cessagdo do treinamento [37]. Alguns autores
demonstraram que esta quantidade retorna ao valor normal, 40 [38] ou 90 horas
[39] apds a ultima sessdo de exercicio. No presente estudo, nota-se uma
tendéncia ao aumento no conteudo de GLUT4 no tecido muscular dos animais
submetidos ao protocolo de exercicio, na primeira parte do estudo. Porém, o
mesmo nao se observa ao final do periodo de destreinamento, talvez pelo fato
da coleta do tecido ocorrer apdés 9 semanas da ultima sessao de exercicio.

Pelos achados no presente estudo, podemos concluir que a dieta
hiperlipidica induz obesidade com ganho da massa adiposa, prejuizo na
sensibilidade a insulina e aumento de marcador inflamatério na musculatura, e
que o treinamento intermitente de alta intensidade tem papel primordial e eficaz
em atenuar e até prevenir essas alteragcdes, mesmo apds 9 semanas de sua

interrupcao (destreinamento), sem modular o conteudo proteico de GLUTA4.
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Anexos

Tabelas

Tabela 1. indice de Lee, Peso tecidual e dos animais: Controle Sedentério (C), Controle
Exercicio (CE), Obeso Sedentario (O), Obeso Exercicio (OE), Controle 7 meses (C7),
Controle Exercitado Destreinado (CD), Obeso 7 meses (O7) e Obeso Exercitado
Destreinado (OD).



Peso Tecido Adiposo

Gastrocnémio indice de
Grupos corporeo Periepididimal

(9) Lee

Final (g) (9)

C 420+53,4 4,42+1,73 2,680%0,319 30,71%0,30
CE 373%13,6 2,51+0,59 2,340+0,135 29,46%0,41
o 523+62,1 2 8,2012,43 bdf 2,682+0,176 31,53+1,06"
OE 443+18,1 5,83+ 1,23 ¢9 2,290%+0,169 30,6210,26
Cc7 442+56,1 5,9611,35 ¢ 2,973+0,3119 31,10%0,85°
cDh 408+17,8 2,16+0,42 2,570%0,219 30,07%0,48
o7 556+51,1 ¢ 12,84+2,32 bdhim 2 925+0,1089 31,64+0,46"
oD 520+70,6 ¢ 11,51%1,60 Pdim 3,058+0,475°R  30,99+1,02°
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Legenda das tabelas

Valores expressos em média + desvio padrdo. (n= 5 a 8 animais por grupo) 2
p<0,05 vs C; °p<0,001 vs CE; ©p<0,01 vs C7; 9 p<0,001 vs CD; € p<0,01 vs OF;
fp< 0,01 vs C; 9 p< 0,01 vs CE; " p< 0,001 vs O: ' p< 0,01 vs O; 1 p< 0,001 vs
OE; ' p<0,01 vs CD: ™ p<0,001 vs C7; "p<0,01 vs 06; ° p<0,05 vs CE; P p<0,001
vs C; 9<0,05 vs OE; R p<0,05 vs CD.



Legenda das figuras

Figura 1. Grafico representativo do KiTT ao final do protocolo de treinamento e
ao final periodo de destreinamento (n= 5 a 8 animais por grupo): Controle
Sedentario (C), Controle Exercicio (CE), Obeso Sedentario (OS), Obeso
Exercicio (OE), Controle 7 meses (C7), Controle Exercitado Destreinado (CD),
Obeso 7 meses (O7) e Obeso Exercitado Destreinado (OD). *P< 0,05 vs C, #P<
0,01 vs CE e OE; #P< 0,01 vs C7, #P<0,01 vs CD e OD, *** P< 0,001 vsCD e
OD.

Figura 2. Conteudo de proteina Tnf corrigidos por ponceau no musculo
esquelético gastrocnémio, expressos em unidades arbitrarias. * P< 0,05 vs OE,
CD,** P< 0,01 vs C, CE, OD. (n= 4 animais por grupo) Controle Sedentario (C),
Controle Exercicio (CE), Obeso Sedentario (OS), Obeso Exercicio (OE),
Controle 7 meses (C7), Controle Exercitado Destreinado (CD), Obeso 7 meses
(O7) e Obeso Exercitado Destreinado (OD).

Figura 3. Conteudo de proteina GLUT4 corrigido por ponceau no musculo
esquelético gastrocnémio, expressos em unidades arbitrarias (n=4 animais por
grupo). Controle Sedentario (C), Controle Exercicio (CE), Obeso Sedentario
(OS), Obeso Exercicio (OE), Controle 7 meses (C7), Controle Exercitado
Destreinado (CD), Obeso 7 meses (O7) e Obeso Exercitado Destreinado (OD).
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Resumo

Objetivo: Investigar o efeito de 9 semanas treinamento intermitente de alta
intensidade associado a ingestdo de dieta hiperlipidica seguido de
destreinamento, sobre a sensibilidade a insulina, expressdo génica de Tnf,
Slc2a4 e Pgc1a em musculo esquelético oxidativo de ratos apds 9 semanas de
destreinamento. Materiais e métodos: Ratos Wistar alimentados com dieta
hiperlipidica (grupos obesos) submetidos ao protocolo de exercicio tipo jump
squat por 9 semanas, seguido por 9 semanas de cessagao do protocolo. A
tolerancia a glicose e a expressao dos genes foram comparadas entre os grupos
Controle Sedentario (C), Controle Exercicio (CE), Obeso Sedentario (O), Obeso
Exercicio (OE), Controle 7 meses (C7) Controle Exercitado Destreinado (CD),
Obeso 7 meses (O7) e Obeso Exercitado Destreinado (OD). Resultados: A
tolerancia a glicose apresentou-se reduzida no grupo O e O7, e elevada nos
grupos submetidos ao treinamento e destreinamento CE, CD, OE, OD. A
expressao de RNAm de Tnfa apresentou-se elevada no musculo esquelético
oxidativo do grupo submetido a dieta hiperlipidica O, e reduzido nos grupos
exercitados CE, CD, OE, OD. A expressdao de RNAm de Pgc1a se mostrou
reduzida nos animais submetidos a dieta hiperlipidica O e O7, e elevada nos
grupos exercitados/destreinados CE,OE e CD, Ja a expressdo de mRNA do
Slc2a4 aumentou apenas no grupo CE. Conclusao: Os efeitos do treinamento
intermitente de alta intensidade realizado concomitantemente com a ingestao de
dieta hiperlipidica perduram apds 9 semanas da ultima sessao de exercicio,
prevenindo o quadro intolerdncia a glicose juntamente com reducdo na

expressao de citocinas inflamatérias locais.

Palavras Chave: Exercicio Fisico; Destreinamento; Tolerancia a glicose; Dieta

hiperlipidica; Tnf; Slc2a4.



Abstract

Objective: To investigate the effect of 9 weeks of high-intensity intermittent
training associated with the intake of high fat diet followed by detraining on insulin
sensitivity, gene expression of Tnf, Slc2a4 and Pgc1a in oxidative skeletal muscle
of rats after 9 weeks of detraining. Materials and Methods: Male Wistar rats fed
high fat diet (obese group) underwent the exercise protocol type jump squat for
9 weeks, followed by 9 weeks of detraining. Tolerance to glucose and gene
expression were compared between groups Sedentary Control ( C ) , control
exercise (CE ), Obese Sedentary ( O) , Obese Exercise ( OE ), Control 7 months
( C7 ) exercised control Untrained (CD ) obese 7 months ( O7 ) and obese
exercised Untrained ( OD ) . Results: Tolerance to glucose presented decreased
in group O and O7, and high in the groups submitted to training and detraining
CE, CD, OE, OD. The mRNA expression of Tnf showed up high in skeletal muscle
oxidative fat diet group put on O, and reduced in the exercised groups CE, CD,
OE, and OD. The mRNA expression Pgc1a were low in animals subjected to the
high-fat diet and O7, and high in the groups trained / untrained CE, OE & CD,
The expression of MRNA of Sic2a4 differed only in the CE group. Conclusion:
The effects of high-intensity intermittent training conducted concurrently with the
intake of high-fat diet persist 9 weeks after the last exercise session, preventing
glucose intolerance along with reduction in the expression of inflammatory

cytokines sites.

Key Words: Exercise; Detraining; Glucose Tolerance, Hyperlipidic Diet; Tnf;

Slc2a4.



Introduc¢ao

A obesidade, em particular o excesso de adiposidade visceral vem sendo
fortemente associada a resisténcia insulinica, hipertensdo e dislipidemia,
colaborando para as elevadas taxas de mortalidade e morbidade em humanos,
o estado de inflamacéo crénica ocasionado pela obesidade exerce um papel

crucial na patogénese metabdlica do diabetes do tipo 2 [1;2].

A producdo de adipocinas se encontra positivamente regulada na
obesidade, e 0 aumento na expressao de citocinas inflamatérias como o TNF-
alfa no tecido muscular tem sido fortemente correlacionado com a diminuigdo na
sensibilidade a insulina [4]. A supressado e/ou superexpressdao de genes
correlacionados com inflamacado em modelos animais, tais como TNF-a, TNFR1
/2, JNK, TLR2, IKKg, e outros, demonstram efeitos metabdlicos benéficos da na

reducao ou falta dos respectivos mediadores inflamatdrios. [5—-11].

Hoje, sabe-se que a atividade fisica aumenta a sensibilidade a insulina
independentemente da redugdo do peso e de mudangas na composi¢cao
corporal, e o principal efeito do exercicio parece ser o aumento da expressao de
elementos intracelulares da via de sinalizagdo da insulina, em particular do

transportador de glicose 4 (GLUT4) na musculatura esquelética [12; 13; 14]

Quando executada de maneira intensa e cronica, o exercicio fisico leva ao
aumento na atividade de enzimas mitocondriais e melhora no desempenho
durante atividades que dependem do metabolismo aerdbio, bem como
incrementa conteudo de proteinas associadas ao transporte e oxidacdo de

glicose e acidos graxos como o Pgcila. [15; 16]



Entretanto, a interrupcdo do treinamento é acompanhada por uma
reducdo na expressao de proteinas chave da cascata de sinalizac&o da insulina,
bem como na concentragcdo de GLUT4, assim como ocorre reducdo na
sensibilidade a acdo da insulina [17], e também um aumento das concentragdes
de Tnf-a associado a elevada ingestao de lipidios [18]. Tais alteragdes ocorrem
poucos dias apds a ultima sessdo de exercicio. O mesmo ocorre com a
expresséo de Pgc1a que retorna a quantidades pré-treinamento [19].

Apesar da relagdo entre o processo de destreinamento com o
desenvolvimento da obesidade [20,21, 22], a maioria dos estudos se baseia no
destreinamento por curtos periodos [17,18,23]. Um periodo maior de
destreinamento pode implicar em alteragdes no metabolismo, sobretudo quando
nao ha uma dieta equilibrada, como no caso de dieta hiperlipidica [24].

Deste modo, o objetivo do presente estudo foi investigar o efeito de nove
semanas de destreinamento sobre a expresséao local de citocina pro-inflamatéria
e proteinas-chaves no metabolismo glicidico em musculo oxidativo de ratos
Wistar submetidos a dieta hiperlipidica e ao treinamento intermitente de alta

intensidade.

Materiais e Métodos
Animais

Ratos Wistar adultos (60 dias) foram mantidos no biotério de
experimentagdo na Universidade de origem, em gaiolas coletivas, né&o
excedendo cinco animais por gaiola, em ciclo claro/escuro de 12/12 horas e
temperatura de 22 + 2°C controlados. Os animais controles (C, CE, CD) foram
alimentados com ragéo padréao (Supra Lab — Alisul Ind. Alimentos LTDA., Séo

Leopoldo, RS) e agua ad libitum. Aos grupos obesos (O, OE, OD), foi ofertada



uma dieta hiperlipidica (dieta de cafeteria), utilizada por nosso grupo em estudos
anteriores [26; 27] composta por: bacon, mortadela, salsicha, bolacha,
refrigerante e ragcédo padrdo. A dieta foi mantida em ambas as fases do estudo
(treinamento e destreinamento). Os procedimentos experimentais utilizados no
presente estudo foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa da UNESP
— Campus Presidente Prudente, processo n° 04/2011.

Desenho experimental

Os animais foram adaptados ao modelo de exercicio uma semana antes
do inicio do protocolo de treinamento intermitente de alta intensidade [25]. A
adaptacado consistiu na realizacdo de trés sessbes sem incremento de carga;
composta de uma, duas e trés séries de 12 repeticdes do primeiro ao terceiro dia
respectivamente, com intervalo de 24 horas entre cada sesséo (CE; OE; CD;
OoD).

Posteriormente, foram submetidos a nove semanas de treinamento
intermitente de alta intensidade. Nas duas primeiras semanas o treino foi
realizado sem incremento de carga e, a partir da terceira semana, foi
incrementada uma carga equivalente a 50% do PC, a qual foi monitorada
semanalmente.

O protocolo de treinamento consistiu em trés sessdes semanais,
intervaladas por 24 horas, sendo que cada sessao consistiu na realizagao de
trés séries de 12 repeticdes com intervalos de 60 s entre cada série. O
treinamento se iniciou juntamente com a dieta hiperlipidica, quando os animais

atingiram a idade jovem adulta, aos trés meses de idade.

Destreinamento

Ao final da nona semana de treinamento parte dos animais foram



sacrificados e o remanescente foi submetido ao destreinamento que consistiu na
interrupcdo do treinamento e manutencdo da dieta por nove semanas

subsequentes (CD;0OD).

Teste de Tolerancia a Glicose Intraperitoneal (TTG)

O teste foi realizado em 2 momentos, ao final do protocolo de treinamento
e ao final do destreinamento. Apds ficarem 8 horas de jejum [26], administrou-se
1,5 g glicose/Kg do peso corpdéreo, via intraperitoneal, em solugédo a 20% de
glicose em salina 0,9%. Foi coletada uma amostra de sangue antes da aplicagao
de glicose (tempo zero) e a 5, 10, 15, 30, 60 e 120 minutos apds a aplicagao.
Para a coleta de sangue foi realizada uma pequena secg¢ao na extremidade distal
da cauda do animal e a glicemia foi mensurada por meio de glicofita e

glicosimetro (Biocheck TD-4225 / Bioeasy Diagndstica Ltda. / MG - Brasil).

Coleta do material

Ap6s 24 horas da ultima sessdo de treinamento, os animais foram
submetidos a 12 horas de jejum e foram sacrificados apos anestesia (Xilasina e
Quetamina — dose de 60 mg/kg do peso corporal de cada componente) por via
intraperitoneal. Em seguida, foram retirados o musculo soleo e o tecido adiposo

branco periepididimal (TA).

Quantificagdo do RNAm dos genes Sic2a4, Tnf, Pgc1a e do Gapdh:

Para a quantificagdo do RNAm dos genes foi utilizada a técnica de RT-

PCR (reverse transcriptase-polimerase chain reaction).

O RNA total das amostras do musculo séleo foi isolado com Brazol



(LGCBio Biotecnologia, Brasil), segundo as recomendagdes do fabricante. As
concentracbes de RNA foram determinadas pela absorbancia a 260 nm. A
pureza do RNA foi determinada mediante o calculo da relacdo de absorbancia a
260 e 280 nm, bem como por coloragao por brometo de etidio. Para transcricao
reversa, 5 ug de RNA total foram submetidos a reagdo de transcrigdo reversa
com primers randémicos para a sintese de uma fita de DNA complementar ao
MRNA (cDNA). Posteriormente, foi realizada a amplificacéo dos fragmentos dos
genes para Slc2a4 (Sense: 5- CCCCTCCAGGGCAAAGGAT -3’; Antisense: 5'-
TCCTGGAGGGGAACAAGAA - 3); Tnf (Sense: 5-
CCCCTCCAGGGCAAAGGAT -3’; Antisense: 5- TCCTGGAGGGGAACAAGAA
- 3)), Pgc-1a (Sense:5-AAGACTATTGAGCGAACCT-3" e Antisense:5’-
TTGGAATTGACTGACTGACA-3), e da Gapdh (Sense: 5 -
GAAGGTGAAGGTCGGAGTC - 3; Antisense: 5 -
GAAGATGGTGATGGGATTTC - 3’); por meio da reagdo de polimerizagdo em
cadeia (PCR). Os produtos amplificados foram entdo submetidos a eletroforese
em gel de agarose (EtBr) e visualizados com iluminacdo UV (Kodak Molecular
Imaging Software Version 4.0, 2-User e Eletronic UV Transilluminator Ultra. Lum.
Inc.). Para a analise densitométrica das bandas obtidas, utilizou-se o software
Scion Image (Scion Corporation, Frederick, Maryland, USA), apropriado para
esse fim. A expressao dos genes foi normalizada pela expressédo da proteina
desidrogenase  gliceraldeido 3-fosfato (GAPDH - Sense: 5'-
AAGACTATTGAGCGAACCTT-3 e Antisense:5-TTGGAATTGACTGACTGACA-

3).

. As incubagdes foram realizadas em termociclador automatico Techne

TC-312.



A expressdo do RNAm, foi normalizada pela expressdao do Gapdh
(proteina constitutiva), calculada pela raz&o entre os valores da densitometria do

gene de interesse e do gene constitutivo.

Analise Estatistica

A normalidade dos dados foi confirmada com o teste de Kolmogorov-
Smirnov. Para comparacéo dos valores de peso corporal, depuragéo da glicose
(TTG), dados morfométricos, expressao génica e proteica utilizou-se o teste de
analise de variancia (ANOVA — One Way) para medidas repetidas, seguida,
quando necessario, de poés-teste de Tukey. Em todos os casos o nivel de

significancia foi pré-fixado para P<0,05.

Resultados

Na Tabela 1 sdo apresentadas as caracteristicas de peso tecidual,
corporeo e glicemia dos animais ao final do periodo de treinamento e ao final do
periodo de destreinamento. Nota-se, no periodo de nove semanas, que a dieta
hiperlipidica (O) ocasionou um aumento (44,8%; P<0,001) no percentual de
ganho corpéreo comparado ao grupo C (25,8%), e dobrou de valor (59,1%,
P<0,001) ao final das dezoito semanas de tratamento comparado ao grupo C7
(27%). Quando avaliado o exercicio + dieta, em nove semanas, verificamos um
ganho menor no percentual de peso corpéreo (24%, P<0,001) quando
comparado ao grupo O (44%), equiparando-se ao grupo C (25,8%). Por outro
lado, o destreinamento ocasionou um ganho (53,3%) mais rapido de peso
corporeo, se comparado aos grupos controles de mesma idade (C7 = 27,9% e

CD=23,3%, P<0,001), equiparando ao grupo O7 (59,9%).



As diferencas no ganho de peso corpéreo refletiram diretamente na
quantidade relativa de tecido adiposo periepididimal dos animais (Tabela 1). Em
nove semanas de intervencdo, o grupo O apresentou uma adiposidade relativa
88% (P<0,001) maior que o grupo C, obtendo 113% (P<0,001) ao final das
dezoito semanas de tratamento, se comparados aos controles de mesma idade
(O7 vs C7). O exercicio + dieta (grupo OE) foi capaz de reduzir em
aproximadamente 58% o excesso de adiposidade relativa (P<0,05 vs O7), porém
o destreinamento reverteu esta situacdo, deixando os grupos O7 e OD com

percentuais semelhantes.

Em nove semanas, a dieta hiperlipidica (O) provocou um aumento de 28%
na glicemia de jejum (Tabela 1), quando comparado ao grupo C, porém o
treinamento foi capaz de diminuir ainda mais (41%) a glicemia, como observado
no grupo CE, e em 15% no grupo dieta + exercicio (OE) ao final do protocolo de
treinamento. Quando avaliados, ao final do periodo de destreinamento, os
animais que tiveram a interrupcdo do exercicio por nove semanas (CD; OD)
mantiveram a glicemia de jejum reduzida quando comparados aos animais

submetidos apenas a dieta (O7) (Tabela 1).

Inserir tabela1

Em nove semanas, a dieta (grupo O) néo foi eficaz em reduzir a
depuragdo da glicose (Figura 1) quando comparado ao controle (C), porém
quando confrontados aos grupos exercitados, nota-se melhor tolerancia a
sobrecarga glicidica nos animais treinados (CE 15%; OE 53%), comparados ao

grupo Obeso (O). Quando observado ao final do periodo de destreinamento, os



animais CD e OD mantiveram a tolerancia a glicose aumentada em 143%, e 85%

quando comparado aos animais O7 (Figura 1).

Inserir figura 1

Em relacdo a expressdao de RNAm do Tnf (figura 2) no musculo
esquelético oxidativo solear, o grupo O apresentou uma elevagdo de 64%
(P<0,001) quando comparado ao grupo C, e o exercicio foi capaz de manté-lo
reduzido, independente da dieta (CE= - 61%; OE= - 41%) quando comparado ao
grupo O (P<0,001 vs CE; P<0,05 vs OE). Ao analisar a expressao no final do
periodo de destreinamento, os animais CD e OD mantiveram os valores
reduzidos de RNAm do Tnfem 40% e 38% (P<0,05), em relacédo aos animais C7

e 84% e 81%, respectivamente, quando comparado aos animais O7 (P<0,01).

Inserir Figura 2

Ao analisar a expressdao de RNAm do gene S/c2a4 na figura 3, a Unica
diferenga observada ocorreu nos animais submetidos ao treinamento fisico, nos
quais, logo apos protocolo de treinamento (CE), observou-se aumento na
expressao em 74% (P<0,001) quando comparado ao controle (C), mantendo-se
elevado (39%, P<0,005) apés nove semanas de destreinamento (CD), se

comparado ao controle de mesma idade (C7).

Inserir figura 3

Sobre a expressao génica do Pgc1a (figura 4) na musculatura solear, a
dieta (grupo O) foi eficaz em reduzir em 29% (P<0,05) quando comparado aos
controles (C), chegando a 32% (P<0,05), com 18 semanas de oferta da dieta

comparado com os controles de mesma idade (O7 vs C7). O protocolo de



exercicio foi eficaz em aumentar a expressdo de Pgc71a em 49% no grupo CE
(P<0,05) e 46% no grupo OE (P<0,05), quando comparado ao grupo C, e 111%
e 107% (P<0,001), respectivamente, quando comparado ao grupo O. Ao analisar
o periodo de destreinamento, ndo foram encontradas diferencas estatisticas

significativas entre os grupos destreinados e controles.

Inserir figura 4

Discussao
O ganho de peso e a obesidade estao entre os fatores de riscos bioldgicos

mais potentes para o desenvolvimento de patologias idade-relacionadas
comparado a individuos eutréficos. A obesidade e seus estados metabdlicos
associados, reduzem a expectativa de vida util de 5 a 20 anos, em média (28).
No presente estudo, nota-se que a dieta hiperlipidica por curto periodo
como nove semanas (O), se mostra eficaz em promover maior percentual de
ganho corporeo frente a dieta equilibrada da ragao padrao (p<0,001 vs C). A
reducao na adiposidade utilizando o exercicio como intervencgéo terapéutica em
modelos obesos experimentais ja esta bem evidenciada na literatura, porém em
sua grande maioria os estudos se concentram em individuos ja obesos (24,26,
27), e sem acompanhar o periodo pés-interrupcédo em médio ou em longo prazo,
onde reside o diferencial deste estudo, no qual se investiga o efeito do exercicio
e dieta simultaneamente com o periodo de cessagao do exercicio. Assim, foi
avaliado o efeito do treinamento fisico paralelo a ingestao de dieta hiperlipidica
e hipercaldrica, com a prerrogativa de se verificar se o treinamento fisico de alta
intensidade seria uma ferramenta util em evitar ganho de massa corporea e de

massa adiposa.



Quando a dieta foi imposta associada ao treinamento fisico observou-se
menor ganho corporeo (p<0,001 vs OE) evidenciando que a pratica foi uma
ferramenta importante no controle do peso corpéreo ao atenuar o ganho de
massa corporea e adiposa em individuos alimentados com dieta hiperlipidica.
Porém, com o sobrestar da atividade, a manutencao dos beneficios no controle
corporal passa a depender da constituicdo da dieta do individuo em questdo. Em
nosso estudo, apesar do destreinamento ndo variar quanto ao ganho de peso
(C7 vs CD), foi capaz de sustentar a diferenga da massa adiposa relativa dos
animais submetidos a dieta padrao (C7 vs CD, p<0,01), o que isso ndo se repete
quando ministrada uma dieta hiperlipidica (O7 vs OD).

Sobre a expressao do gene Sic2a4, como encontrado na literatura (28,
29, 30), o exercicio foi eficaz em aumentar a quantidade de RNAmM no musculo
oxidativo dos animais submetidos ao treinamento (CE)(Fig. 3), porém o mesmo
nao ocorreu com os animais que receberam o combinado dieta + exercicio (OE),
mostrando um possivel efeito da dieta em atenuar ou impedir este ganho.
Entretanto os animais submetidos unicamente a dieta ndao apresentaram
prejuizos na expressao do Sic2a4 (O, O7) (Fig. 3), sugerindo que a menor
tolerancia a glicose, evidenciada no TTG (Fig. 1), independe da quantidade de
RNAmM do Sic2a4. Evidentemente deve se considerar que os resultados aqui
encontrados para quantidade de RNAm podem nao refletir diretamente no
conteudo de proteina GLUT4 no musculo estudado [31], o que foge ao escopo
do presente estudo.

Existe uma forte associacao entre a pratica de atividade fisica e a reducao
do processo inflamatério decorrente da obesidade [33-37]. Em concordancia

com essas observagdes, nossos resultados mostram que a expressdo de RNAm



de Tnf aumentou em musculo esquelético de ratos submetidos a dieta
hiperlipidica (O, O7) (Fig. 2) de maneira significativa. Uma das vias pela qual o
Tnf induz a resisténcia a insulina € o estimulo da lipdlise no tecido adiposo,
gerando aumento da concentragdo plasmatica de acidos graxos livres, que
eventualmente contribui para o desenvolvimento desse fenotipo resistente a
insulina [38].

Um dado interessante das conclusdes deste estudo ocorre quando foram
avaliados os animais apos o destreinamento, no qual os animais destreinados
mantiveram os valores reduzidos de Tnf (Fig. 2) e elevada tolerancia a glicose,
quando comparados aos seus respectivos controles. Nove semanas de dieta
foram eficazes em reduzir a tolerancia a glicose (O), entretanto, nos animais que
receberam dieta e foram destreinados (OD) nado foi observada redugéo similar
na tolerancia a glicose (Fig. 1). A redugdo da expressao de citocinas proé-
inflamatorias no musculo séleo pode justificar a melhora da tolerancia a glicose
nos animais submetidos ao treinamento e a dieta hiperlipidica, redu¢ao que pode
estar associada com aumento da sensibilidade a insulina no musculo e no tecido
adiposo encontrado em outros estudos [13,14, 39, 40].

Essa resposta ao treinamento pode ter sido promovida por adaptacées
positivas na capacidade oxidativa do musculo. Foi avaliada a expresséo do gene
do Pgcla, a qual se mostrou ampliada nos animais que passaram pelo
treinamento (CE, OE), sugerindo que pode ter ocorrido um aumento na
metabolizacdo de lipidios, reduzindo ou limitando os fatores de transcricdo de
citocinas pré-inflamatérias (Fig. 2), melhorando a tolerancia a glicose. Este efeito
perdurou durante nove semanas apoés a ultima sessao de treinamento (CD) com

a manutengao da dieta equilibrada. O mesmo n&o ocorreu ao grupo submetido



ao combinado dieta+exercicio (OE), que ao final do periodo de destreinamento
(OD) apresentou resultados similares aos grupos submetidos a dieta por 18
semanas (O7).

Diante dos resultados encontrados, parece que o destreinamento esta
associado as mudangas moleculares que favorecem o acumulo de energia
(redugao da expressao Pgc1a), colaborando com o ganho de peso e aumento
de tecido adiposo, modulado pelo padrao alimentar. Entretanto as alteracbes na
tolerancia a glicose, juntamente com a expressao do Tnf, perduram apds nove
semanas da ultima sessao de treinamento, independente da dieta adotada,
sugerindo um fator protetor frente a inflamagdo ocasionada pela dieta
hiperlipidica.

Concluindo, pode-se sugerir que o treinamento fisico, realizado
simultaneamente a ingestdo de dieta hiperlipidica, foi eficaz em prevenir
inflamacéo local, melhorar a expresséo de gene ligado ao controle de oxidagao
lipidica e evitar intolerancia a glicose. O destreinamento de nove semanas em
animais obesos parece prevenir inflamacéo local e intolerancia a glicose, porém

remete ao prejuizo da expressao de gene ligado a oxidagao lipidica.
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Tabela1. Percentual de ganho de peso corpoéreo, Peso relativo de tecidos e

glicemia dos animais: Controle Sedentario (C), Controle Exercicio (CE), Obeso

Sedentario (O), Obeso Exercicio (OE), Controle 7 meses (C7) Controle Exercitado

Destreinado (CD), Obeso 7 meses (O7) e Obeso Exercitado Destreinado (OD).

Grupos Percentual de Peso Relativo Peso Glicemia de
Ganho de Tecido Adiposo Relativo jejum no dia
Peso corpéreo (x10° g/ PC) Séleo do sacrificio
(103g /IPC) mg/dL
Cc 25,8+ 8,6 11,703,894 0,47+0,062 87,2+ 7,08
CE 16,1+ 2,9 5,86%+1,10 0,48+0,077 78,9+ 9,21
o 44,81 5,2BCDEF 22,11+3,17BCEF 0,48%0,076 112+ 8,868¢F-
OE 24,5+ 4,82 13,94+3,87~ 0,47%0,086 97,4+ 9,82¢
Cc7 27,91+ 5,27 11,37£2,64" 0,49%0,064 99,2+ 5,63
cDh 23,3+ 1,8 6,00%1,02 0,54+0,051N 92,7+ 8,82
o7 59,1+ 1,5BCDEFG 23,72+4,808CPEF  0,42+0,071 116+ 8,758CDEF
oD 53,3+ 5,2BCDEFH 19,67+6,245CF!M  0,4610,097 106,7+ 6,145CF
Figuras
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Legenda das tabelas

Valores expressos em média * desvio padrao. (n=7 a 10 animais por grupo): APp<0,01 VS
CE; BP<0,001 VS C; € P<0,001 VS CE; P P<0,001 VS OE; E P<0,001 VS C7; F P< 0,001 VS
cD;® P< 0,01 VS O; H P< 0,05 VS O; ' P< 0,01 VS OE; Y P< 0,01 VS CD; - P<0,05 VS OE; M
P<0,01 VS C7; NP<0,05 VS O7;
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Legenda das figuras

Figura 1. Grafico representativo do TTG ao final do protocolo de treinamento e ao final
periodo de destreinamento (n=5 a 8 animais por grupo): Controle Sedentario (C), Controle
Exercicio (CE), Obeso Sedentario (OS), Obeso Exercicio (OE), Controle 7 meses (C7)
Controle Exercitado Destreinado (CD), Obeso 7 meses (O7) e Obeso Exercitado
Destreinado (OD). *P< 0,05 vs OD, #P< 0,001 vs C7 e CD, 3¢P<0,01 vs CE e OE.



Figura 2. Grafico representativo ao final do protocolo de treinamento e ao final periodo de
destreinamento do conteiido de RNAm de Tnf corrigidos pelo gene constitutivo Gapdh na
musculatura solear, expressos em unidades arbitrarias (n= 5 a 8 animais por grupo):
Controle Sedentario (C), Controle Exercicio (CE), Obeso Sedentario (OS), Obeso Exercicio
(OE), Controle 7 meses (C7) Controle Exercitado Destreinado (CD), Obeso 7 meses (07) e

Obeso Exercitado Destreinado (OD). #P< 0,05 vs OE E C7, **P< 0,001 vs C e CE, ***P<0,01
vs CD e OD, ). &P< 0,05 vs CD e OD

Figura 3. Grafico representativo ao final do protocolo de treinamento e ao final periodo de
destreinamento do contetiildo de RNAm de Slc2a4 corrigidos pelo gene constitutivo Gapdh
na musculatura solear, expressos em unidades arbitrarias (n= 5 a 7 animais por grupo):
Controle Sedentario (C), Controle Exercicio (CE), Obeso Sedentario (OS), Obeso Exercicio
(OE), Controle 7 meses (C7) Controle Exercitado Destreinado (CD), Obeso 7 meses (07) e

Obeso Exercitado Destreinado (OD). **P< 0,01 vs CE, #< 0,05 vs CD

Figura 4. Grafico representativo ao final do protocolo de treinamento e ao final periodo de
destreinamento do conteido de RNAm de PGC1-a corrigidos pelo gene constitutivo
Gapdh na musculatura solear, expressos em unidades arbitrarias (n= 5 a 7 animais por
grupo): Controle Sedentario (C), Controle Exercicio (CE), Obeso Sedentario (OS), Obeso
Exercicio (OE), Controle 7 meses (C7) Controle Exercitado Destreinado (CD), Obeso 7

meses (07) e Obeso Exercitado Destreinado (OD). ***P< 0,001 vs CE e OE, **P< 0,01 vs
CE e OE,##P<0,001 vs CD, &P< 0,05 vs CE e CD.

REFERENCIAS

ALMEIDA, FN et al. A Resposta do Peso e da Composicao Corporal a Inclusao
da Dieta de Cafeteria e Treinamento Fisico Aerdbio em Diferentes Fases do
Desenvolvimento, Cienc Cuid Saude, v.7, Suplem. 1, p. 39-44, 2008.



ANWAY MD, CUPP AS, UZUMCU M, SKINNER MK. Epigenetic
transgenerational actions of endocrine disruptors and male fertility. Science;
n.308, p.1466—-1469, 2005.

BARRE™ S, ROMAIN; YAN JIE; EGAN BRENDAN;, et al. Acute Exercise
Remodels Promoter Methylation in Human Skeletal Muscle. Cell Metabolism,
n.15, p.405-411, 2012

AUGUSTIN, ROBERT. The Protein Family of Glucose Transport Facilitators: It's
Not Only About Glucose After All. IUBMB Life, v.5, n.62, p. 315-333, 2010.

BERNARDES, D et al. Efeitos da dieta hiperlipidica e do treinamento de natagao
sobre 0o metabolismo de recuperagao ao exercicio em ratos, Rev. Bras. Educ.
Fis. Esp., v.18,n.2, p.191-200, 2004.

BRAY GA. The missing link - lose weight, live longer. N Engl J Med, n.357. p.818-
820, 2007.

CARROLL, S.; DUDFIELD, M. What is the relationship between exercise end
metabolic abnormalities? A review of the metabolic syndrome. Sports
Med, Leeds, V. 346, p. 371- 418, 2004.

CIOLAC, E.; GUIMARAES, G. Sindrome metabdlica: abordagem do educador
fisico. Rev. Soc. Cardiol. Estado de S&o Paulo, Sao Paulo, v. 14, 4, p. 659 —
670, julho, 2004.

CLOUAIRE T, STANCHEVA |I. Methyl-CpG binding proteins: specialized
transcriptional repressors or structural components of chromatin? Cell Mol
Life Sci, n.65, p.1509-1522, 2008.

DA LUZ, G. et al. Endurance exercise training ameliorates insulin resistance and
reticulum stress in adipose and hepatic tissue in obese rats. Eur J Appl Physiol,
2011.



EGUCHI, R et al. Efeitos do Exercicio Crénico Sobre a Concentracao Circulante
da Leptina e Grelina em Ratos com Obesidade Induzida por Dieta, Rev Bras
Med Esporte, v. 14, n. 3, 2008.

EVERITT AV, LE COUTEUR DG. Life extension by calorie restriction in humans.
Ann N Y Acad Sci, n.1114, p.428-433, 2007

FERRARA, C. M. et al. Short-term exercise enhances insulin-stimulated GLUT-
4 translocation and glucose transport in adipose cells. J Appl Physiol, v. 85, n.
6, p. 2106-11, 1998.

FROSIG, C. et al. Effects of endurance exercise training on insulin signaling in
human skeletal muscle: interactions at the level of phosphatidylinositol 3-kinase,
Akt, and AS160. Diabetes, v. 56, n. 8, p. 2093-102, 2007.

GLEESON, M. et al. The anti-inflammatory effects of exercise: mechanisms and
implications for the prevention and treatment of disease. Nat Rev Immunol, v.
11, n. 9, p. 607-15, 2011.

GUTIERRES, A.; MARINS, J. Os efeitos do treinamento de forga sobre os fatores
de risco da sindrome metabdlica. Rev. Bras. Epidemiol, v. 11, 1, p. 147 — 158,
2008.

GUARENTE LP, PATRIDGE L, WALLACE DC. Molecular Biology of Aging. New
York, Cold Springs Harbor, 2008

GUYTON, A.C., HALL, J.E Tratado De Fisiologia Médica 10. Ed. Rj . Guanabara
Koogan, 2002

HAMILTON MT, HAMILTON DG, ZDERIC TW. Role of low energy expenditure
and sitting in obesity, metabolic syndrome, type 2 diabetes, and cardiovascular
disease. Diabetes, n.56, p.2655-2667, 2007.



HENNINGSEN, J., RIGBOLT, K. T., BLAGOEV, B., PEDERSEN, B. K. and
KRATCHMAROVA, I. Dynamics of the skeletal muscle secretome during
myoblast differentiation. Mol. Cell. Proteomics, n.9, p. 2482-2496, 2010.

HIRSHMAN, M. F. et al. Exercise training increases GLUT-4 protein in rat
adipose cells. Am J Physiol, v. 264, n. 6 Pt 1, p. E882-9, 1993.

HIRSHMAN, M. F. et al. Exercise training increases the number of glucose
transporters in rat adipose cells. Am J Physiol, v. 257, n. 4 Pt 1, p. E520-30,
1989.

HOTAMISLIGIL, G. S.; SHARGILL, N. S.; SPIEGELMAN, B. M. Adipose
expression of tumor necrosis factor-a: direct role in obesity-linked insulin
resistance. Science. v 259, 59: 87-91, 1993.

HOTAMISLIGIL, G. S. Molecular mechanisms of insulin resistance and the role
of the adipocyte. Int J Obes Relat Metab Disord. v. 24, n. 4, p. 23-27, 2000.

HOTAMISLIGIL, G. S; SPIEGELMAN, B. M. Tumor necrosis factor alpha: a key
component of the obesity—diabetes link. Diabetes v. 43, p. 1271-1278, 1994.

HOTAMISLIGIL, G. S. Inflammation and metabolic disorders. Nature n.444, p.
860-867, 2006.

HU FB, WILLETT WC, LI T, STAMPFER MJ, COLDITZ GA, MANSON JE.
Adiposity as compared with physical activity in predicting mortality among
women. N Engl J Med, n.351, p. 2694-2703, 2004.

IBGE. Pesquisa de Orgamentos Familiares (POF) 2008-2009. Disponivel
em:<http://lwww.ibge.gov.br/home/presidencia/noticias/noticia_visualiza.p
hp?id_noticia=1699&id_pagina=1>. Acessado em 08.08.11

KUMP, D. S.; BOOTH, F. W. Alterations in insulin receptor signalling in the rat
epitrochlearis muscle upon cessation of voluntary exercise. J Physiol, v. 562, n.
Pt 3, p. 829-838, 2005.


http://www.ibge.gov.br/home/presidencia/noticias/noticia_visualiza.php?id_noticia=1699&id_pagina=1
http://www.ibge.gov.br/home/presidencia/noticias/noticia_visualiza.php?id_noticia=1699&id_pagina=1

KAWANISHI, N., YANO, H., YOKOGAWA, Y. & SUZUKI, K. Exercise training
inhibits inflammation in adipose tissue via both suppression of macrophage
infiltration and acceleration of phenotypic switching from M1 to M2 macrophages

in high-fat-diet-induced obese mice. Exerc. Immunol. Rev. 16, p.105-118, 2010.

KANDA, H. ET AL. MCP-1 contributes to macrophage infiltration into adipose
tissue, insulin resistance, and hepatic steatosis in obesity. J. Clin. Invest. n.116,
, p-1494-1505, 2006.

KRAUS, W. E. et al. Effects of the amount and intensity of exercise on plasma
lipoproteins. N. Engl. J. Med; n.347, p. 1483-1492, 2002.

KARAGOUNIS LG, YASPELKIS BB, REEDER DW, LANCASTER GI, HAWLEY
JA, COFFEY VG. Contraction-induced changes in TNF-a and Akt-mediated
signalling are associated with increased myofibrillar protein in rat skeletal muscle.
Eur J Appl Physiol n.109, p. 839-48, 2010.

LAMAS, O; MARTANEZ, J. A.; MARTI, A. Energy restriction restores the
impaired immune response in overweight (cafeteria) rats. The Journal of
nutritional biochemistry. v. 15, n. 7, p. 418-25, 2004.

LARA-CASTRO C, NEWCOMER BR, ROWELL J, WALLACE P,
SHAUGHNESSY SM, et al.. Effects of short-term very low-calorie diet on
intramyocellular lipid and insulin sensitivity in nondiabetic and type 2 diabetic
subjects. Metabolism, n.57, p.1-8, 2008.

LAROCCA TJ, SEALS DR, PIERCE GL. Leukocyte telomere length is preserved
with aging in endurance exercise-trained adults and related to maximal aerobic
capacity. Mech Ageing Dev, n.131, p.165-167, 2010.

LEONARD, B. E. Inflammation, depression and dementia: are they connected?
Neurochem. Res;n.32, p.1749-1756, 2007.



LIRA, F. S. et al. Endurance training induces depot-specific changes in IL-
10/TNF-alpha ratio in rat adipose tissue. Cytokine, v. 45, n. 2, p. 80-5, 2009.

Lim S.S., Vos T., Flaxman A.D., Danaei G., Shibuya K., Adair-Rohani H., Amann
M., (...), Ezzati M. A comparative risk assessment of burden of disease and injury
attributable to 67 risk factors and risk factor clusters in 21 regions, 1990-2010: A
systematic analysis for the Global Burden of Disease Study 2010

The Lancet, 380 (9859) , pp. 2224-2260, 2012.

LIMA, Cd.; ALVES, L. E.; LAGHER, F.; MACHADO, A. F.; BONATTO, S. J;
KUCZERA, D. et al. Anaerobic exercise reduces tumor growth, cancer cachexia
and increases macrophage and lymphocyte response in Walker 256 tumor-

bearing rats. European Journal of Applied Physiology, v.104, p.8. 2008

LING, CHARLOTTE, and GROOP, LEIF. Epigenetics: A Molecular Link Between
Environmental Factors and Type 2 Diabetes. Diabetes, vol. 58, 2009.

LUMENG, C. N., BODZIN, J. L. & SALTIEL, A. R. Obesity induces a phenotypic
switch in adipose tissue macrophage polarization. J. Clin. Invest. n.117, p. 175-
184, 2007.

MACHADO, U. F., et al. Transportadores de glicose na sindrome metabdlica.
Arq Bras Endocrinol Metab., v. 50, n. 2, 2006.

MATHUR, M. & PEDERSEN, B. K. Exercise as a mean to control low-grade
inflammation. Mediators Inflamm. n.109,p.502, 2008.

MATTISON JA, ROTH GS, BEASLEY TM, et al. Impact of caloric restriction on
health and survival in rhesus monkeys from the NIA study. Nature, n.489, p.318-
321, p. 2012;

MAXWELL, M.; GOSLIN, B.; GELLISH, R.;HIGHTOWER, K.; OLSON, R;
MOUDGIL, V.; RUSSI, G.. Metabolic syndrome status changes with fitness level



change: a retrospective analysis.Metabolic syndrome and related disorders.
Michigan, v. 6, 1, p. 8- 14, 2008.

MILANSKI M, DEGASPERI G, COOPE A, MORARI J, DENIS R, CINTRA DE.
Saturated fatty acids produce an inflammatory response predominantly through
the activation of TLR4 signaling in hypothalamus: implications for the
pathogenesis of obesity. J Neurosci.v.29, n.2, p.359-370, 2009.

MEIRELLES, C.; GOMES, S. Efeitos agudos da atividade contra resisténcia
sobre o gasto energético: revisando o impacto sobre as principais variaveis. Rev
Bras Med Esporte., Rio de Janeiro, v. 10, 2, p. 122- 130, margo/ abril,2004.

MMWR. Recommendations and Reports, v. 58, n. 27, p. 740-744, 2009.
OUCHI, N., PARKER, J. L., LUGUS, J. J. & WALSK, K. Adipokines in

inflammation and metabolic disease. Nature Rev. Immunol. n.11,p.85-97 ,2011.

OLSHANSKY SJ, PASSARO DJ, HERSHOW RC, et al. A potential decline in life
expectancy in the United States in the 21st century. N Engl J Med, n.352, p.1138-
1145, 2005.

PANVELOSKI-COSTA AC, PINTO JUNIOR DA, BRANDAO BB, MOREIRA RJ,
MACHADO UF, SERAPHIM PM. Resistive training reduces inflammation in
skeletal muscle and improves the peripheral insulin sensitivity in obese rats
induced by hyperlipidic diet. Arq Bras Endocrinol Metabol, n.55, p.155-163,
2011.

PRADO, E.; DANTAS, E. Efeitos dos exercicios fisicos aerdbio e de forca nas
lipoproteinas HDL, LDL e Lipoproteina. Arq. Bras. Cardiol., Sao Paulo, v. 79,
4, p.429- 433, 2002.

PERES, S. B., DE MORAES, S. M., COSTA, C. E,, BRITO, L. C., TAKADA, J.,
ANDREOTTI, S., MACHADO, M. A., ALONSO-VALE, M. |, BORGES-SILVA, C.

N. & LIMA, F. B. Endurance exercise training increases insulin responsiveness


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Panveloski-Costa%20AC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Pinto%20J%C3%BAnior%20DA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Brand%C3%A3o%20BB%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Moreira%20RJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Machado%20UF%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Seraphim%20PM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=panveloski-costa

in isolated adipocytes through IRS/PI3- kinase/Akt pathway. J Appl Physiol,
n.98, p.1037-1043, 2005.

PETIBOIS, C. et al. Lipid profile disorders induced by long-term cessation of
physical activity in previously highly endurance-trained subjects. J Clin
Endocrinol Metab, v. 89, n. 7, p. 3377-84, 2004.

PETERSEN, A. M.; PEDERSEN, B. K. The anti-inflammatory effect of exercise.
J Appl Physiol, v. 98, n. 4, p. 1154-62, 2005.

PETERSEN, K. F., DUFOUR, S., BEFRQOY, D., GARCIA, R. & SHULMAN, G. I..
Impaired mitochondrial activity in the insulin-resistant offspring of patients with
type 2 diabetes. N Engl J Med, n.350, p.664-671, 2004.

PINTO JUNIOR, D. A. C. ; SERAPHIM, P. M. . CAFETERIA DIET INTAKE FOR
FOURTEEN WEEKS CAN CAUSE OBESITY AND INSULIN RESISTANCE IN
WISTAR RATS. Revista de Nutricao (Impresso), v. 25, p. 313-319, 2012.

POPA C, NETEA MG, VAN RIEL PLCM, VAN DER MEER JWM, STALENHOEF
AFH. The role of TNF-a in chronic inflammatory conditions, intermediary

metabolism, and cardiovascular risk. J Lipid Res n.48, p. 751-62, 2007.

PUTERMAN E, LIN J, BLACKBURN E, O'DONOVAN A, ADLER N, EPEL E. The
power of exercise: buffering the effect of chronic stress on telomere length. PLoS
ONE ,n.5, p.e 10837, 2010.

ROOK, G. A. & DALGLEISH, A. Infection, immunoregulation, and cancer.
Immunol. Rev. n.240, p.141-159, 2011.

SATTELMAIR JR, PERTMAN JH, FORMAN DE. Effects of physical activity on
cardiovascular and noncardiovascular outcomes in older adults. Clin Geriatr
Med, n.25, p.677-702, 20009.

SCHRAUWEN-HINDERLING, V. B., KOOI, M. E., HESSELINK, M. K,
JENESON, J. A., BACKES, et al. Impaired in vivo mitochondrial function but



similar intramyocellular lipid content in patients with type 2 diabetes mellitus and
BMI-matched control subjects. Diabetologia 50, 113-120, 2007.

SHOELSON, S. E., LEE, J. & GOLDFINE, A. B. Inflammation and insulin
resistance. J. Clin. Invest. n.116, p. 1793-1801, 2006.

SILVEIRA, MR. Correlacdo entre indice de Massa Corporal e Concentracdo
Plasmatica de Adipocinas em Mulheres Sedentarias. Dissertagao de Mestrado,
Piracicaba, 2008.

STALLKNECHT, B. et al. Effect of physical training on glucose transporter protein
and mRNA levels in rat adipocytes. Am J Physiol, v. 265, n. 1 Pt 1, p. E128-34,
1993.

TALANIAN, J.L.; GALLOWAY, S.D.R.; HEIGENHAUSER, G.J.F; BONEN, A;;
SPRIET, L.L. Two weeks of high-intensity aerobic interval training increases the
capacity of fat oxidation during exercise in women. J Appl Physiol, v. 102, p.
1439-1447, 2007.

TAMAKI, T., et al. A weight-lifting exercise model for inducting hipertrophy in the
hindlimb muscles of rats. Med. Sci. Sports Exerc. v. 24, p. 881-886, 1992.

TAMAKI, T.; AKATSUKa, A.; TOKUNAGA, M.; ISHIGE, K.; UCHIYAMA, S,
SHIRAISHI, T. Morphological and biochemical evidence of muscle hyperplasia
following weight-lifting exercise in rats. . American Journal Physiology, v. 273,
p.11, 1997

THORTON, K.; POTTEIGER, J. Effects of resistance exercise bouts of different
intensities but equal work on EPOC. Med Sci Sports Exerc., Statesboro, v. 34,
4, p. 715 - 22, abril, 2002.

TORRES-LEAL, F. L. et al. The role of inflamed adipose tissue in the insulin
resistance. Cell Biochem Funct, v. 28, n. 8, p. 623-31, 2010.



TSUKUMO DM, CARVALHO-FILHO MA, CARVALHEIRA JB, PRADA PO,
HIRABARA SM, SCHENKA AA. Loss-of-function mutation in toll-like receptor 4
prevents diet-induced and insulin resistance. Diabetes, v. 56, n.8, p.1986-1988,
2007.

VIEIRA, V. J. et al. Effects of exercise and low-fat diet on adipose tissue
inflammation and metabolic complications in obese mice. Am J Physiol
Endocrinol Metab, v. 296, n. 5, p. E1164-71, 2009.

YASARI, S. et al. Effect of the detraining status on high-fat diet induced fat
accumulation in the adipose tissue and liver in female rats. Physiol Behav, v. 91,
n. 2-3, p. 281-9, 2007.

YASARI, S. et al. Effects of ingesting a high-fat diet upon exercise-training
cessation on fat accretion in the liver and adipose tissue of rats. Appl Physiol
Nutr Metab, v. 31, n. 4, p.367-75, 2006.

YASPELKIS BB, LESSARD SJ, REEDER DW, LIMON JJ, SAITO M, RIVAS DA,
et al. Exercise reverses high-fat diet-induced impairments on
compartmentalization and activation of components of the insulin-signaling
cascade in skeletal muscle. Am J Physiol Endocrinol Metab v. 293, n.4, p. 941-
949. 2007

YASPELKIS BB, KVASHA |, LESSARD S, RIVAS D, HAWLEY J. Aerobic training
reverses high-fat diet-induced pro-inflammatory signaling in rat skeletal muscle.
Eur J App Physiol v.110, n.4, p.779-88, 2010.

WEISBERG SP, MCCANN D, DESAI M, ROSENBAUM M, LEIBEL RL,
FERRANTE AW. Obesity is associated with macrophage accumulation in
adipose tissue. J Clin Invest. 2003;112:1785-8.

WERNER C, FURSTER T, WIDMANN T, et al. Physical exercise prevents
cellular senescence in circulating leukocytes and in the vessel wall. Circulation,
n.120, p.2438-2447, 2009.



81




