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RESUMO

Introducédo: A prética regular de atividade fisica pode atuar como uma medida
nao farmacoldgica na prevencao e/ou tratamento das alteracbes metabolicas
causadas pela obesidade. Objetivo: 1) Avaliar a aplicabilidade do teste de
duplos esfor¢cos em animais saudaveis e obesos; 2) avaliar os efeitos de dois
protocolos de treino, sobre a expressdo génica e atividade de proteinas
envolvidas na captacdo de glicose estimulada pela atividade contratil e
capacidade aerébia em ratos com obesidade induzida. Metodologia: Ratos
machos Wistar foram alojados no biotério, sob temperatura média de 22 + 2°C
e ciclo claro/escuro de 12 horas. Sessenta animais foram distribuidos em seis
grupos com dez animais - Controle Sedentario (CS), Controle Exercicio
Continuo (CEC), Controle Exercicio Intervalado (CEI), Obeso Sedentario (OS),
Obeso Exercicio Continuo (OEC) e Obeso Exercicio Intervalado (OEIl). Dieta:
Os animais controles foram alimentados com agua e racdo padrdo ad libitum.
Os grupos de ratos obesos foram alimentados com dieta hiperlipidica composta
por bacon, mortadela, salsicha, bolacha, refrigerante, 4gua e racao padrédo ad
libitum. ITT: A tolerancia a insulina foi avaliada através do ITT pré e pos oito
semanas de treinamento. Os animais efetuaram 0s testes pré e pos oito
semanas de treinamento para a identificacdo da intensidade de limiar
anaerobio. Os grupos CEC e OEC treinaram por 30 minutos a 90% do limiar
anaerobio, 3x/sem., durante oito semanas. Os grupos CEl e OEI foram
treinados acima do delta nulo a 120% da carga critica. O treinamento
intervalado consistiu na execucao de 11 estimulos com 2 minutos de duracao a

120% do limiar anaerdbio com intervalo passivo de 1 minuto, 3x/sem. Apos 1
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hora da ultima sessdo de treinamento, os animais foram anestesiados em
seguida procedeu-se a retirada do musculo esquelético gastrocnémio. Foram
utilizadas as técnicas de Western Blotting e RT-PCR para a avaliacdo do
conteudo proteico e expressao génica dos genes avaliados. Resultados: oito
semanas de treinamento melhoraram a sensibilidade a insulina de todos os
animais exercitados. O teste de duplos esfor¢cos subestimou a capacidade
aerObia dos animais controles e obesos, contudo, apresentou correlacéo
significativa com a MFEL. A expressdo de AMPKa2 e de PCG1a foi aumentada
em todos os grupos exercitados. Os treinamentos continuo e intervalado
aumentaram a atividade da pAMPKa2 nos animais obesos exercitados. O
treinamento continuo melhorou a expressdo de GLUT4 nos obesos e o
intervalado melhorou nos controles. O conteaddo de RNAm de SOCS3 foi
aumentado no grupo OS, contudo, ambos os programas de treino reduziram a
expressao deste gene. Conclusdes: Os animais expostos a dieta hiperlipidica
apresentaram expressivo ganho de peso, aumento na quantidade de tecido
adiposo e alteracbes na sensibilidade a insulina. Contudo, oito semanas de
ambos os protocolos de treino foram capazes de amenizar o ganho de peso,
melhoraram a sensibilidade a insulina além de causar ganhos na capacidade
aerobia. O teste de duplos esforcos foi fidedigno em avaliar a capacidade
aerObia de todos os grupos. Ambos protocolos de treinamento aumentam a
expressao génica de proteinas envolvidas tanto no metabolismo da glicose

guanto da biogénese mitocondrial independente da intensidade de esforco.

Palavras chave: Obesidade, Exercicio, Capacidade Aerdbia, Metabolismo
Glicidico, Biogénese Mitocondrial, GLUT4
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ABSTRACT

Background: The regular practices of physical activity can be characterized as
a non-pharmacological prevention and/or treatment of metabolic disorders
caused by obesity. Aim: 1) To evaluate the applicability of double effort test for
obese-induced rats; 2) To evaluate the effects of two training protocol,
continuous or interval, on gene expression and protein content involved in
glucose uptake stimulated by contractile activity and aerobic capacity in rats of
obese-induced rats. Method: Sixty male Wistar rats aged 90 days were divided
into 6 groups: sedentary control (SC), control continuous exercise (CCE),
control intermittent exercise (CIE) obese sedentary (OS), obese continuous
exercise (OCE), obese intermittent exercise (OIE). Diet: The control animals
were fed with standard chow and water ad libitum. The obese groups were fed
with standard chow, water and hiperlipidic diet ad libitum. After eight weeks of
diet and at the end of eight weeks of training the insulin tolerance test and the
double effort test were performed. The animals effected tests before and after
eight weeks of training for identifying the anaerobic threshold intensity. The
CCE and OCE groups trained for 30 minutes at 90% of anaerobic threshold, 3
times a week during eight weeks. The CIE and OIE groups were trained over
the delta zero to 120% of the critical load. The groups CCE and OCE trained 30
minutes a day, three times per week, during eight week. The groups CIE and
OIE performed 11 efforts with 2 minutes of duration and 1 minutes of passive
interval, three times a week, during eight weeks. The euthanasia was performed
after one hour of the last session of exercise and the gastrocnemius muscle

was removed. For the assessment of gene expression and protein content were
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performed Western blotting and RT-PCR. Results: Eight weeks of both training
protocol improved insulin sensibility in all exercised group. The double effort test
underestimated the aerobic capacity in control and obese animal respectively,
however, presented significant correlation with MLSS. AMPKa2 and PCGla
protein content were increased in all exercised groups. Continuous and
Intermittent training increased the activity of pAMPKAa2 in OCE and OIE
groups. Continuous training increased GLUT4 mRNA content in obese and
Intermittent training improved GLUT4 expression in control. Continuous training
improved the expression of GLUT4 in the obese and the Intermittent training
improved in the control group. The expression of SOCS3 was increased in OS
group, although, both training program reduced this gene expression.
Conclusions: The diet induced expressively increase on body weight and
adipose tissue, in addition caused reduction on insulin sensitivity. However,
eight weeks of both training protocol were able to soften the increase on body
weight, improved insulin sensibility and increases aerobic capacity. The double
efforts test was able to evaluate the aerobic capacity for both healthy sedentary
and obese animals with insulin resistance. Both training protocols increase the
gene expression of proteins involved in both glucose metabolism and

mitochondrial biogenesis independent of the intensity of effort.

Key words: Obesity, Exercise, Aerobic Capacity, Glucose Metabolism,
Mitochondrial Biogenesis, GLUTA4.
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INTRODUCAO

A prevaléncia de sobrepeso e obesidade aumentou expressivamente
nos ultimos 20 anos. De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, existem
aproximadamente 1,6 bilhdes de adultos (+ 15 anos) com sobrepeso (IMC =
25kg/m2) e 400 milhdes de adultos obesos (IMC = 30kg/m2). A estimativa para
2015 é de que esse numero aumente para 2,6 bilhdes de adultos com
sobrepeso e 700 milhdes de adultos obesos .

No Brasil, o estudo Nacional de Despesa Familiar (ENDEF) feito em
1975 e a pesquisa Nacional sobre Saude e Nutricdo (PNSN), desenvolvida em
1989, observou que nesse intervalo de tempo houve aumento no quadro de
sobrepeso (58% em homens e 42% em mulheres) e obesidade (100% em
homens e 70% em mulheres). Atualmente, o excesso de peso afeta 40% da
populacao, sendo que, desse grupo, a obesidade atinge 11,1% ®®

Quantidades exacerbadas de gordura, particularmente localizada na
regido abdominal estdo associadas com a resisténcia a insulina, hiperglicemia,
dislipidemias, hipertenséo e estado pro — inflamatério .

Até pouco tempo atras o tecido adiposo branco era considerado apenas
como um reservatério energético. Contudo, a partir de 1987, este tecido foi
identificado como um 6rgdo enddcrino produtor e secretos de varias proteinas
que podem alterar o metabolismo glicidico ©©.

Essas proteinas sdo conhecidas como citocinas, possuem carater
inflamatorio e sdo produzidas e secretadas pelo tecido adiposo. Interleucina-6

(IL-6) e Fator de Necrose Tumoral-a (TNF-a) sé@o as principais citocinas
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responsaveis pelo desenvolvimento de processo inflamatorio precursor da
resisténcia & insulina e Diabetes Melitus tipo 2 ).

A liberacdo dessas citocinas induz aumento da expressao da proteina
supressora da sinalizacdo de citocinas (SOCS) ®. Embora a SOCS seja uma
proteina originalmente pertencente & via de sinalizacdo de citocinas , sugere-
se que esta proteina também participa da reducéo da sinalizagéo da insulina.

A obesidade também esté relacionada com a reducdo da expressao da
proteina transportadora de glicose (GLUT4) @9 . Esta isoforma é expressa
preferencialmente no tecido adiposo e na musculatura esquelética, e no estado
basal fica internalizada, podendo sofrer translocacdo para a membrana
plasmatica sob estimulo insulinico e / ou exercicio fisico “O®Y.

Problemas na sinalizacdo (citocinas pro-inflamatorias podem reduzir a
fosforilagdo em residuos de tirosina do receptor de insulina, diminuindo a
captacdo de glicose) ou na producdo de insulina (deficiéncia das células (-
pancreaticas) afetam diretamente a resposta glicémica, principais disturbios
encontrados nos portadores de Rl e DM2 2.

Outra modificacao fisiolégica causada pelo excesso de tecido adiposo é
a reducdo da capacidade oxidativa celular. PIMENTA, et.al. (2008)
apresentou resultados onde miotubos com células do tipo L6, ap6s 8 horas de
exposicdo a diferentes concentracdes de palmitato, a oxidacdo de acidos
graxos estava prejudicada.

Para que a oxidacdo de acidos graxos acontegca uma proteina quinase
ativada por 5-AMP (AMPK) que atua como um importante sensor do gasto
energético é ativada, fosforila e inibe a acdo outra proteina conhecida como

Acetil-CoA carboxilase (ACC). A ACC é responsavel pela converséao de Acetil-
17



CoA em Malonil-CoA, que inibe a Carnitina-palmitoil-tranferase-1 (CPT-1),
responsavel por transportar os acidos graxos para dentro da mitocéndria onde
ocorre a B-oxidacdo .

Em seu estudo, Pimenta et. al. (2008) ™, observou que mesmo com o
aumenta da atividade da AMPK, e fosforilacdo da ACC a beta-oxidacao estava
diminuida. Sugerindo o efeito negativo da exposicéo crénica do organismo ao
excesso acido graxo.

Sabendo que a AMPK € uma proteina importante para a homeostase
energética e que sua atividade é dependente da taxa de adenosina trifosfato
(ATP) intracelular, a sua suposta relacdo com regulacdo génica do GLUT4
também é muito discutida na literatura ®°.

Pesquisas relacionadas tanto com translocagéo, quanto com transcricéo
apontam a AMPK como fator relevante para o sucesso de tais eventos.
Estudos tém buscado esclarecer como, e se, essa enzima que supostamente
esta envolvida na translocacdo do GLUT4, interfere em sua regulacdo génica
(16)(17).

Contudo, achados na literatura clinica e experimental tém mostrado os
efeitos positivos do exercicio fisico como tratamento para as alteracbes
metabolicas causadas pela obesidade.

Entre os diferentes métodos de exercicio o treinamento intervalado (TI) -
onde periodos de estimulo (corrida ou pedalada) sdo alternados com periodos
de descanso — tem sido alvo de estudos ®©.

Ja em 1993, Gaitanos “® e colaboradores apresentaram resultados

apontando que o TI contribui para o aumento do metabolismo oxidativo para
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fornecer energia diminuindo o tempo de exaustdo de uma sessao de
treinamento.

Este método de treino que intercala periodos de esfor¢o intenso e
descanso passivo apresenta variagcbes nas intensidades de estimulo e de
recuperacdo. Dependendo da intensidade, o estimulo pode durar segundos ou
até mesmo minutos “°.

Segundo Gibala et. al. (2009) “Y quando o treinamento intervalado é
executado de maneira intensa pode provocar um aumento na atividade de
enzimas mitocondrias e melhora a performance durante atividades que
dependem do metabolismo aerébio. Outras adaptacOes geradas apds semanas
de treinamento intervalado de alta intensidade incluem aumento no conteudo
de proteinas associadas ao transporte e oxidacao de glicose e acidos graxos.

O aumento do gasto energético causado pelo treinamento intervalado de
alta intensidade diminui a taxa de ATP intracelular ativando a AMPK. Sua
atividade € intensa na musculatura esquelética durante a contragdo muscular,
potencializando a utilizacdo de acidos graxos e/ou de glicose em resposta ao
exercicio e a magnitude de sua ativacéo é intensidade-dependente ¢?®.

Tjgnna e colaboradores (2008), ® em um estudo piloto feito com
portadores da Sindrome Metabdlica (SM) evidenciaram que exercicio
intervalado de alta intensidade foi mais eficiente em reverter fatores de risco da
SM em comparacao ao exercicio continuo de intensidade moderada, além de
melhorar a capacidade aerdébia.

A baixa capacidade aerébia pode ser considerada como um fator de
risco para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares de doencas

metabdlicas @Y.
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Assim um programa de treinamento que contribua para a reducdo de
processos inflamatérios, melhore o metabolismo glicidico, aumente a
capacidade oxidativa e interfira de maneira positiva na capacidade aerébia
pode ser uma interessante intervencdo ndo farmacoldgica para a prevencéo
e/ou tratamento.

Devido a grande necessidade de aprofundar o conhecimento em relacéo
as acoes, funcbes e alteracbes causadas pelo tecido adiposo e diferentes
protocolos de exercicio em diversas intensidades e algumas limitagbes nas
investigacBes com humanos, é crescente a aplicacao e validacao de protocolos
de teste e programas de treinamento que utilizem modelos experimentais com
ratos e que determinem a capacidade aerébia e intensidade de treinamento
através das concentracdes lactacidémica. ®>@®,

O acido latico foi descoberto em 1808 por Barzelius, contudo, o seu
metabolismo ainda ndo estd bem estabelecido. Muitos pesquisadores tentam
intender as suas a¢des #7929 varios testes ja foram desenvolvidos para a
determinacdo da capacidade aerdbia através das concentracbes do lactato
sérico.

Em 2011 Manchado-Gobatto ®? adaptou e validou (utilizando animais
em esteira rolante) o teste de duplos esforcos proposto por Chassain em 1986,
Este protocolo é muito interessante devido a sua facil aplicabilidade e por nao
ser exaustivo acredita-se que possa ser aplicado em modelos animais que
apresentem um quadro de obesidade instalada e/ou possuam alguma
desordem metabdlica.

Sendo assim, visamos com esse trabalho aplicar e validar o protocolo

de teste de duplos esforcos adaptado por Manchado-Gobatto (2011) ©? em
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animais obesos por dieta hiperlipidica com alteracdes na sensibilidade a
insulina e avaliar os efeitos de dois protocolos de treino, continuo ou
intervalado sobre a expressdo génica e atividade de proteinas envolvidas na
captacdo de glicose estimulada pela atividade contratil e capacidade aerdbia
em ratos com obesidade induzida.

Para isso elaboramos dois trabalhos que serdo apresentados em
seguida. O primeiro deles, intitulado “Validacdo de teste de duplos esforcos
para avaliacdo da capacidade aerdbia de ratos obesos induzidos por dieta”.

O segundo, intitulado: “Treinamentos continuo e intervalado melhoram
a expressao e atividade de proteinas envolvidas na captacdo de glicose em

musculo esquelético e a capacidade aerdbia de ratos obesos”.

21



ARTIGO |

22



TITULO

APLICABILIDADE DO TESTE DE DUPLOS ESFORCOS PARA AVALIAR A

CAPACIDADE AEROBIA DE RATOS OBESOS INDUZIDOS POR DIETA

Applicability of double effort test to evaluate aerobic capacity of obese-

induced rats

Autores: Bruna Brasil Brand&o®, Lidiane Moreira de Souza?, Beatriz de Novaes
Oliveira Trombetta?, Carlos Marcelo Pastre’, Marcelo Papoti?, Patricia Monteiro

Seraphim®

1- Departamento de Fisioterapia, Laboratério do Grupo de Pesquisa em
Fisiologia, Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho UNESP —

Campus Presidente Prudente, SP, Brasil.

2- Departamento de Educacéo Fisica, Universidade Estadual Paulista Julio de

Mesquita Filho, UNESP — Campus Presidente Prudente, SP, Brasil.

Correspondéncia: Profa. Dra. Patricia Monteiro Seraphim — Departamento de

Fisioterapia — Laboratorio GPFis, Bloco Il — FCT / UNESP — Rua Roberto
Simonsen, 305 — Centro Educacional — CEP: 19060-900 — Presidente Prudente

— SP — Email: patricia@fct.unesp.br

23



Resumo

Introducéo: Devido a grande necessidade em aprofundar o conhecimento em
relacdo as acdes do lactato e algumas limitacbes nas investigacdes com
individuos saudaveis ou portadores de transtorno metabdlico, este estudo teve
como objetivo avaliar a aplicabilidade do teste de duplos esforcos em ratos
obesos induzidos por dieta hiperlipidica. Metodologia: Quatorze ratos machos
wistars foram divididos em dois grupos: Controle (Con) e Obeso (Obe). Os
animais controles foram alimentados com racéo-padrdo e agua fornecida ad
libitum. O grupo de ratos obesos foi alimentado com racdo padréo e dieta
hiperlipidica. Ap6s doze semanas do inicio da dieta foi realizado o teste de
tolerancia a insulina, Maxima Fase Estavel de Lactato (MFEL) e o teste de
duplos esforgos. A dieta foi eficiente para induzir a obesidade nos animais.
Resultados: Os animais obesos apresentaram reducdo na sensibilidade a
insulina de aproximadamente 19% (Con= 2,156 + 0,1187 UA vs Obe=1,742 +
0,1551 UA). No teste de maxima fase estavel a concentracdo de lactato e
velocidade correspondente ao limiar anaerobio foram 3,780 £ 0,09 mmol/L e 18
m.min™, para ambos os grupos. A velocidade de limiar estimada pelo teste de
duplos esforcos foi de 15,59+0,653 m.min™ para os animais controles e
14,02+0,565 m.min™ para os animais obesos. O teste de duplos esforcos
subestimou a capacidade aerdbia dos animais controles em 13% e obesos em
8,7%, contudo, apresentou correlacdo significativa com a MFEL (r = 0,88;
P<0,0075 controles / r = 0,92; P<0,0031 obesos). Conclusédo: O teste de
duplos esforcos é capaz de avaliar a capacidade aerObia tanto de animais

sedentarios saudaveis como de animais obesos resistentes a insulina.

Palavras chave: Obesidade, Acido Latico, Velocidade Critica.
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Abstract

Background: There is little knowledge about lactate actions and some
limitations in studies involving healthy individuals or patients with some
metabolic disorder. Aim: Therefore, this study aimed to evaluate the
applicability of double effort test for obese-induced rats. Method: Fourteen male
Wistar rats were divided into two groups: Control (Con) and Obese (Obe). The
control group was fed with standard chow and water ad libitum. The obese
group was fed with standard chow, water ad libitum and hyperlipidic diet.
Twelve weeks after the beginning of the hyperlipidic diet, insulin tolerance test,
Maximal Lactate Steady State (MLSS) and the double efforts test were
performed. Results: The diet was effective for inducing obesity. The obese
group decreased insulin sensitivity in approximately 19% (Con=2.156 + 0.1187
AU vs Obe=1.742 + 0.1551 AU). The lactate concentration and velocity of
Anaerobic threshold at MLSS test were 3.780 + 0.09 mmol/L e 18 m.min™ in
both groups. The velocity of anaerobic threshold estimated by double efforts
test was 15.59+0.653 m.min™ to controls animals and 16.42+0.672 m.min™* to
obese animals. The double effort test underestimated 13% and 8.7% the
aerobic capacity in control and obese animal respectively, however, presented
significant correlation with MLSS (r = 0,88; P<0,0075 controls / r = 0,92;
P<0,0031 obese). Conclusion: So, the double efforts test is able to evaluate
the aerobic capacity for both healthy sedentary and obese animals with insulin

resistance.

Keys Word: Obesity, Lactic Acid, Critical Power.
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Introducéo

Em 1808, Barzelius observou que o acido lactico era produzido na
musculatura de veados quando estes eram cacados ). Aproximadamente dois
séculos mais tarde, o metabolismo do lactato ainda ndo esta bem esclarecido
necessitando maior entendimento sobre a producdo, acumulo, remocdo e
funcdo deste acido (Lactato + ions de hidrogénio) durante repouso e contracao
muscular @®).

Muitos pesquisadores tentam entender as acdes do lactato W®© Em
1964, WASSERMAN & Mc LLORY introduziram o termo “Limiar Anaerdbio” que
poderia caracterizar o ponto de inflexdo da curva lactacidémica, momento em
gue € encontrada a zona de transicao entre o metabolismo aerdbio e anaerdbio
onde as concentracdes de deste acido encontra-se aproximadamente a 4,0
mmol/L 7. Desde ent&o varios testes foram desenvolvidos para mensurar a
capacidade aer6bia, como a maxima fase estavel de lactato (MFEL), que pode
ser definida como a maior intensidade no qual as concentracdes de lactato se
mantem estaveis em exercicio de longa duracdo, sendo o ponto de equilibrio
entre a producdo e remocdo do lactato ®. O protocolo que avalia a MFEL
consiste na aplicacao de varios testes em diferentes intensidades com duracao
de 30 minutos realizados em dias distintos. Para cada intensidade s&o
coletadas amostras de sangue a cada cinco minutos de esforco ©. Este teste é
capaz de mensurar de maneira individual e fidedigna o momento de transicao
metabolica, sendo considerado padrédo ouro para a validacdo de outros

protocolos de teste de limiar anaerébio O
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Além da MFEL, outros testes invasivos - lactato minimo ®, on set blood
lactate (OBLA) obtido pela concentracéo fixa de 4mmol/L de lactato 2, teste
de duplos esforcos ™ - e n&o invasivos - Potencia Critica ¥ - sdo capazes de
avaliar a capacidade aerdbia. Contudo, devido a grande necessidade de
aprofundar o conhecimento em relacdo as acbes do lactato e algumas
limitacbes nas investigacbes com humanos, é crescente a aplicacdo e
validacdo de protocolos que avaliam a capacidade aer6ébia em modelos
experimentais utilizando ratos ¢

Em 2011, Manchado-Gobatto *” e colaboradores validaram o protocolo
nao exaustivo de duplos esforcos em esteira rolante utilizando ratos Wistar
sedentarios. Este teste proposto por Chassain (1986) ™ e adaptado por
Manchado-Gobatto (2011) *” consiste na execucéo de dois esforcos de cinco
minutos em cada intensidade, separados por dois minutos de repouso entre
eles, com coleta de sangue para analise lactacidémica ao final do primeiro e
segundo esforcos, calculando-se o delta lactato nulo com estes valores.
Acreditamos que por ser um teste que néo acarreta a exaustao do organismo,
a sua validacao e aplicabilidade em popula¢gdes que possuam alguma limitacao
na execucdo de esforgos fisicos ou alguma doenca crénico-degenerativa €
muito relevante.

As principais causas para 0 aumento de peso em forma de gordura
estdo relacionadas a fatores ambientais como mau habito alimentar e
inatividade fisica™® 9. Dessa maneira, as principais medidas as serem
tomadas para a prevencdo e/ou tratamento da obesidade e doencas
relacionadas sao reeducacédo alimentar e a pratica de exercicio fisico regular

(2021 - Assim, o objetivo do presente estudo foi validar o protocolo de teste de
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duplos esforgos proposto por Chassain (1986) e adaptado por Manchado-

Gobatto (2011) em ratos obesos induzidos por dieta hiperlipidica.

Métodos

Ratos machos Wistar pesando em torno de 200g foram alojados no
biotério, divididos em grupos de sete animais por gaiola, sob temperatura
média de 22 * 2°C e ciclo claro/escuro de 12 horas, com o ciclo claro iniciando-
se as 07h00min. Os procedimentos experimentais utilizados no presente
estudo foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da

UNESP — Campus Presidente Prudente, processo n° 74/2009.

Inducéo de obesidade

Quatorze ratos foram distribuidos em dois grupos com sete animais -
Controle (Con) e Obeso (Obe). Os animais controles foram alimentados com
ragcao-padrao (marca SUPRA LAB - Alisul Ind. Alimentos Ltda., S&o
Leopoldo/RS; com composicédo de 25% de proteinas, 3% de lipideos, 18% de
fibras, 11% de material mineral, 2% de calcio e 0,5% de fosforo) e agua
fornecida ad libitum. O grupo de ratos obesos foi alimentado com dieta
hiperlipidica composta por bacon, mortadela, salsicha, bolacha, refrigerante e
racdo padrdo, numa proporcdo de aproximadamente 2:2:2:1:1:1,
respectivamente, numa composicao de 28% de carboidratos, 13% de proteinas
e 59% de lipideos, a partir do segundo més de vida ®?. Os animais foram
pesados semanalmente para acompanhamento da evolucdo de peso corporeo.

Teste de tolerancia a insulina
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O teste consiste na administracao de insulina regular, sendo avaliada a
taxa de decaimento da glicose ao longo de 25 minutos. O teste foi realizado ao
final das doze semanas de dieta, antes de dar inicio aos protocolos que
avaliaram a capacidade aerdbia dos ratos. Os animais permaneceram 6 horas
em jejum de agua, racao e dieta. Foi realizada pequena secc¢éo na extremidade
distal da cauda dos animais para realizagcdo das coletas das amostras de
sangue. A primeira coleta foi realizada antes da administracdo de insulina
(basal) intraperitoneal. Foi administrada 1 U / Kg de peso corporeo de solugéo
de insulina regular (Novolin 100U / ml) com salina 0,9% + BSA 0,25%. As
coletas de sangue foram realizadas nos tempos basal (0O minuto), cinco, dez,
quinze, vinte e vinte e cinco minutos, apds a administracdo de insulina. A
glicemia foi verificada por meio de glicofitas e glicosimetro (Biocheck TD-4225 /
Bioeasy Diagnoéstica Ltda. / MG - Brasil). Esse procedimento foi realizado
sempre no periodo da tarde para manter o mesmo estado de sensibilidade
insulinica dos animais, e foi executado de forma idéntica para todos os grupos.
Posteriormente, foi calculada a constante de decaimento (KITT expressa em
%/min.) a partir da regresséo linear das concentracdes de glicemia obtidas
durante o teste 3,

Adaptacéao a esteira rolante

Apés doze semanas de dieta hiperlipidica, anteriormente a realizacéo do
teste de Maxima Fase Estavel de Lactato e o teste ndo exaustivo de duplos
esforcos (Chassain), houve a necessidade de selecdo prévia dos ratos
“corredores” para a composicdo da amostra, com duracao de sete dias. Cada
animal correu cinco minutos por dia a uma velocidade de 10 m.min™. Foram

selecionados 0s animais que conseguiram terminar com sucesso entre seis e
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sete sessdes. Apos o periodo de selecéo, os animais corredores passaram por
um processo de adaptacdo a esteira rolante. Este processo ocorreu ao longo
de duas semanas com sessOes de exercicio, trés vezes por semana, com
velocidades crescentes (5-15 m.min™), e duracdo maxima de 15 min cada
sessdo, adaptado de *”. Apés o periodo de adaptacdo, os animais efetuaram
os testes para a identificacédo da intensidade de limiar anaerébio.

Méaxima Fase Estavel de Lactato (MFEL)

Os ratos foram submetidos a quatro testes continuos em velocidades
equivalentes a 10, 15, 18, 22 m.min". Cada animal realizou os quatro testes,
com intervalo de 48 horas entre eles. A sequéncia de velocidades foi distribuida
randomicamente. Para cada velocidade, os animais permaneceram em corrida
continua por 25 minutos. Amostras sanguineas foram extraidas da cauda dos
ratos em seis momentos: basal, 5, 10, 15 20 e 25 minutos de teste. Apds a
analise lactacidémica um grafico foi plotado e a mais alta velocidade de corrida
na qual houve um aumento igual ou inferior 1 mmol/L do 10° ao 25° minuto de
exercicio foi considerada como equivalente a MFEL (9@%),

Teste de Chassain

O teste foi composto por dois esforcos de 5 minutos de duracdo com
intervalo passivo de 2 minutos entre eles nas velocidades 10, 15 e 20 m.min™.
Cada animal realizou o teste nas trés intensidades, escolhidas
randomicamente, com intervalo de 48 horas entre elas ©©.

A carga critica foi determinada utilizando os resultados do teste de
Chassain (Figura 1). Este valor foi calculado para cada animal que realizou o
teste. Os valores podem ser vistos nas Tabelas 01 e 02 na Secao de

Resultados.
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Inserir Fig 1

Analise lactacidémica

A anadlise lactacidémica foi realizada a partir de amostras de 25 pl de
sangue que foram coletadas da proximidade distal da cauda do animal em
capilar heparinizado apdés o primeiro esforco e apdés o segundo esforco em
cada velocidade relacionada acima. Estas amostras foram imediatamente
transferidas a tubos de 1,5 ml, contendo 50 pl de solugdo de NaF a 1% e
armazenadas em gelo, para posterior leitura eletroenzimatica (YSL 2700 STAT,

Yellow Springs Co., EUA).

Anélise estatistica

A normalidade dos dados foi confirmada pelo teste de Shapiro-Wilk.
Para comparacao dos valores de peso corporal foi utilizado o teste de ANOVA
com medidas repetidas. Para avaliar a sensibilidade a insulina foi utilizado o
teste T ndo pareado. O teste de Correlacdo de Person foi utilizado para avaliar
a correlacdo entre os testes de Limiar Anaerobio. As diferencas entre os
grupos foram consideradas significantes quando o valor de P < 0,05. O pacote

estatistico utilizado foi IBM SPSS Statistics 20.0 for Windows.

Resultados

A obesidade foi induzida por dieta hiperlipidica iniciada quando os
animais estavam com dois meses de vida. Foi observado aumento de peso
corpéreo no grupo obeso ja a partir da quarta semana de dieta (Figura 2).

Inserir Fig. 2
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O grupo obeso apresentou reducdo na sensibilidade a insulina em
aproximadamente 19% apos 12 semanas de dieta (Figura 3) e antes de realizar

protocolo de treinamento.
Inserir Fig. 3

Os valores de delta lactato aumentaram progressivamente conforme os
incrementos na velocidade de esfor¢co. Nao foi observada diferenca estatistica
entres 0s grupos no teste de duplos esfor¢cos. No teste de maxima fase estavel
a concentracdo de lactato e velocidade de limiar anaerébio foram 3.780 £ 0.09

mmol/L e 18 m.min*, respectivamente, para ambos os grupos (Figura 4).
Inserir Fig. 4

A velocidade de limiar estimada pelo teste de Chassain foi de
15,59+0,653 m.min* (R=0,917+0,02) (Tabela 1) para os animais do grupo

controle
Inserir Tabela 1

A velocidade de limiar estimada pelo teste de Chassain foi de
14,02+0,565 m.min" (R=0,86+0,03) (Tabela 2) para os animais do grupo
obeso.

Inserir Tabela 2

Discusséo

A utilizacdo de modelos experimentais com ratos para avaliacdo de
parametros metabodlicos e fisiologicos diante esforcos fisicos tem crescido
rapidamente e tem sido extremamente fidedigno para humanos % No

entanto ainda sdo escassos 0s estudos que avaliam a capacidade fisica de
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animais sadios e principalmente animais com algum transtorno metabdlico. O
presente estudo avaliou a capacidade aerdbia através do método proposto por
Chassain (1986) ‘¥ adaptado por Manchado-Gobatto (2011) *” em ratos
magros e obesos por dieta hiperlipidica.

Metade dos animais deste estudo foi submetida a um protocolo de dieta
hiperlipidica com o intuito de se tornarem obesos. Apds quatro semanas de
exposicdo a esta dieta hiperlipidica, houve aumento significativo no peso
corporal dos animais do grupo obeso e reducdo na sensibilidade a insulina
guando comparados aos animais do grupo controle (Fig. 2 e 3), que sO
receberam racdo padrdo como alimento, destacando o efeito obesogénico da
dieta ®® e a relacéo entre a obesidade e altera¢cdes metabdlicas causadas pelo
excesso de gordura ®®. As citocinas liberadas pelo tecido adiposo em excesso
podem gerar um quadro de inflamacédo sistémica periférica ®®?”, alterando a
capacidade de sinalizacdo da insulina, iniciando um possivel estado de
resisténcia ao horménio ©®.

A obesidade, além de alterar as funcdes fisioldgicas ®®, pode ser
considerada como fator limitante para e execucao de testes fisicos, mesmo em
animais. A maioria dos protocolos utilizados para identificar intensidade de
esforco leva o animal a momentos de exaustdo fisica ®?, o que reduz a
aplicabilidade quando se trata de animais com alguma alteracdo metabdlica
cronica ou funcional. Dessa maneira, 0 teste de duplos esforcos é muito
vantajoso para avaliar a capacidade aerdbia de animais acometidos por alguma

patologia por ndo ser exaustivo.
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Para validar o método proposto, foi aplicado o teste da Maxima Fase
Estavel de Lactato (MFEL), considerado “padrao ouro” para identificar a
capacidade aerébia *” (Fig. 4).

Manchado-Gobatto et al. (2011) “” validaram o protocolo de duplos
esforgos em esteira rolante utilizando ratos machos Wistar sedentarios
saudaveis. A velocidade correspondente a MFEL foi 20 m.min™ (concentracéo
de lactato=3,90+0,03mmol/L), com o protocolo de Chassain subestimando a
capacidade aerobia dos animais em 20%, conforme considera¢des do proprio
estudo. Os resultados deste estudo (Fig. 4) foram inferiores aqueles
encontrados por Manchado-Gobatto (2011) *”. A intensidade correspondente a
MFEL de grupo controle bem como o grupo obeso foi de 18 m.min*
(concentracao de lactato = 4,130,139 mmol/L). O teste de duplos esforcos
subestimou a capacidade aerébia dos animais em 13% (controle) e 8,7%
(obesos), contudo houve correlacdo significativa entre os testes para o0s
animais do grupo controle (r = 0,88; P<0,0075) e obeso (r = 0,92; P<0,0031)
(Tabelas 1 e 2). Outros estudos, como o de Pilis et. al. (1993) ®® e Langfort
et. al. (1996) ®¥ que avaliaram o LAn utilizando o teste progressivo de
multiestagios, estimaram a zona de transicdo metabolica através de graficos
individuais das concentracbes de lactato vs velocidade e encontraram
intensidades de LAn superiores (25 m.mn™).

As diferengas encontradas nas concentragdes lactacidémica da MFEL e
do teste de duplos esforcos sugere possivel existéncia de protocolo-
dependéncia (Manchado-Gobatto, 2011) ®”. Contudo, o teste de duplos
esforcos apresentou alta correlacdo com a MFEL tanto para 0os animais

controles quanto para 0s animais obesos que apresentaram alteracbes na
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sensibilidade a insulina, inferindo a possivel aplicabilidade em popula¢cées com
algum transtorno metabdlico.

A grande limitacdo do estudo foi o fato dos animais ndo conseguirem
atingir a velocidade de corrida de 25 m.min™ no teste de Maxima fase estavel,
0 que gerou alteracdo nos testes para as velocidades de execucdo de 20 para
18 m.min e de 25 para 22 m.min™, diferindo das sugeridas no estudo de
Manchado-Gobatto (2011) *”. De forma semelhante, isso provocou exclus&o
da velocidade 25 m.min™ utilizada no teste de Chassain, mantendo-se apenas
as velocidades 5, 10 e 20 m.min™.

De fato, mais investigacbes sdo necessarias para compreender o
comportamento lactacidémico diante os diferentes modelos animais e 0s
diversos protocolos de avaliacdo do LAn. Cabe ainda ressaltar a importancia
de analisar modelos de testes que avaliem individualmente o LAn dos animais,
tendo em vista que a intensidade de trabalho pode alterar as respostas
fisiologicas. Assim, métodos que estimem a capacidade aerObia de maneira
individual apresentarao resultados fidedignos e possibilitara a prescricdo de um
protocolo de treinamento respectivo a capacidade fisica de cada animal.

O teste de duplos esfor¢cos apresentou alta correlacdo com a MFEL,
indicando sua possivel aplicabilidade para avaliar a capacidade aerébia tanto
de animais sedentarios saudaveis bem como de animais obesos com a

sensibilidade a insulina prejudicada.
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TABELAS

Tabela 1 — Delta lactato das intensidades (10, 15, 20 m.min™"), estimativa
individual da carga critica (intercepto Y) e coeficiente linear (R%) dos animais
controles — Teste de Chassain.

A Lactato Velocidade de
10 mmin? 15 m.min* 20 m.min* Limiar

Animal mmol/L mmol/L mmol/L (m.min) R?
01 -0,15 0,00 0,15 15,65 0,98
02 -1,86 -0,71 0,39 18,22 0,99
03 -0,25 0,00 1,65 12,92 0,84
04 -0,48 -0,33 0,77 15,08 0,83
05 -1,87 -0,12 0,53 16,89 0,93
06 -0,30 -0,15 0,69 14,30 0,86
07 -0,68 -0,09 0,51 16,13 0,99
Média -0,798 -0,200 0,670 15,59 0,917
EPM 0,282 0,094 0,180 0,653 0,027

Tabela 2 — Delta lactato das intensidades (10, 15, 20 m/min™), estimativa
individual da carga critica (intercepto Y) e coeficiente linear (R%) dos animais
obesos - Teste de Chassain.

A Lactato Velocidade de
10 mmin? 15 m.min* 20 m.min* Limiar

Animal mmol/L mmol/L mmol/L (m.min”) R®
01 0,78 0,6 0,24 18,26 0,87
02 -0,42 -0,33 0,09 18,75 0,87
03 -0,95 -0,48 1 15,67 0,91
04 0,27 0,42 0,09 17,62 0,47
05 -0,95 0 0,81 15,26 0,99
06 0,68 0.42 0.72 14,01 0,90
07 -0,38 -0,03 0,42 15,42 0,97
Média -0,632 -0,205 0,480 16,42 0,854
EPM 0,105 0,134 0,138 0,672 0,066
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Figuras
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Legendas das figuras

Figura 1 — Exemplo da determinacdo da carga critica pelo teste de Chassain.
Os pontos representam o delta lactato obtido em cada intensidade. Uma
regresséo linear foi plotada e a velocidade de limiar corresponde ao valor do
intercepto Y (16,22 m.min™).

Figura 2 — Peso corporal dos animais ao longo de 12 semanas. Os dados sdo
apresentados como média + EPM. *P<0,05 vs Controle; P<0,01 vs Controle;
¥P<0,001 vs Controle. (n=7)

Figura 3 — Constante de decaimento da glicose por minuto (KITT). Os dados

séo apresentados como média = EPM. *P<0,05 vs Controle (n=7).

Figura 4 — Valores de lactato sanguineo durante o teste de Maxima Fase
Estavel de Lactato nos tempos 0, 5, 10, 15, 20 e 25 minutos de teste (n=7).

Dados apresentados como média + EPM.
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Resumo

Introducédo: A prética regular de atividade fisica pode atuar como uma medida
nao farmacoldgica na prevencao e/ou tratamento das alteracbes metabdlicas
causadas pela obesidade. Objetivo: avaliar os efeitos de dois protocolos de
treino, continuo ou intervalado sobre a expressdo génica e atividade de
proteinas envolvidas na captacéao de glicose estimulada pela atividade contratil
e capacidade aerdbia em ratos com obesidade induzida. Metodologia: Ratos
machos Wistar foram divididos em seis grupos: Controle Sedentario (CS),
Controle Exercicio Continuo (CEC), Controle Exercicio Intervalado (CEl),
Obeso Sedentario (OS), Obeso Exercicio Continuo (OEC) e Obeso Exercicio
Intervalado (OEI). Os animais controles foram alimentados com ragéao padréo e
agua fornecida ad libitum. Os grupos obesos foram alimentados com racao
padrdo, agua e dieta hiperlipidica. Os grupos CEC e OEC treinaram 30 minutos
por dia, trés dias por semana, durante oito semanas. Os grupos CEIl e OEI
executaram 11 estimulos com 2 minutos de duracéo e intervalo passivo de 1
minuto. Apos oito semanas de dieta e ao final de oito semanas de treino foi
realizado o teste de tolerancia a insulina e o teste de duplos esforgos. A
eutanasia foi realizada apés uma hora da Ultima sessdo de treinamento.
Resultados: Os animais obesos apresentaram reducdo de 19% na
sensibilidade a insulina. ApOs oito semanas de treinamento essa alteracéo
metabolica foi revertida pelos dois protocolos de treinamento. Ambos o0s
protocolos foram suficientes para aumentar a velocidade de limiar anaerobio. A
expressdo de AMPKa2 e de PCGla foi aumentada em todos 0s grupos
exercitados. O conteudo protéico de AMPKa2 foi aumentado apenas nos

grupos controles exercitados. Os animais do grupo OS apresentaram reducao
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no conteudo de pAMPKA02. Os treinamentos continuo e o intervalado
aumentaram a atividade desta proteina nos animais obesos exercitados (OEC
e OEI). O conteudo de RNAmM de SOCS3 foi aumentado no grupo OS, contudo,
ambos os programas de treino reduziram a expressao deste gene. Concluséao:
Tanto o treinamento continuo quanto o intervalado revertem o quadro de
resisténcia a insulina periférica, regula de maneira positiva a expressao génica
de proteinas envolvidas no metabolismo glicidico e biogénese mitocondrial,

além de aumentar a atividade da AMPKa?2.

Palavras chave: obesidade, treinamento fisico, AMPKa2, biogénese

mitocondrial, GLUT4, limiar anaerobio.
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Abstract:

Background: The regular physical activity can act as no-pharmacologic way to
prevent and/or treat metabolic alteration caused by obesity. Methods:
Therefore, male wistars rats 90 days years old were divided into 6 groups:
sedentary control (SC), control continuous exercise (CCE), control intermittent
exercise (CIE) obese sedentary (OS), obese continuous exercise (OCE), obese
intermittent exercise (OIE). The control animals were fed with standard chow
and water ad libitum. The obese groups were fed with standard chow, water
and hiperlipidic diet ad libitum. The groups CCE and OCE trained 30 minutes a
day, three times per week, during eight week. The groups CIE and OIE
performed 11 efforts with 2 minutes of duration and 1 minutes of passive
interval. After eight weeks of diet and at the end of eight week of training was
performed the insulin tolerance test and the double effort test. The euthanasia
was performed after one hour of the last session of exercise. Results: The
obese animals reduced insulin sensibility in 19% approximately. After eight
week of training this metabolic alteration was reversed in all exercised groups.
Both exercise protocols were efficient to increase the anaerobic threshold
velocity. AMPKa2 and PCGla protein content were increased in all exercised
groups. The protein content of AMPKa2 was increased in CCE and CIE. The
animals of OS group reduced their pAMPKAa2 content. Continuous and
Intermittent training increased the activity of pAMPKAa2 in OCE and OIE
groups. The expression of SOCS3 was increased in OS group, although, both
training program reduced this gene expression. Conclusion: Either continuous

training or interval training reverts peripheral insulin resistance, regulates in a
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positivity way the gene expression of proteins involved on glucose metabolism

and biogenesis mitochondrial, beyond increasing the activity of AMPKa2.

Keys Word: obesity, physical training, AMPKa2, mitochondrial biogenesis,

GLUT4, anaerobic threshold
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Introducéo

O aumento da quantidade de gordura corporal possui forte relagdo com
a reducao da expressao de transportador de glicose 4 (GLUT4) e/ou prejuizo
na via de sinalizagéo da insulina em musculo esquelético e tecido adiposo [1].
Além disso, gera quadro de inflamacdo subclinica devido ao aumento da
producdo e liberacdo de proteinas proé-inflamatérias (citocinas) como
Interleucina-6(IL-6) e Fator de Necrose Tumoral-a (TNFa) [2] que influenciam
diretamente a expressao da proteina supressora da sinalizacdo de citocinas
(SOCS) [3].

Embora a SOCS3 seja uma proteina originalmente pertencente a via de
sinalizacdo de citocinas [4], sugere-se que esta proteina também participa da
reducdo da sinalizacdo da insulina através de sua co-localizacdo entre a
subunidade do receptor de insulina-B (IR-B) e o substrato do receptor de
insulina-1 (IRS-1) impedindo a interagéo entre a subunidade IR- e 0 IRS-1 0
gue reduz a atividade da fosfatidiolinositol 3-cinase (PI13K) [5].

No entanto, sabe-se que a pratica de atividade fisica regular e dieta
saudavel podem ser consideradas opc¢des interessantes para o tratamento e/ou
prevencdo da obesidade e doencas cronico-degenerativas relacionadas com
aumento da quantidade de tecido adiposo [6]. O exercicio fisico requer grande
ajuste fisioldgico para aumentar a demanda de energia que é utilizada para a
realizacdo do trabalho muscular, causando aumento significativo no gasto
energético [7]. Ao diminuir a taxa de adenosina trifosfato (ATP) intracelular
através da contracdo muscular uma proteina cinase ativada por 5 -AMP
(AMPK) - que atua como um importante sensor do gasto energético - € ativada

atuando no processo de translocacdo do GLUT4 para a membrana plasmatica
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potencializando a captacédo de glicose independente da via da sinalizacédo da
insulina [8,9]. Atividades que exijam maior dispéndio de energia conseguem
ativar essa via metabodlica com mais eficiéncia [10].

Nesse contexto um programa de exercicio que seja capaz de
potencializar a via da AMPK causando adaptacdes fisiologicas relevantes que
sejam eficientes em reduzir tecido adiposo, regular a homeostasia glicidica,
aumentar da capacidade oxidativa e que diminua a sintese de marcadores
inflamatorios pode ser considerado uma medida nédo farmacologica para o
tratamento e/ou prevencao das patologias causadas pela obesidade.

Assim, 0 objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos de dois
protocolos de treino, continuo ou intervalado sobre a expressdo génica e
atividade de proteinas envolvidas na captacdo de glicose estimulada pela

atividade contratil e capacidade aerdbia em ratos com obesidade induzida.

Materiais e Métodos

Ratos machos Wistar pesando em torno de 200g foram alojados no
biotério, divididos em seis grupos de cinco animais por gaiola, sob temperatura
média de 22 * 2°C e ciclo claro/escuro de 12 horas, com o ciclo claro iniciando-
se as 07h00min. Os procedimentos experimentais utilizados no presente
estudo foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
UNESP — Campus Presidente Prudente, processo n° 74/2009.

Inducéo de obesidade

Sessenta ratos foram distribuidos em seis grupos com dez animais -
Controle Sedentario (CS), Controle Exercicio Continuo (CEC), Controle

Exercicio Intervalado (CEI), Obeso Sedentario (OS), Obeso Exercicio Continuo
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(OEC) e Obeso Exercicio Intervalado (OEI). Os animais controles foram
alimentados com ragéo padrédo (marca SUPRA LAB - Alisul Ind. Alimentos
Ltda., S&o Leopoldo/RS; com composicdo de 25% de proteinas, 3% de
lipideos, 18% de fibras, 11% de material mineral, 2% de calcio e 0.5% de
fosforo) e agua fornecida ad libitum. Os grupos de ratos obesos foram
alimentados com dieta hiperlipidica composta por bacon, mortadela, salsicha,
bolacha, refrigerante e racdo padrdo, numa proporcdo de aproximadamente
2:2:2:1:1:1, respectivamente, numa composicao de 28% de carboidratos, 13%
de proteinas e 59% de lipideos, a partir do segundo més de vida [11]. Os
animais foram pesados semanalmente para acompanhamento da evolucdo de
peso corporeo.

Teste de tolerancia a insulina

O teste foi aplicado em dois momentos diferentes: apds oito semanas de
dieta e ap0s 8 semanas de treinamento. Os animais permaneceram 6 horas em
jejum de agua, racao e dieta. Foi realizada pequena seccédo na extremidade
distal da cauda dos animais para realizacdo das coletas das amostras de
sangue. A primeira coleta foi realizada antes da administracdo de insulina
(basal) intraperitoneal. Foi administrada 1 U / Kg de peso corporeo de solucéao
de insulina regular (Novolin 100U / ml) com salina 0.9% + BSA 0.25%. As
coletas de sangue foram realizadas nos tempos basal (0O minuto), cinco, dez,
quinze, vinte e vinte e cinco minutos, apds a administracdo de insulina. A
glicemia foi verificada por meio de glicofitas e glicosimetro (Biocheck TD-4225 /
Bioeasy Diagnoéstica Ltda. / MG - Brasil). Esse procedimento foi realizado
sempre no periodo da tarde para manter o mesmo estado de sensibilidade

insulinica dos animais, e foi executado de forma idéntica para todos 0s grupos.
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Posteriormente, foi calculada a constante de decaimento (kITT expressa em
%/min.) a partir da regresséo linear das concentracdes de glicemia obtidas
durante o teste [12].

Adaptacao a esteira rolante

ApoOs oito semanas de dieta hiperlipidica, anteriormente a realizacéo do
teste ndo exaustivo de duplos esfor¢cos (Chassain) [13], houve a necessidade
de selecao prévia dos ratos “corredores” para a composi¢cao da amostra, com
duracao de sete dias. Cada animal correu durante cinco minutos por dia a uma
velocidade de 10 m.min-1. Foram selecionados 0s animais que conseguiram
terminar com sucesso entre nove e dez sessdes. Apos o periodo de selecao,
0S animais corredores passaram por um processo de adaptacdo a esteira
rolante. Este processo ocorreu ao longo de duas semanas com sessdes de
exercicio, trés vezes por semana, com velocidades crescentes (5-15 m.min-1),
e duracdo maxima de 15 min cada sessao, adaptado de [13]. ApGs o periodo
de adaptacdo, os animais efetuaram os testes para a identificacdo da
intensidade de limiar anaerodbio.

Teste de Chassain

Os animais foram submetidos a trés testes em diferentes velocidades
(10, 15 e 20 m.min-1) executadas randomicamente com intervalos de 48 horas
entre eles, pré e pdés oito semanas de treinamento. Os testes de duplos
esfor¢cos foram compostos por dois estimulos de 5 minutos de duragcdo com
intervalo passivo de 2 minutos entre eles nas velocidades [14]. Amostras de
sangue foram coletadas da porcao distal da cauda dos animais ao final de cada
estimulo para a determinacdo da lactacidemia. Para cada intensidade foi

calculado o delta lactato através da subtracdo dos valores lactacidémico do
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segundo esforco menos o primeiro esforco de cada intensidade. Com o delta
lactato referente nas trés intensidades, uma regressao linear individual foi
plotada, possibilitando a deteccdo do delta nulo (correspondente ao intercepto
do eixo Y), equivalente a velocidade critica.

Caracterizacao do treinamento

Durante a primeira sessdo de treinamento da segunda e da sexta
semana de ambos os protocolos, 25 uL de sangue foram coletados da porcao
distal da calda do animal para avaliarmos a producdo de lactato durante o
treino. As coletas foram feitas antes de iniciarmos a sessao de corrida (tempo
0), apos 15 minutos de corrida (tempo 15) e ao final do treino (tempo 30).

Analise lactacidémica

A anadlise lactacidémica foi realizada a partir de amostras de 25 pl de
sangue que foram coletadas da proximidade distal da cauda do animal em
capilar heparinizado apds o primeiro esforco e apdés o segundo esforco em
cada velocidade relacionada acima. Estas amostras foram imediatamente
transferidas a tubos de 1.5 ml, contendo 50 pl de solucdo de NaF a 1% e
armazenadas em gelo, para posterior leitura eletroenzimatica (YSL 2700 STAT,
Yellow Springs Co., EUA).

Protocolo de Treino

Os grupos CEC e OEC foram treinados abaixo do delta nulo a 90% da
carga critica, 30 minutos por dia, trés dias por semana, durante oito semanas.
O treinamento continuo consistiu em um unico estimulo de 30 minutos a 90%
do limiar anaerébio. Os grupos CEI e OEI foram treinados acima do delta nulo
a 120% da carga critica, 22 minutos por dia, trés dias por semana, durante oito

semanas. O treinamento intervalado consistiu na execucdo de 11 estimulos
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com 2 minutos de duracdo a 120% do limiar anaerdébio com intervalo passivo
de 1 minuto, totalizando 32 minutos de treinamento. As cargas foram
equiparadas levando-se em consideracdo a seguinte equacao adaptada do
estudo de LIRA ,(2010) [15]: Carga = tempo de estimulo X % do limiar
anaerdébio (Carga intervalado = 22 min X 122% = 2700 UA / Carga continuo =

30 min X 90% = 2700 UA).

Coleta do Material

Apos 1 hora da ultima sessdo de treinamento, 0s animais foram
anestesiados utilizando o anestésico pentobarbital sédico (40 mg/Kg peso
corpéreo) por via intraperitoneal. Em seguida procedeu-se a retirada do
musculo esquelético gastrocnémio, a eutanasia encerrou-se apos a retirada do
coracao.

Western Blotting

Amostras de musculo gastrocnémio foram retiradas e homogeneizadas
em tampao de imunoprecipitacdo contendo 137 mM de cloreto de sédio, 2.7
mM de cloreto de potassio, 1 mM de cloreto de magnésio, 0.5 mM de
ortovanadato de sodio, 1% de Triton X 100, 10% de glicerol, 20 mM de Tris
(pH 7.8), 0.2 mM de Fenilmetilsulfonilflior, 10 mM de fluoreto de sédio, 1 mM
de EDTA e 1ug/mL de aprotinina a 4°C. Os tecidos homogeneizados foram
entdo centrifugados a 12.000 rpm por 20 minutos. No sobrenadante, foi
determinada a concentracdo de proteinas utilizando o método de Bradford e
posteriormente realizada a determinacdo do extrato total. As analises de
proteinas intracelulares pela técnica de Western blotting estdo descritas a

seguir: O extrato total foi ressuspenso em tampéo de Laemmli, contendo 100
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mmol/L de DTT (Laemmli, U.K., 1970). Apos rapida fervura, foram aplicados
em gel de poliacrilamida para separacdo por eletroforese (SDS-PAGE). As
proteinas separadas em SDS-PAGE foram transferidas para membrana de
nitrocelulose em aparelho de transferéncia da BIO-RAD, como descrito por
SAAD et. al.,, 1997. A ligacdo de anticorpo a proteinas nao-especificas foi
minimizada pela pré-incubacdo da membrana de nitrocelulose com tampéao de
bloqueio (5% de leite em pdé desnatado; 10 mmol/L de Tris; 150 mmol/L de
NaCl; 0.02% de Tween 20) por duas horas. A membrana de nitrocelulose foi
incubada overnight com anticorpo especifico. Os anticorpos utilizados foram
anti-GAPDH (Santa Cruz Biotechnology, Inc.), anti-AMPKa2, antiphospho
AMPKa2-Thrl72 (Upstate, Biotechnology). Posteriormente, foi feita incubacgéo
com o anticorpo secundario (anti-lgG de coelho), marcado com enzima
peroxidase (HRP) (GE Helthcare, Amersham, UK), diluido 1:10000 em solugao
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 tampao PBS
1x e colocada em contato com 5 mL da reagéo de quimiluminescéncia (Luminol
1.1%, Acido. P-Cumarico 0.48%, Tris 1M (pH 8.5) 11.1%, H20 destilada) por 2
minutos e, posteriormente exposta ao Hyperfilm® (IGF — Corporation, New
Jersey, USA) para deteccdo das bandas resultantes. O filme foi ent&o
fotografado por uma camera do aparelho de fotodocumentacdo 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).
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Quantificacdo de RNAm do AMPKa2, PGCla, Glut4 e SOCS3

O RNA total das amostras do musculo gastrocnémio foi isolado com
Brazol (LGCBio Biotecnologia, Brasil), seguindo as recomendacfes do
fabricante. As concentracdes de RNA foram determinadas pela absorbancia a
260 nm. A pureza do RNA foi determinada mediante o calculo da relagdo de
absorbancia a 260 e 280 nm, bem como por coloracdo por brometo de etidio.
Para transcricdo reversa, 5 ug de RNA total foram submetidos a reacédo de
transcricdo reversa com primers randémicos para a sintese de uma fita de DNA

complementar ao mRNA (cDNA). Posteriormente, foi realizada a amplificacédo

dos fragmentos dos genes da AMPKa2 (Sense:5'-
AATAATGAACCAAGCCAGTG-3’ e Antisense:5’-
CTCCGCCATAATGTCGTATG-3), PGCla (Sense:5'’-

AAGACTATTGAGCGAACCT-3' e Antisense:5-TTGGAATTGACTGACTGACA-
3), GLUT4 (Sense:5-CCCCTCCAGGGCAAAGCAT-3 e Antisense:5'-
TCCTGGAGGGGAACAAGAA-3) e SOCS3 (Sense:5'-
CCTTTGAGGTTCAGGAGCAG-3' e Antisense:5’-
GTAGCCACGTTGGAGGAGAG-3’), por meio da reacao de polimerizacdo 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, foi utilizado o
software Scion Image (Scion Corporation, Frederick, Maryland, USA),
apropriado para esse fim. A expressdo dos genes foi normalizada pela

expressdo da proteina desidrogenase gliceraldeido 3-fosfato (GAPDH -
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Sense:5’-AAGACTATTGAGCGAACCTT-3’ e Antisense:5’-

TTGGAATTGACTGACTGACA-3)).

Anadlise estatistica

A normalidade dos dados foi confirmada pelo teste de Kolmogorov-
Smirnov. Para avaliar a sensibilidade a insulina apos oito semanas de dieta foi
utilizado o teste T ndo pareado. O teste T pareado foi utilizado para comparar
os valores de limiar anaerobio. A comparacéo dos valores de ganho percentual
de peso corporal, sensibilidade a insulina ap0s oito semanas de treino, da
expressao génica, conteudo e fosforilacdo das proteinas foi realizado o teste de
ANOVA one-way com post-hoc (Tukey) quando necessario. As diferencas entre
0s grupos foram consideradas significantes quando o valor de P < 0.05. O

pacote estatistico utilizado foi IBM SPSS Statistics 20.0 for Windows.

Resultados

A figura 1A e 1B apresentam os resultados obtidos durante a
caracterizacdo do treinamento desenvolvida na segunda e na sexta semana
respectivamente. Observa-se aumento significativo na producdo de lactato
apo6s 15 minutos de corrida, no entanto, as concentracdes permanecem
semelhantes até o final da sessdo de treinamento em para ambos 0s

protocolos.

Inserir Figura 1A e 1B

Para andlise do peso corpdreo, uma regressao linear foi plotada a partir
dos valores de peso dos animais e o coeficiente angular foi calculado em dois
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momentos: apos oito semanas de dieta hiperlipidica (figura 1A) e apés oito
semanas de treinamento (figura 1B). Foi observado aumento significativo no
peso corporal dos animais obesos (= 23% vs controle) apds oito semanas de
exposicdo a dieta hiperlipidica. Entretanto, o treinamento continuo e o
intervalado foram capazes de atenuar esse aumento (CEC -31.29, CEI -27.78%

vs CS e OEC -53.97% , OEI -43.75% vs OS)).

Inserir Figura 2

A Tabela 1 ilustra o peso corporal e peso de tecido adiposo dos animais
no dia do sacrificio. O grupo OS apresentou aumento de 20.7% no peso
corporal e 115.4% no peso de tecido adiposo em relagdo aos animais do grupo
CS. Apos oito semanas de treinamento, tanto continuo quanto intervalado, os
animais exercitados apresentaram peso corporal e quantidade de tecido
adiposo reduzido em relacdo aos grupos sedentarios (CEC=-23.25%, CEI= -
37.25% vs CS e OEC=-43.63%, OEI=-39.19% vs OS) .

Inserir Tabela 1

Em relacdo a sensibilidade a insulina observou-se que o grupo de
animais submetidos a oito semanas de dieta hiperlipidica (OS) apresentou
reducdo de aproximadamente 19% na constante de decaimento (Fig 2A). No
entanto apds oito semanas de treinamento continuo ou intervalado essa
alteracdo metabolica foi revertida em todos os grupos exercitados (CEC =
+35.53%, CEl = +17.62% vs CS; OEC = +152.68% e OEI = +108.72% vs OS )

(Fig. 2B).

Inserir Figura 3
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Ao avaliar a capacidade aerObia dos animais (Tabela 2), observou-se
gue oito semanas de ambos os protocolos foram suficientes para aumentar a
velocidade de limiar anaerdbio de todos os grupos (CEC=+18.91% e
CEI=+23.02%) e obesos (OEC=+27.53% e OEI=+26.37%) de maneira similar.

Inserir Tabela 2

Em relacdo ao conteudo proteico de AMPKaz2 (figura 3A), observou-se
aumento de 47% (P<0.05) no grupo CEC e 51% (P<0.05) no grupo CEI quando
comparados ao controle sedentéario (CS). Na figura 3B estdo apresentados os
valores de pAMPKao2. Os animais do grupo obeso sedentario (OS)
apresentaram reducdo de 39.25% (P<0.05) no conteudo de AMPKAQ2
fosforilada quando comparado ao grupo CS. No entanto, o treinamento
continuo bem como o intervalado aumentaram a atividade desta proteina nos
animais obesos exercitados (OEC=264.16% e OEI=299.31%; P<0.01) quando
comparados ao grupo OS.

Inserir Figura 4

Ambos os protocolos de treino aumentaram a expressdo da AMPKa2
(figura 4A) tanto para os grupos controles exercitados (CEC=70%, CEl= 72%,
P<0.01) quando comparados a CS quanto para 0s grupos obesos exercitados
(OEC=75%, P<0.01 e OEl =59%, P<0.05) quando comparados a OS. A
expressdo de PGCla (figura 4B) também esta aumentada em todos 0s grupos
exercitados quando comparados aos seus controles (CEC=62% e CEI=126%

vs CS, P<0.05; OEC=104% vs OS, P<0.05 e OEI=152% vs OS, P<0.01).
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Embora ndo apresente diferenca estatistica, os animais submetidos a
dieta hiperlipidica (OS), apresentaram reducéo de 15% na expressédo génica do
GLUT4 (figura 4C) em relacdo ao seu controle (CS). No entanto, apds oito
semanas de treinamento houve aumento na expressdo do GLUT4 de 53%
(P<0.05) no grupo OEC e 55% (P<0.05) no grupo CEI. O contetudo de SOCS3
(figura 4D) estad aumentado em 46% (P<0.01) no grupo OS quando comparado
ao CS. No entanto, ambos os protocolos de treinamento reduziram a expresséao
deste gene (CEC= -33% e CEI=-41% vs CS, P<0.05; OEC= -58% e OEI= -47
vs OS, P<0.001).

Inserir Figura 5

Discusséo

Alteracbes no perfil glicémico possuem forte relacdo com as
modificacdes fisioldgicas causadas pelo excesso de tecido adiposo devido a
producéo e liberacdo de proteinas de carater inflamatério como IL-6 e TNF-a.
Estas proteinas, denominadas citocinas, podem regular negativamente a
funcdo do receptor de insulina, diminui a capacidade de sinalizagdo deste
horménio restringindo a captacéo de glicose [16].

Em nosso estudo, apds oito semanas de exposicao a dieta hiperlipidica
observa-se que 0s animais do grupo obeso exibiram incremento de peso
corporal semanal superior aos animais do grupo controle (figura 2A) além de
apresentarem menor capacidade de captar glicose apos um estimulo insulinico
(figura 3A). Apesar da expressao génica de proteinas pro-inflamatoérias nao ter
sido avaliada apds as oito semanas de exposicao a dieta, podemos observar

uma relacédo inversa entre o aumento do peso corporal e a diminuicdo da
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sensibilidade a insulina, o que sugere dizer que o incremento do peso corporal
devido a um grande aumento na quantidade de tecido adiposo (Tabela 1), foi
suficiente para reduzir a sensibilidade a insulina perifericamente.

Sabe-se, no entanto que a pratica de exercicio fisico possui efeito
lipolitico, reduzindo o acumulo de tecido adiposo e citocinas pré-inflamatoérias
além de atuar na manutencdo da homeostasia glicidica, potencializando a
sinalizacdo da insulina [12,17]. Novos estudos apresentam resultados
promissores e sugerem que o exercicio fisico executado de forma mais intensa
possa atuar como medida eficaz e ndo farmacoldgica para o tratamento de
doencas crénico-degenerativas [18].

Diante disso, varios protocolos de treinamento que modulam a
intensidade e tempo de esforco vém sendo desenvolvidos na tentativa de
estabelecer a melhor dose-resposta para amenizar ou reverter patologias
causadas pelo estilo de vida sedentario e maus habitos alimentares [19,20,21].

No presente estudo, dois protocolos de exercicio desenvolvidos em
intensidades diferentes foram avaliados. Para que ndo houvesse diferenca na
guantidade final de trabalho executado, utilizamos a equacéo adaptada de Lira
(2010) para equipararmos as cargas de esfor¢co, desta maneira mesmo
treinando em intensidades diferentes o trabalho total (verificado através da
caracterizacdo do treinamento) durante cada sessdo de treinamento foi
semelhante (figura 1A e 1B).

A literatura atual aponta o treinamento intervalado como sendo igual ou
até mais eficiente para a reducéo do peso corporal, manutencédo e/ou aumento
da capacidade aerdbia [21] e reducdo de fatores de risco para doencas

cronico-degenerativas[18] quando comparado ao treinamento continuo de
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intensidade moderada. Segundo Gibala e colaboradores (2009) [22] quando o
treinamento intervalado é executado de maneira intensa pode provocar
aumento na atividade de enzimas mitocondriais, melhora a performance
durante atividades que dependem do metabolismo aerdbio, aléem de aumentar
0 conteudo de proteinas associadas ao transporte e oxidacdo de glicose e
acidos graxos.

Ao avaliarmos o incremento de peso corporal durante as oito semanas
de exercicio (figura 2B) e o perfil morfométrico dos animais (Tabela 1),
observa-se que os grupos controle sedentario e obeso sedentario (CS e OS)
continuaram aumentando o peso corporal até o dia do sacrificio. Vale ressaltar
gue o aumento no peso corporal dos animais do grupo OS ocorreu
essencialmente devido ao aumento da quantidade de tecido adiposo.

Por outro lado, o incremento do peso corporal dos grupos CEC, CEl,
OEC e OEl foi retardado e as quantidades de tecido adiposo foram reduzidas,
apos oito semanas de treinamento. Outro aspecto interessante a destacar é
gue apoOs as oito semanas de treino 0S grupos exercitados apresentaram
aumento na sensibilidade de maneira semelhante (figura 3B).

Além da manutencdo do peso corporal e aumento da sensibilidade a
insulina e captacdo de glicose, o exercicio fisico € capaz de melhorar a
capacidade aerobia, todavia, a magnitude desse efeito benéfico sobre o
metabolismo oxidativo é dependente da intensidade de esforco [23]. O
aumento do gasto energético diminui a taxa de ATP intracelular, ativa a via da
AMPK que por sua vez é capaz de modular a expressédo do transportador de

glicose 4 (GLUT4) [24] e biogénese mitocondrial por estimular a atividade do
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Coativador 1 alfa do receptor ativado por proliferador de peroxissoma (PGC1la)
[25].

Quando a capacidade aerobia é avaliada através do teste de duplos
esforcos (tabela 2) nota-se que, tanto os animais do grupo controle quanto os
animais do grupo obeso, de ambos os protocolos de treinamento, aumentaram
o limiar anaerabio.

E sabido que o gene promotor do GLUT4 possui dominio especifico para
a ligacéo dos seus fatores trancricionais, entre eles o Myocyte Enhancer Factor
2D (MEF2D) e PGCla [27]. O primeiro fator estd presente no nucleo celular
inibido por um dos membros da familia das histonas Deacetilases, a Histona
Deacetilases classe V (HDAC5) [28]. No entanto, a contracdo muscular
estimula a atividade da AMPK que por sua vez fosforila e desfaz a ligacao entre
o MEF2D e a HDACS5, permitindo a ligacdo do MEF2D no sitio especifico do
gene promotor do GLUT4 [28].

Além da AMPK, o PGCla também colabora no processo de sintese de
MRNA de GLUT4 [27]. Ao ser estimulado ele desempenha diversas funcoes,
uma delas é a de se ligar em um sitio especifico localizado no gene promotor
do GLUT4. Ambos eventos biolégicos sao fatores determinantes para o
aumento da expressao de glut4 através da contracdo muscular.

Assim, nossos resultados sugerem que ambos 0s protocolos de
treinamento, mesmo em intensidade diferentes, conseguem estimular a mesma
via metabdlica causando adaptacdes semelhantes. O treinamento continuo
bem como o intervalado, foram capazes de aumentar a velocidade de limiar de

todos os animais exercitados, além de potencializar a expresséao e atividade da
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AMPK do mesmo modo que também aumentou a sintese de mRNA do PGCla
e do GLUT4.

Outra implicacdo benéfica do exercicio fisico é o efeito lipolitico, capaz
de reduzir o tecido adiposo [5] e marcadores inflamatorios. As citocinas quando
liberadas na corrente sanguinea se ligam a receptores de membrana especifico
e desencadeiam uma cascata metabdlica conhecida com JAK/STAT que induz
a sintense da SOCS3 inibindo a atividade do receptor de citocinas e do
receptor de insulina [3,4].

Em nosso estudo os animais obesos sedentario apresentaram maiores
guantidades de tecido adiposo (tabela 1), menor capacidade de captacédo de
glicose (figura 3A) e significativo aumento na expressédo da SOCS3 (figura 5D),
sugerindo a possivel relacdo entre o consumo de comidas gordurosas,
aumento do tecido adiposo e instalacdo da resisténcia a insulina através do
aumento de marcadores inflamatorios.

No entanto, ap0s oito semanas de treinamento, todos os animais
exercitados apresentaram valores significativamente reduzidos. Vale ressaltar
gue mesmo ingerindo a dieta hiperlipidica durante as semanas de treinamento,
0s animais do grupo OEC e OEI reduziram a expressdo de mRNA da SOCS3
chegando a valores semelhantes aos dos grupos CEC e CEl.

Conclui-se que os animais sedentarios e expostos a dieta hiperlipidica
apresentaram expressivo ganho de peso corporal, aumento na quantidade de
tecido adiposo branco, reducdo na sensibilidade a insulina e aumento de
marcador inflamatorio. Contudo, apds oito semanas de ambos 0s protocolos de
treino tanto o peso corporal quanto as quantidades de tecido adiposo foram

reduzidas e a sensibilidade a insulina foi aumentada. Oito semanas de
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treinamento continuo ou intervalado foram suficientes para aumentarem a
capacidade aerébia dos animais exercitados a expressao génica de proteinas

envolvidas tanto no metabolismo da glicose quanto da biogénese mitocondrial.
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TABELAS

Tabela 1 — Valores morfométrico dos animais no dia do sacrificio

PESO PESO TECIDO
GRUPOS CORPORAL ADIPOSO
(9) (9)
CS 478,8 + 4,33 6,55+0,70
oS 577,5 + 16,89* 14,11+0,85*
CEC 417,6 + 16,06* 4,83+0,34*
OEC 4775+ 14,21% 7,53+0,93%
CEl 430,2 + 26,20* 4,11+0,34*
OEl 482,6 + 12,62% 8,58+0,71%

Tabela 2 — Valores de velocidade referente ao limiar anaerébio

Grupos Teste Velocidade de Limiar P A Limiar
(m.min™)
CEC TlvsT2 1554+1,61vs18,48+0,92 0,218 2,94
OEC T1vsT2 14,20+0,78vs 18,11 +0,63 0,002 3,91
CEl TlvsT2 12,38+0,68vs 15,23 +0,44 0,011 2,85

OElI TilvsT2 13,65+0,72vs17,25+0,72 0,009 3,6
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LEGENDAS DAS TABELAS

Tabelal : Peso corporal *P<0,01 vs CS; ®*P<0,01 vs OS; P<0,05 vs CEC;
*P<0,05 vs CEI. Tecido Adiposo: *P<0,05 vs CS; *P<0,001 vs OS; ¥P<0,001 vs
CEC; "P<0,001 vs CEIl (n = 7) Grupos Experimentais: Controle Sedentario
(CS); Controle Exercicio Continuo (CEC); Controle Exercicio Intervalado (CEI);
Obeso Sedentario (OS); Obeso Exercicio Continuo (OEC) e Obeso Exercicio
Intervalado (OEI).

Tabela 2 - T1: Foi feito apés oito semanas de dieta para determinar a
velocidade inicial de treinamento. T2: Foi feito apds oito semanas de
treinamento, antes da eutanasia. Os Valores de P foram determinados pelo
teste t pareado.

LEGENDAS DAS FIGURAS

Fig. 1 — Caracterizagédo do treino. Todos os dados foram apresentados como
média + EPM. A. Caracterizacdo da segunda semana de treino. *P<0.01 vs
CEC T-0; ®P<0.01 vs OEC T-0. “P<0.01 vs CEI T-0 e *P<0.01 vs OEIl T-0; B
Caracterizacdo da segunda semana de treino. *P<0.01 vs CEC T-0; ®P<0.05 vs
OEC T-0 e ®P<0.05 vs CEl, (n=6).

Fig. 2 — Regressao linear do peso corpéreo: Incremento do peso corporal
(g/semana) em animais controles e obesos. Todos os dados sé&o
apresentados como média + EPM. Em A. Valor do coeficiente angular ao longo
de oito semanas de dieta hiperlipidica. *P<0.001 vs CS, CEC e CEl, (n=6). B.
Valor do coeficiente angular ao longo de oito semanas de treino. **P<0.001 vs
CEC, OEC, CEl e OEIl; *P<0.01 vs SC; *P<0.05 vs CEl, (n=6).

Fig. 3 — Constante de decaimento da glicose por minuto (KITT). Todos os
dados sédo apresentados como média + EPM. A. kITT em oito semanas de
dieta. *P<0.05 vs SC. B. KITT ap0s oito semanas de treinamento. *P<0.01 vs
SC; ¥YP<0.01 vs OS, (n=6).
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Fig. 4 — Conteudo Proteico de AMPKa2 e fosforilagdo da AMPKa2. Todos
os dados foram apresentados como média + EPM e corrigidos pela expressao
de GAPDH. A. Conteudo de Proteina AMPKa2. *P<0.05 vs SC. B. Fosforilacdo
da AMPKa2. *P<0.01 vs SO; ®P<0.05 vs SC, (n=6).

Fig. 5 — Expresséao génica de AMPKa2, PGCla, GLUT4 e SOCS3.

Todos os dados foram apresentados como média + EPM e corrigidos pela
expressdo de GAPDH. A. Conteuddo de mRNA de AMPKa2. *P<0.01 vs SC;
?P<0.01 vs SO; ®P<0.05 vs SO. B. Contetdo de mRNA de PGC1a. *P<0.05 vs
SC; “P<0.05 vs SO; ®P<0.01 vs SO; C. Conteldo de mRNA de GLUTA4.
*P<0.05 vs SO; ®P<0.01 vs SO. D. Contetido de mRNA de SOCS3. *P<0.05 vs
SC; ?P<0.01 vs SC; ®P<0.01 vs SO, (n=6).
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