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APRESENTACAO:

Este modelo de dissertacdo € referente a pesquisa: “O
DESTREINAMENTO DE APENAS 4 SEMANAS PODE PIORAR CONDICOES
TECIDUAIS E SERICAS EM RATOS ALIMENTADOS COM DIETA
HIPERCALORICA” realizada no Laboratério do Grupo de Pesquisa em Fisiologia
(GPFIS) da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia — FCT/UNESP — Presidente
Prudente. De acordo com as regras do Programa de Pd4s-Graduacdo em

Fisioterapia, a presente dissertagéo esta dividida nas seguintes sessoes:

— Resumo/Abstract

— Introducéo Geral

Artigo 1 — “O DESTREINAMENTO FISICO CAUSA PERDA RAPIDA DE
BENEFICIOS METABOLICOS GERADOS PELO TREINAMENTO RESISTIDO
EM RATOS OBESOS”

Artigo 2 — “DESTREINAMENTO DE QUATRO SEMANAS MINIMIZA GANHOS
FUNCIONAIS EM TECIDO CARDIACO, HEPATICO E ARTERIA PULMONAR
DE RATOS TREINADOS E ALIMENTADOS COM DIETA HIPERCALORICA”

— Concluséo: conclusfes gerais da pesquisa.
— Referéncias: Referentes ao texto de Introducéao Geral.

— Anexo 1: Certificado da Comisséo de ética no uso de animais (CEUA).



RESUMO

Introducédo: Uma alimentacéo do tipo ‘jung-food” é cada vez mais frequente no
dia-a-dia da populacéo. Por possuir alto teor de sddio, agucar e gorduras, conduz
ao desenvolvimento de sobrepeso, obesidade, dislipidemias, hipertenséo,
disfuncdes mitocondriais e doencas hepéaticas e cardiovasculares. O treinamento
fisico € uma ferramenta muito utilizada no combate de desenvolvimento de todas
estas doencas, poréem nao estd claro na literatura se poderia evitar o
desenvolvimento de doencas na presenca de ingestdo de dieta hipercalorica e
se a cessacao do treinamento poderia afetar o efeito do treinamento fisico nesta
situacdo. Métodos: Foram utilizados 42 ratos machos Wistar divididos em:
Controle Sedentario (CS), Obeso Sedentério (OS), Controle Exercicio (CE),
Obeso Exercicio (OE), Controle Destreinado (CD), Obeso Destreinado (OD). Os
grupos obesos foram alimentados com uma dieta hipercalorica. Os grupos
exercitados realizaram treinamento resistido de 12 semanas, com cessacao do
treinamento na oitava semana para os destreinados. Foi feito o teste de
tolerancia a insulina (ITT) uma semana antes da eutanasia. Foram coletados
sangue para analises de triglicerideos e glicose, musculo séleo para expressao
de genes mitocondriais, e coracdo, pulméao e figado para analise histologica no
dia da eutanasia. Foram utilizados os testes Anova-One Way para comparagao
entre 0s grupos com pos-teste de Tukey, e teste de Kruskall Wallis para
resultados ndo paramétricos (Esteatose). Valores de P inferiores a 5% foram
considerados significativos. Resultados: Desde a quarta semana de intervencéo
OS apresentou maior peso corpoéreo (PC) (p<0,01). J4 os grupos destreinados
ganharam peso corporeo de forma rapida ap0s a oitava semana com a cessacao
do treinamento, tendo OD atingido PC semelhante ao do OS (p<0,0001). OS
também apresentou maior massa gorda (p<0,0001). A glicemia de jejum do
grupo CE foi menor quando comparado aos grupos CD e OD (p=0,0003). Na
analise do ITT, OS apresentou maior KITT (p=0,004) comparado aos grupos CD
e OD. Na andlise de expressdo de genes mitocondriais, o gene Mnsod
(p=0,0117) foi o Unico que sofreu regulacdo negativa com TR no grupo CE,
comparado aos grupos CD e OD. Os grupos CE e OE apresentaram aumento
na espessura ventricular esquerda em relacdo ao CS (p=0,0023), porém em
ventriculo direito foi observado aumento de espessura em OS em relacdo aos
grupos CS e CE, e em OD comparado ao CE (p= 0,0016), acompanhada pela
maior espessura de artéria pulmonar (p<0,0001). Esteatose hepéatica foi
encontrada nos grupos OS, OE e OD, com aumento na quantidade de
macréfagos em OS em relagdo a todos os grupos (p<0,0001). Conclusao: O
modelo de dieta hipercalorica de 12 semanas promoveu instalacéo da obesidade
comprovada pelo maior ganho de massa gorda, peso corpéreo e sensibilidade a
insulina aumentada, caracterizando a fase de incorporagdo da massa gorda,
efeitos esses minimizados com a implementagdo do treinamento resistido.
Porém, com o destreinamento de 4 semanas, houve a reversao desses ganhos,
capaz de aumentar a glicemia de jejum, reduzir sensibilidade a insulina, gerar
hipertrofia patolégica de ventriculo direito e esteatose, principalmente nos
animais obesos destreinados, cujos resultados se equipararam aos animais
obesos que nunca treinaram.

Palavras chave: Obesidade; Treinamento Resistido; Destreinamento
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ABSTRACT

Introduction: A jung-food type food is increasingly common, and has a high
sodium, sugar and fat content. The consumption of these foods leads to
overweight and obesity, and consequently diseases such as dyslipidemia,
hypertension, mitochondrial dysfunctions and liver and cardiovascular diseases.
Methods: Forty two male Wistar rats were divided in: Control Sedentary (CS),
Obese Sedentary (OS), Control Exercised (CE), Obese Exercised (OE), Control
Detrained (CD), Obese Detrained (OD). Obese groups were fed with hypercaloric
diet. Trained groups performed resistance training during 12 weeks, with
cessation of training in the eighth week. The insulin tolerance test (ITT) was done
one week before euthanasia. Blood was collected for serum analysis, soleus
muscle for expression of mitochondrial genes, heart, lung and liver for histological
analysis on the day of euthanasia. Anova-One Way tests were used to compare
the Tukey post-test and Kruskall Wallis test groups for non-parametric results
(Steatosis). P values below 5% were considered significant. Results: Throughout
the intervention period, the OS group gained the most weight. On the other hand,
the detrained groups gained body weight rapidly after the eighth week with OD
reaching final weight similar to OS (p <0.0001), which presented the highest
absolute fat mass (p <0.0001). The fasting glycemia of the CE group was lower
when compared to the detrained groups (p = 0.0003). In the ITT analysis, OS
animals showed higher kKITT (p = 0.004) when compared to the detrained groups.
Mnsod gene expression (p = 0.0117) was reduced in CE compared to detrained
groups. The CE and OE groups showed an increase in the left ventricular
thickness compared to CS (p = 0.0023), while right ventricle thickness was in OS
compared to CS and CE groups, and in OD group in relation to CE (p = 0.0016),
which was accompanied by a greater pulmonary artery thickness (p <0.0001).
Steatosis was found in OS, OE and OD groups with an increase in the amount
of macrophages in OS in relation to all groups (p <0.0001). Conclusion: The 12-
week hypercaloric diet model promoted obesity as a result of increased fat mass,
body weight and increased insulin resistance, characterizing a fat mass
concentration phase, the effects minimized with the implementation of resistance
training. However, with the 4-week detraining, there was a reversion to gains,
able to increase fasting glycemia, become responsible for insulin, generate
pathological hypertrophy of right ventricle and steatosis, especially in the
untrained obese, results were similar to obese animals who never trained.

Keywords: Obesity; Resistance Training; Detraining
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INTRODUCAO

A obesidade € caracterizada pelo excesso de peso promovido pelo
consumo calorico excessivo, associado a pouco gasto energético, constituindo
um dos maiores problemas de saude publica no mundo. Em 2016, cerca de 1,9
milhdes de adultos tinham sobrepeso e 650 milhdes ja eram obesos, com um
aumento de 14% no namero de criancas e adolescentes obesas entre 1975 a
20160, expondo esses individuos a maior chance de se tornarem adultos
obesos, predispondo a instalacdo de quadro de sindrome metabdlica (SM). A
SM é um conjunto de doengas metabdlicas tais como a obesidade, resisténcia a
insulina, diabetes tipo 2, dislipidemia, hipertenséo e doencas cardiovasculares e

hepaticas @.

O aumento progressivo do sopreso populacional é resultado da transicéo
no consumo alimentar, devido a0 aumento na ingestdo de carboidratos
refinados, adicdo de adocantes, 6leos comestiveis e alimentos de origem

animal®.

Esse consumo cronico de uma dieta rica em calorias, associado ao
comportamento sedentario € apontado como a principal causa da obesidade, e
ja foi relacionado a disfuncéo cardiaca, fibrose, doenca hepatica gordurosa néo
alcoolica, esteatose, inflamacéo “-7), estresse oxidativo e prejuizos na funcédo

mitocondrial ¢-10),

Nesse contexto em que o0 comportamento sedentario associado a uma
dieta hipercalorica € prejudicial a saude, a atividade fisica entra como um meio
de prevencéo e tratamento contra obesidade e as doencas que ela acarreta®?,

O treinamento resistido vem ganhando destaque por ser uma ferramenta util no
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controle do sobrepeso e suas consequéncias, podendo ndo somente manter a
composigdo corporal como melhorar fatores mitocondriais, como biogénese,
funcédo e dindmica mitocondrial®>13), Porém, com a cessacgdo do treinamento,
podem ou ndo ocorrer perdas nos ganhos adquiridos, com prejuizo na
homeostasia corpérea® 1% como ganho de peso e regressdo de hipertrofia
fisioldgica do ventriculo esquerdo(®). Compreendemos que o exercicio fisico leva
a adaptacoes fisioldgicas, com o destreinamento de 4 semanas espera-se uma

perda nessas adaptacoes, sejam elas completas ou parciais.

Maiores evidéncias do papel do destreinamento fisico na funcao
mitocondrial e suas consequéncias na composicdo corporal, cardiovascular e
hepatica em modelo de obesidade induzido por dieta sdo alvo de estudo
relevante nos dias atuais, considerando que a dieta industrializada é um

agravante da sociedade moderna.

Assim, este estudo teve como objetivo avaliar o efeito do destreinamento
fisico de quatro semanas na expressao de proteinas relacionadas a biogénese,
funcdo e dindmica mitocondrial, e sobre alguns parametros histomorfolégicos
cardiovasculares, hepaticos, pulmonares e bioquimicos em modelo animal

obeso induzido por dieta hipercalorica.
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O DESTREINAMENTO FiSICO CAUSA PERDA RAPIDA DE BENEFICIOS
METABOLICOS GERADOS PELO TREINAMENTO RESISTIDO EM RATOS
OBESOS

K.C.R. Gregorio?, C.P. Laurindo?!, A.C.R. Moreno?, P.M. Seraphim?

1 - Departamento de Fisioterapia, Grupo de pesquisa em Fisiologia, UNESP — Universidade
Estadual Paulista, Presidente Prudente, SP, Brasil

RESUMO

Introducdo: A obesidade é um problema de salde publica que afeta varios paises, levando
a consequéncias como doengas associadas as disfungdes mitocondriais. Métodos: Foram
utilizados 42 ratos machos Wistar divididos em: Controle Sedentério (CS), Obeso Sedentario
(OS), Controle Exercicio (CE), Obeso Exercicio (OE), Controle Destreinado (CD), Obeso
Destreinado (OD). Os grupos obesos foram alimentados com uma dieta hipercalérica. Os
grupos exercitados realizaram treinamento resistido de 12 semanas, com cessacao do
treinamento na oitava semana para os destreinados. Foi feito o teste de tolerancia a insulina
(ITT) uma semana antes da eutandasia, coleta de sangue para analise de glicose e musculo
séleo para expressédo de genes mitocondriais no dia da eutanasia. O teste de Anova-one way
foi utilizado (p<0,05) para comparacao entre os resultados. Resultados: O grupo OS ganhou
peso durante todo o periodo de intervengdes. J& os grupos destreinados ganharam peso
corpéreo de forma rapida depois da oitava semana com o OD atingindo peso final semelhante
ao do OS (p<0,0001), que apresentou maior massa gorda absoluta (p<0,0001). A glicemia de
jejum do grupo CE foi menor quando comparado aos grupos destreinados (p=0,0003). Na
analise do ITT, os animais OS apresentaram um maior KITT (p=0,004) quando comparados
com grupos destreinados. Na analise de genes mitocondriais da biogénese e da dindmica da
organela ndo foram encontrados resultados significantes entre os grupos, porém houve
reducdo na expresséo de Mnsod (p=0,0117) no musculo séleo do grupo CE em relacao aos
grupos destreinados. Concluséo: A dieta promoveu instalacdo da obesidade com maior
ganho de massa gorda em animais que nédo treinaram ou que cessaram o treinamento. O
destreinamento aumentou a glicemia de jejum, piorou sensibilidade a insulina, com aumento
rapido de ganho de peso e aumentou expressao de marcador de estresse oxidativo, sugerindo
que o destreinamento pode causar piora rapida no metabolismo corpoéreo.

Palavras chave: Obesidade; Mitocondrias; Treinamento Resistido; Destreinamento.
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INTRODUCAO

A obesidade vem aumentando cada vez mais em todo o mundo. Isso ocorre
principalmente devido a ma alimentacdo, associado ao aumento no consumo de

alimentos ultra processados (jung-food) com excesso de gorduras, sodio e agtcar®,

Esse aumento excessivo no peso corpéreo leva ao aumento de doencas
metabdlicas como resisténcia a insulina, diabetes tipo 2, dislipidemias, aterosclerose
e disfuncdes mitocondriais®. Greene et. al descreveu a dieta ocidental como capaz
de desregular a qualidade das mitocéndrias, atingindo de forma negativa a atividade
de PGC1-qa, o que evidencia a propensao de individuos obesos ou com sobrepeso as

disfuncGes mitocondriais® .

A mitocondria € uma organela com funcdo essencial nas caracteristicas
adaptativas aos estimulos fisiolégicos musculares®. Alguns estimulos como o
exercicio fisico, desencadeiam a biogénese mitocondrial®. O PGC-1a é uma proteina
reguladora envolvida na formacao de novas mitocdndrias e no controle da resposta
celular ao estresse oxidativo®. Na biogénese, o PGC-1a interage com fatores
respiratorios nucleares (NRF-1 e NRF-2), os quais sdo conhecidos por regular fatores
de transcricéo e replicagdo mitocondrial(” como o fator de transcricdo mitocondrial A
(TFAM), cujo papel é regular a expressdao do DNA mitocondrial (mtDNA) e outros
genes, como citocromo c oxidase (Cycs). Portanto, a quantidade de TFAM é
proporcional ao mtDNA, sendo um importante marcador de biogénese
mitocondrial®®). O éxido nitrico (NO) é um radical livre que pode ter participacdo na
biogénese através da ativacdo do Monofosfato ciclico de guanosina e consequente
ativacdo do PGC-1q, exercendo fungéo direta no metabolismo do musculo esquelético

e mitocondrial através da sinalizagdo do 6xido nitrico sintase (NOS)19),

16



Na dindmica mitocondrial estdo inclusos os processos de fuséo e fissdo, cujos
processos unem e separam mitocondrias. Essa dinamica € importante para manter a
renovacdo de componentes e a remocao de mitocéndrias danificadas através da

mitofagia(b,

Um dos meios para o tratamento e prevencédo da obesidade é o treinamento
resistido (TR)®?. O TR age como um mecanismos anti-inflamatério no organismo,
diminuindo o risco de complicacdes relacionadas a inflamacédo, como a resisténcia a
insulina e obesidade®3-19, além de estimular a biogénese mitocondrial em musculo
esquelético®®1?) através da agdo de proteinas quinase como a proteina quinase
ativada por AMP (AMPK). Essas proteinas podem participar de processos na
mudanca do tipo de fibra muscular, além de estimularem fatores e cofatores

transcricionais como o PGC1-a(18),

Em contrapartida, os efeitos positivos do TR estdo sujeitos a decair com a
cessacdo do exercicio, perdendo bruscamente a funcdo muscular adquirida®®).
Estudos em que ratos treinaram durante 8 semanas e cessaram o treinamento durante
4 semanas, houve inducéo ao transporte de glicose para producéo de acidos graxos
em adipdcitos na presenca de insulina®®, ganho de peso corpéreo de forma rapida
alcancando o peso de animais sedentarios, e hipertrofia de adipdcitos®@?. Todavia
esses indices de perda foram pouco explorados no ambito da biogénese e funcéo

mitocondrial em musculo esquelético apds cessacao do TR.

Sendo assim, o objetivo do estudo foi analisar o efeito do treinamento resistido
de 12 semanas em ratos submetidos a uma dieta hipercal6rica e as consequéncias
do destreinamento de 4 semanas em relacdo ao perfil bioquimico, grau de

sensibilidade a insulina e expressao de genes mitocondriais.
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MATERIAIS E METODOS

Todos os procedimentos a seguir foram previamente aprovados pelo Comité de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da UNESP,

campus de Presidente Prudente, sob o protocolo 01/2017.
Caracterizagao da Amostra

Foram utilizados 42 ratos machos Wistar pesando aproximadamente 200g,
provenientes do Biotério Central da Unesp — Botucatu. Os animais foram divididos de
forma aleatéria em 6 grupos: Controle sedentario (CS), Obeso sedentario (OS),
Controle exercitado (CE), Obeso exercitado (OE), Controle destreinado (CD), Obeso
destreinado (OD), com n=7. Os ratos permaneceram em gaiola plastica coletiva (30 x
16 x 19 cm) com 3 animais por gaiola no Biotério com temperatura ambiente
controlada (22+2° C), ciclos claro/escuro de 12/12 horas iniciado as 7:00h. Durante as
duas semanas iniciais 0s animais passaram pelo periodo de adaptacdo ao ambiente,
para posterior adaptacdo ao equipamento, teste de repeticdo méaxima, e

implementacéo da dieta hipercaldrica e treinamento resistido de forma simultanea.
Dieta Hipercaloérica (DH)

Durante 12 semanas, 0s animais dos grupos CS, CE e CD receberam agua e
racao padrao sem restricdo. Os animais dos grupos OS, OE e OD receberam a dieta
hipercal6rica composta por racdo padrao, refrigerante, agua, mortadela, bolacha e
chocolate branco, calculando 1200 Kcal por caixa, trés vezes por semana, com analise
semanal do peso corpoéreo (PC) até o dia da eutanasia, conforme estudo previamente

realizado(@?,
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Treinamento Resistido (TR)

O treinamento resistido foi realizado utilizando-se uma escada vertical em 80° de
inclinacdo (1,1 x 0,18m) e 6 mm entre os degraus, com area de descanso 20 x 20 X
20cm no topo do equipamento para descanso do animal ao final de cada escalada (1

minuto)®@3),

Antes do inicio do treinamento, para adaptar os animais ao equipamento foram
realizadas duas sessoes (intervaladas por 24h) de 4 repeticbes de escalada sem
carga. ApOs a adaptacao (24h) a carga maxima de treinamento foi determinada com
base no Teste de Repeticdo Maxima (1RM). Com o auxilio de anilhas de chumbo para
aplicacdo da carga, fixadas a extremidade da cauda do animal, iniciando-se com 50%
do peso do animal com acréscimo de 30g a cada escalada realizada com sucesso,
entre 4 e 9 séries para determinacdo, mantendo 2 minutos de descanso entre as
escaladas. O teste era interrompido quando o animal ndo conseguia escalar
voluntariamente apos a estimulagcdo caudal com discreto toque, determinando a carga

anterior a interrupgéo do teste de 1RM.

Apoés 72 horas da determinacgéo do teste de 1RM, o treinamento foi iniciado, 3
vezes por semana (segundas, quartas e sextas-feiras), 4 séries de escalada durante
12 semanas, iniciando-se com 50% da 1RM, e progredindo para 75%, 85%, 95% e

100%@.

Para a caracterizagcdo do destreinamento, os animais do grupo CD e OD
cessaram o treinamento apds a oitava semana de intervencdo, permanecendo sem

executar exercicio fisico intencional até a 122 semana.
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Teste de Tolerancia a Insulina (ITT)

Para a avaliagdo da sensibilidade periférica a insulina “in vivo”, foi realizado o
teste de tolerancia a insulina (ITT). O teste consiste na administracdo de insulina
regular, sendo avaliada a taxa de decaimento da glicose de 5 em 5 minutos ao longo

de 25 minutos.

Os animais ficaram 6 horas em jejum de 4gua e comida antes da realizacao do
teste. O sangue coletado por pung¢do caudal correspondendo ao tempo “zero” (basal)
da coleta. Posteriormente administramos uma injecdo intraperitoneal de insulina
regular na dose de 1 Ul / Kg de peso corporeo, sendo coletado sangue por punc¢ao
caudal nos tempos 5, 10, 15, 20 e 25 minutos apés injecdo, utilizando glicosimetro
(Biocheck, Brasil) para determinag&o da glicemia. Para realizagdo das coletas das
amostras de sangue, foi feita pequena seccao na extremidade distal da cauda dos

animais. O teste foi realizado uma semana antes da eutanasia.

Coleta do Material

Os animais foram anestesiados via intraperitoneal com os anestésicos Ketamina
(60 mg/kg peso corporal) e Xilazina (10 mg/kg peso corporal), apds 12 horas de jejum
e 24 horas apo6s a Ultima sessdo de treinamento. ApGs a auséncia do reflexo de
retirada da pata segundo o estimulo da dor, o musculo esquelético séleo, tecido

adiposo periepididimal e sangue foram coletados.

Os tecidos foram pesados para verificacdo de peso absoluto e relativo, no qual
0 peso absoluto € o peso em gramas do tecido total e para obtencdo do peso relativo
foram utilizados o peso corporeo dos animais e o peso absoluto tecidual na seguinte

formula: Peso Absoluto do tecido x 100 / Peso Corporeo Final.
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A Linha temporal representa procedimentos realizados ao decorrer de 12

semanas (Figura 1).

[ 8 SEMANA

7 SEMANA

1-2 SEMANA | 34 SEMANA 5-6 SEMANA

ADAPTACAQ | TREINO COM t TREINO COM TREINO COM TREING COM ?J%NF? rﬁh[; E? TREINO COM
AMBIENTE 50% DO RM + 75% DO RM + 85% D0 RM + 95% D0 RM + 5066 DIEP-%D[;;JTE;LB
EQUIPAMENTO + RM DH DH DH OH DESTREINO R EUTANASIA

Figura 1. Linha temporal com as intervencgdes.

Avaliacdo sérica de glicose

Para as analises séricas, o soro foi separado por meio de centrifugacdo
(centrifuga Eppendorf 5415R, Hamburgo - Alemanha) a 1.500 rpm durante 15 minutos
a 4°C e posteriormente refrigerado. Para verificacdo de Glicose, Kits Comerciais
(BIOCLIN, Minas Gerais - Brasil) foram utilizados, através de método enzimatico com
leitura de concentragcdo em espectrofotdmetro (CELM SB-190, Barueri - SP), em

505nm.

Andlise da expressédo de genes mitocondriais

A analise de expressdo de genes que codificam proteinas relacionadas a
biogénese (PGC-1lalfa, Nos3, MnSod, Cycs) e a funcdo (Tfam, Nrfl), fissdo (Fisl) e
fusdo (Mfn2) mitocondriais foi realizada em musculo esquelético oxidativo (m. séleo)
dos ratos, utilizando-se a técnica de RT-PCR em termociclador Techne (Cole Parmer,
UK). O RNA total foi isolado das amostras de tecido com Brazol (LGCBio Brasil-SP),
seguindo as instrugdes do fabricante. A fita de cDNA sintetizada utilizando-se 1ug de
RNA total, primers randémicos e enzima ImProm-Il Reverse Transcriptase (Promega,

EUA), no ensaio de transcriptase reversa, seguindo as instru¢des do manufaturante.
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Em seguida foi utilizada a técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para

amplificacdo dos genes que posteriormente foi visualizado através do gel de agarose

a 1,2% corado com brometo de etidio em transluminador com luz UV (KODAK

Molecular Imaging Software Version 4.0,2-User e Eletronic UV Transilluminator Ultra.

Lum. Inc. Nova lorque - EUA), em seguida as imagens foram fotografadas e avaliadas

pelo software gratuito Scion Image (Scion Corporation, Maryland - EUA.). Os primers

para cada gene foram obtidos por encomenda em empresa especializada (Sigma-

Aldrich. St. Louis, Missouri — EUA). As alteracBes na expressdo génica foram

avaliadas e normalizadas usando um gene constitutivo Gapdh (Tabela 1).

Tabela 1. Genes e respectivos Primers utilizados.

GENE
Pgcl-a
Tfam
Cycs
Nrfl
Mfn2
Fisl
Nos3
MnSod

Gapdh

SENSE 3’-5’

TGACTGGCGTCATTCAGGAG

TGATCTCATCCGTCGCAGTG

CTTGGGCTAGAGAGCGGGA

TACAAGGCGGGGGACAGATA

ATCTGGACCTGAATCGGCAC

TTTGAATACGCCTGGTGCCT

TGACCCTCACCGATACAACA

ACCGAGGAGAAGTACCACGA

CCTGGTATGACAATGAATATGG

ANTI-SENSE 5’-3’

CAGGGCAGCACACTCTATGT

TGCATTCAGTGGGCAGAAGT

CTCCCCAGGTGATACCTTTGT

ACTCCATCTGGGCCATTAGC

AGAGCAGGGACATCTCGTTTC

GCCTTTTCATATTCCTTGAGCCG

CGGGTGTCTAGATCCATGC

CCTGAACCTTGGACTCCCAC

AGGATACTGAGAGCAAGAGAGA

PB

84

205

259

94

123

164

64

285

122

NC

35

37

39

39

38

40

41

33

30

T°C

57°

55°

55°

55°

56°

56°

55°

55°

58°

NCBI

NM_031347.1
AJ312746.1
NM_012839.2
NM_001100708.1
NM_130894.4
NM_001105919.1
NM_021838.2
Y00497.1

NM_017008.4

PB= Pares de Base. NC= Numero de Ciclos; T°C= Temperatura de Anelamento; NCBI=Sequéncia de referéncia.

Anélise estatistica

Os valores foram expressos em média *

erro padrdo da média. Para a

comparacdo entre grupos foi utilizado o teste ANOVA, com pés-teste de Tukey.

Valores de P inferiores a 5% foram considerados estatisticamente significantes,

através do software Graphpad Prisma, verséo 6.0.
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RESULTADOS

O grupo OS obteve o maior peso corpOreo durante as 12 semanas de
intervencdo (Figura 2). Desde a 4° semana OS ja apresentava um aumento
significativo de peso (30%) em relacdo ao grupo CD (p=0,0106), mantendo esse
acréscimo no decorrer das semanas, chegando a ser significativo em relacao a todos
0s grupos controles (p=0,007). Porém, com a cessacao do treinamento, observou-se
gue os animais dos grupos destreinados adquiriram peso de forma mais rapida, com

OD atingindo PC final préximo ao do encontrado em OS (p=<0,0001).

600 1 x
E —®- cs
\; & CE
o
o
S - OE
o 200 - —4— CbD
n
o
o - obD
0 T T T T
0 SEM 4 SEM 8 SEM 12

Figura 2. Evolu¢do do ganho de peso ao longo de 12 semanas. Valores expressos em média dos
grupos: Grupos (CS) Controle sedentério, (CO) Controle obeso, (CE) Controle exercitado, (OE) Obeso
exercitado, (CD) Controle destreinado, (OD) Obeso destreinado. SEM 4: * p=0,0106 vs CD; SEM 8: **

p=0,007 vs CS, CE e CD; SEM 12: ** p=<0,0001 vs CS, CE, OE, CD; # p=<0,0001 vs OD.

Na analise do ITT, os animais OS apresentaram valor de KITT significantemente
maior (p=0,004) do que os grupos destreinados CD e OD (Figura 3). Embora nao
significante, os grupos CD e OD apresentaram menor KITT do que os demais grupos

CS, CE e OE. A glicemia de jejum apresentada pelo grupo OS atingiu valores mais
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elevados do que o grupo CE em 38%, e em 27% do que o grupo OE (p<0,0001). O
grupo CE mostrou indices menores quando comparados com o0s animais destreinados
CD e OD, em 32% e em 48%, respectivamente (p= 0,0003). O colesterol total ndo

variou entre os grupos (resultado ndo apresentado).

4- 250-
*
i *%k%k
< 37 =l
E * %200- ¢
5 E
S L ol | !
2’ o * %
E I $ 2 1501
= 11 o I
o T L) Ll T T T 100 T T T L} L] T
CS OS CE OE CD OD CS OS CE OE CD OD

Figura 3. A: Constante de decaimento da glicose (KITT) expressa em percentual de decaimento por
minuto, obtida no Teste de Toleréncia a Insulina (ITT) *p=0,0045 vs CD, OD; B: Valores médios
referentes a glicemia em jejum *p< 0,0001 vs CS,CE,OE e CD; **p=0,0003 vs CD e OD; ***p=0,0216
vs CS. Valores expressos em média * erro padrdo da média dos grupos: (CS) Controle sedentario,
(CO) Controle obeso, (CE) Controle exercitado, (OE) Obeso exercitado, (CD) Controle destreinado,
(OD) Obeso destreinado. N=7 animais por grupo.

Os pesos absoluto e relativo do musculo Séleo e do tecido adiposo sao
apresentados na Tabela 2. O grupo OS apresentou maior peso absoluto do musculo
séleo (p=0,0262), porém esse resultado nao foi encontrado no peso relativo muscular.
Esse grupo também apresentou maior massa gorda absoluta comparado aos demais
grupos, com aumentos de 67%, 55%, 36% e 77% comparados aos CS, CE, OE e CD,
respectivamente (p=<0,0001). Nota-se que o peso absoluto e relativo de tecido
adiposo dos grupos destreinados esta semelhante ao encontrado nos grupos

exercitados.
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Tabela 2. Peso absoluto e relativo do Musculo Sdleo e Tecido Adiposo (T.A).

Peso Absoluto Peso Relativo Peso absoluto Peso Relativo

M. Séleo (g) M. Séleo (g) TA (9) TA (9)
CS 0,286+0,020 0,067+0,004 5,500+0,421 1,285+0,085
oS 0,325+0,037*  0,060+0,007 15,06+1,330**  2,787+0,206***
CE 0,245%0,023 0,059+0,004 5,618+0,818 1,131+0,166

OE 0,209+0,013 0,047+0,002** 9,673+0,710# 2,049+0,122#
CD 0,250+0,021 0,065+0,004 3,414+0,168 0,876+0,044
OD 0,264+0,021 0,051+0,003 9,88+1,077# 1,920+0,168#

Valores expressos em média + erro padrdo da média dos grupos, (CS) Controle sedentério, (OS) Obeso
Sedentario, (CE) Controle exercitado, (OE) Obeso exercitado, (CD) Controle destreinado, (OD) Obeso
destreinado. *p= 0,0262 vs OE; **p= 0,0285 vs CS; *** p<0,0001 vs CS, CE, OE, CD, OD; # p<0,0001
vs CS, CE, CD. N= 7 animais por grupo.

Em relacdo aos genes de funcdo mitocondrial (Figura 4), ndo foi encontrada
diferenca significativa na expressao de Cycs, ja em MnSod houve reducao significante
no grupo CE comparado com OD e CD (p=0,0117) no musculo esquelético séleo e

aumento de 20% no grupo OD quando comparado ao OS.
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EEEEEL] cycs 259pb EEREEEd VinSod 285pb
_ 15 ELETET Gapdh 122pb 15 EEEEET Gapdh 122pb
= S
8 38 &
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< < £« I
x 3 0.5 Z 8 0.5
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3 3
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Figura 4 - Expressdo de genes da Fungdo mitocondrial no misculo esquelético sdleo. A: Cycs
(Citocromo c); B: Mnsod (Superéxido dismutase) * p=0,0117 vs CD, OD. Valores expressos em média
+ erro padrao da média N=7 animais por grupo.
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N&o foram obtidos resultados significativos na avaliacao de expressao dos genes
de fissdo (Fisl) e fusdo (Mfn2) (Figura 5), e dos genes da biogénese mitocondrial

(Nos3, Tfam, Nrf1 e Pgc1a) (Figura 6) no musculo soleo.
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Figura 5 - Expresséo de genes da Fusao e Fissdo mitocondriais. A: Mfn2 (Mitofusina 2); B: Fisl (Fissdo 1).
Valores expressos em média + erro padrdo da média. N= 7 animais por grupo.
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Figura 6 — Expressao de genes da Biogénese mitocondrial. A: Nos3 (Oxido Nitrico Sintase Endotelial); B:
Tfam (Fator de Transcrigdo mitocondrial A); C: Nrfl (Fator de Respiracdo Nuclear 1); D: Ppargc1a (PGC1a).
Valores expressos em média + erro padrdo da média. N=7 animais por grupo.
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DISCUSSAO

Uma dieta rica em gordura e agUcares associado ao sedentarismo € prejudicial
a saude, e tem como consequéncia além da obesidade, doengas como resisténcia a
insulina, diabetes tipo 2, doencas cardiovasculares e hepaticas®. Neste estudo, no
decorrer das 12 semanas o grupo OS atingiu o maior ganho de peso, corroborando
com estudos da literatura em que uma dieta rica em agucares e gorduras ofertada
cronicamente provoca aumento de peso em modelos murinos®%27), Em nosso estudo
foi ofertado um modelo de dieta hipercal6rica elaborado em nosso grupo de pesquisa,
contendo 1200kcal, em alimentos variados para estimular a ingestdo pelos animais,

sendo eficiente em induzir obesidade.

O treinamento fisico resistido imposto foi eficiente em manter o peso corpéreo
dos animais nos grupos controles, ja que o grupo CE apresentou o menor ganho de
peso comparado com o0s grupos obesos. De forma semelhante, os animais OE
atingiram valores muito préximos aos encontrados no grupo CE, sugerindo que
mesmo com consumo de uma dieta hipercalérica, a préatica de treinamento resistido
evitou o ganho exagerado de peso corpéreo neste modelo®829_ Apds a cessacdo do
treinamento, nas Ultimas 4 semanas de intervengdo, os grupos CD e OD adquiriram
peso de forma mais rapida, no qual os animais do grupo OD chegaram a pesos que
se aproximaram ao do grupo OS. Segundo Mazzucato et al (2012), o destreinamento
fisico de duas semanas ja é capaz de gerar ganho de peso mais expressivo, podendo
ser tao prejudicial quanto o sedentarismo. Em complemento, o peso do T.A do grupo
OS foi 0 maior encontrado entre 0os grupos avaliados no estudo, evidenciando que o
maior peso corporeo apresentado se deve principalmente ao grande acumulo de
massa gorda ao longo das 12 semanas de imposicdo da dieta hipercaldrica. Em

contrapartida, o destreinamento fisico parece ter causado ganho mais discreto na
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massa gorda, mesmo na vigéncia de dieta hipercalérica. E provavel que o ganho de
peso desses animais destreinados, sem grande alteracdo na adiposidade como
relatado®® possa ter ocorrido semelhantemente ao estudo realizado em ratos
destreinados por duas semanas, 0s quais também ndo apresentaram mudancas
significativas de triglicerideos circulantes, ressaltando que a pratica regular de

treinamento fisico resistido é benéfica no controle de peso®l .

Apesar da relacdo encontrada na literatura entre obesidade e resisténcia a
insulina®233), os resultados da constante de decaimento da glicose do teste de
tolerancia a insulina mostraram que o grupo OS apresenta valor maior de constante,
sugerindo captacédo de glicose mais intensa e, portanto, indicando que esses animais
poderiam estar mais sensiveis a acdo hormonal. Isso realmente pode ocorrer no
processo de desenvolvimento do tecido adiposo para completa instalacdo do quadro
de obesidade. Acreditamos, que os animais do estudo estivessem nesta fase de
desenvolvimento e, portanto, com sensibilidade a insulina aumentada apos as 12
semanas de dieta hipercaldrica. Outros modelos animais de obesidade evidenciaram
este quadro de maior sensibilidade a insulina durante o processo de instalacdo da
obesidade®. Contudo, ao avaliarmos o valor de glicemia de jejum no dia da
eutanasia, ao final das 12 semanas, foi detectado aumento nos grupos OS, CD e OD
gquando comparados aos demais grupos. Embora ndo tenhamos valores de
insulinemia deste momento, somados os resultados, acreditamos que os animais OS,
CD e OD podem estar comecando a apresentar alteragdes na sensibilidade a insulina.
Portanto, o aparente aumento da captacdo de glicose nos animais OS devido a
aplicacéo de insulina exdgena detectado no ITT pode ser correlacionada a etapa do
grande desenvolvimento da massa gorda, com provavel aumento do tamanho de

adipécito®®, pois a insulina € o hormonio que promove aumento de 20% na captacdo
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periférica de glicose em tecido adiposo e estimula a lipogénese nos adipocitos).
Assim, apesar de apresentar aparente aumento da sensibilidade a insulina no teste
ITT, este grupo apresenta valor elevado de glicemia de jejum, sugerindo possivel
inicio de resisténcia a insulina. Ja nos animais destreinados a reducao da massa gorda
com provavel reducdo de tamanho dos adipdcitos, acabou exacerbando o efeito de

menor sensibilidade a insulina.

Sabe-se que existe uma interligacdo entre a presenca de obesidade e a
disfuncdo mitocondrial®”). Autores ja relataram prejuizos na dindmica mitocondrial
com a implementacédo de dieta hipercaldrica em estudos com animais, demonstrando
diminuicdo nos marcadores de fusdo e/ou aumento nos de fissdo em tecido muscular
esquelético gastrocnémio®839, Por outro lado, o treinamento fisico resistido pode
manter o equilibrio dos processos de dindmica mitocondrial em condi¢cdes normais e

até mesmo minimizar os efeitos causados pela obesidade®?D.

Em nosso estudo ndo foram encontradas diferencas significativas entre a
expressdo de genes da biogénese e dindmica mitocondrial no musculo esquelético
oxidativo séleo. Heo et al.“9 avaliou aspectos mitocondriais em ratos exercitados e
expostos a dieta em diferentes muasculos, e encontrou resultados significativos em
musculo gastrocnémio, mas ndo no musculo séleo. Semelhantemente, em estudos
anteriores também foram encontradas alteracdes mais expressivas em musculo
gastrocnémio. Por isso, acreditamos que o Treinamento Fisico Resistido pode ser
uma ferramenta que melhora a expressdo de genes mitocondriais, mas em fibras
musculares especificas glicoliticas oxidativas, porém em fibras musculares oxidativas
presentes no musculo séleo este efeito ndo seja expressivo, 0 que pode ser justificado

pela periodizacdo ou pelo tipo de exercicio utilizado.
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Contudo, na andlise de expressdo do gene da Mnsod, enzima importante do
estresse oxidativo, encontramos uma menor expressdo no grupo CE quando
comparado aos grupos CD e OD, esse resultado corrobora com o descrito na
literatura“14?) e evidencia que o treinamento fisico pode ser benéfico para manter o
equilibrio na producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS), mantendo o
funcionamento normal das mitocéndrias. Uma disfuncédo na producdo de EROS e
antioxidantes como Mnsod, pode levar ao estresse oxidativo. EROS séo produzidos
como subproduto, na cadeia transportadora de elétrons (CTE) a partir do Oz que é
utilizado para a producdo de ATP ao fim da CTE“3). Sendo assim, o aumento na
expressdo de Mnsod encontrado nos grupos destreinados pode indicar possivel
aumento do estresse oxidativo com uma maior producdo de EROS e
consequentemente uma maior estimulacédo da atividade de MnSOD. Esse resultado
mostra que o destreinamento fisico pode ser tdo prejudicial quanto o sedentarismo na

instalacdo de quadros de estresse oxidativo.

Em resumo, o treinamento fisico resistido foi eficaz no controle de peso e da
glicemia, sem envolver alteracdes na expressao de genes mitocondriais em musculo
esquelético oxidativo. Por outro lado, a dieta hipercalérica imposta de 4 meses
provocou a obesidade, com elevacdo da glicemia de jejum, porém sem alterar
expressao de genes mitocondriais. O destreinamento gerou um ganho de peso mais
rapido, menor sensibilidade a insulina perifericamente, e discreto aumento na
expressao de marcador de estresse oxidativo, concluindo-se entdo que a cessacao

do treinamento resistido repentinamente pode levar a uma perda rapida dos beneficios

adquiridos.
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RESUMO

Introducdo: Uma das consequéncias da obesidade instalada é o surgimento de doenca
cardiovascular, com geracdo de aumento do volume sanguineo e do trabalho cardiaco
levando a uma remodelagdo cardiovascular. Além das complica¢des cardiovasculares, a
obesidade também pode levar ao acumulo de lipideos nos hepatécitos, gerando esteatose
hepatica. Por outro lado, o treinamento fisico € uma ferramenta importante na prevencéo
contra a obesidade e demais doencas decorrentes de sua instalagdo. Entretanto, alguns dos
beneficios promovidos pelo treinamento resistido podem se alterar, apés periodos de
inatividade fisica, ou destreinamento. Objetivo: Averiguar se o destreinamento de quatro
semanas afeta possiveis beneficios que o treinamento fisico pode gerar sobre perfil sérica
e histomorfometria cardiaca, pulmonar e hepatica em ratos alimentados por dieta
hipercalérica. Métodos: Foram utilizados 42 ratos Wistar, divididos em 4 grupos: Controle
Sedentario (CS), Controle Exercitado (CE), Controle Destreinado (CD), Obeso Sedentario
(OS), Obeso Exercitado (OE)e Obeso Destreinado (OD). Para animais obesos foi ofertada
uma dieta hipercalérica (D.H). O treinamento resistido (TR) foi realizado durante 12
semanas, com incremento de carga progressivamente, com cessacao na oitava semana
para os grupos destreinados. Foi coletado sangue para andlise de triglicerideos, o coracéo,
0 pulméo e o figado foram coletados para analise anatomopatoldgica. Foram utilizados os
testes de Anova-One Way para comparagao entre 0s grupos e com pos-teste de Tukey e
teste de Kruskall Wallis para resultados ndo paramétricos (Esteatose). Valores de P
inferiores a 5% foram considerados estatisticamente significantes. Resultados: O grupo OS
comparado aos demais grupos (p<0,0001) e o grupo OD comparado aos grupos CS, CE e
CD (p<0,0001) apresentaram maior peso corporeo ao fim do protocolo. Os grupos CE e OE
apresentaram aumento na espessura ventricular esquerda em relagdo ao CS (p=0,0023),
porém em ventriculo direito foi observado aumento de espessura em OS em relacdo aos
grupos CS e CE, e do grupo OD em relagdo ao CE (p= 0,0016). A espessura de artéria
pulmonar também estava aumentada nos grupos destreinados comparados ao CS
(p<0,0001), e no grupo OS comparado ao CS, CE e OE (p<0,0001). Os grupos OS, OE e
OD apresentaram esteatose hepatica e um aumento de triglicerideos circulante e uma
guantidade de macréfagos elevada em OS em relacdo a todos os grupos (p<0,0001).
Concluséo: A dieta hipercaldrica provocou esteatose e maior infiltracdo de macroéfagos no
figado. Por outro lado, o treinamento resistido realizado concomitante a ingestao de dieta
hipercalérica minimizou estes dois efeitos provocados pela dieta. Adicionalmente, o
treinamento resistido foi eficaz na prevencao de desenvolvimento de hipertensdo pulmonar
e de aumento exacerbado da massa adiposa e peso corpdreo mesmo na presenca de dieta
hipercaldrica. O destreinamento de 4 semanas impediu o surgimento desses beneficios
cardiopulmonares, independente da dieta associada.

Palavras chave: Obesidade; Treinamento Resistido; Destreinamento.
Cardiovascular; Esteatose.
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INTRODUCAO

O consumo de alimentos extremamente caloricos ricos em gordura, sodio
e acucar estao presente em refei¢des tipo “‘jung-food”, e o avanco da tecnologia,
induziu a populacdo ao sedentarismo, levando a um desequilibrio energético,
baseado no alto consumo energético e baixo gasto calorico tendo como

consequéncia o sobrepeso ou obesidade 2,

A obesidade é hoje um dos maiores problemas de saude publica no mundo,
atingindo paises desenvolvidos e em desenvolvimento, além de acarretar varias
outras doencas, como diabetes tipo 2, dislipidemias, doencas cardiacas e
hepaticas®. Todos esses fatos levam uma diminuicdo da qualidade de vida,

seguida de diminuicdo na expectativa de vida®>.

Tratando-se de doencas cardiovasculares (DC), mudangas na funcgéo e
estrutura cardiovascular sdo algumas consequéncias da obesidade, que gera um
aumento do volume sanguineo e do trabalho cardiaco levando a uma
remodelacdo cardiovascular®”). O estudo de Martins Fernando et al (2015)
mostrou que a dieta hipercaldrica leva a uma remodelacdo cardiaca em ratos

com aparecimento de hipertrofia e fibrose intersticial do miocardio®,

Além das complicacdes cardiovasculares, a obesidade também pode levar
ao acumulo de lipideos nos hepatdcitos, mais comumente chamada de
esteatose hepatica®19, e pode evoluir para doenca hepatica gordurosa ndo
alcodlica, podendo progredir para doengas mais graves como esteato-hepatite,

cirrose e cancer®?,
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Um tratamento simples e eficaz contra a obesidade e as doencas
associadas é o Treinamento Fisico Resistido®?14), capaz de promover
mudancas no perfil lipidico, diminuicdo de massa gorda, e consequentemente,

diminuicdo do peso corpéreo em individuos obesos®516),

Entretanto, os beneficios conduzidos pelo treinamento resistido estédo
sujeitos a decair, apds periodos de inatividade fisica, ou destreinamento, o que
pode ser tdo prejudicial quanto o sedentarismo. Estudos demostram que 0s
ganhos gerados pelo treinamento de resisténcia podem ser facilmente revertidos
apos algumas semanas de destreinamento, voltando ao estado pré-
treinamento@”:18), Bocalini et al (2010), demonstra que animais que realizaram
natacao durante oito semanas tiveram um remodelamento miocardico com maior
contracdo miocérdica, e apos duas ou quatro semana de destreinamento essas

adaptacées foram perdidas®®).

Portanto, o objetivo do estudo foi averiguar se o destreinamento de quatro
semanas afeta possiveis beneficios cardiovasculares e hepaticos promovidos
pelo treinamento resistido de oito semanas em ratos alimentados por dieta

hipercaldrica.
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METODOS

Todos os procedimentos a seguir foram previamente aprovados pelo
Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) local da Faculdade de Ciéncias e
Tecnologia da UNESP campus de Presidente Prudente, sob o protocolo

01/2017.

Quarenta e dois ratos machos Wistar pesando 200+50g, provenientes do
Biotério Central da Unesp — Botucatu, foram separados aleatoriamente em
grupos com n=7: Controle sedentario (CS), Obeso sedentario (OS), Controle
exercitado (CE), Obeso exercitado (OE), Controle destreinado (CD), Obeso
destreinado (OD), com 3 animais por gaiola. O experimento ocorreu no Biotério
Il da FCT — Unesp — Presidente Prudente com temperatura de 22+2° C, ciclo
claro/escuro de 12/12 horas. Nas duas semanas iniciais 0os animais ficaram em
periodo de adaptacdo ao ambiente, passado as duas semanas 0s animais foram
submetidos a adaptacdo ao equipamento de escalada, teste de repeticédo

maxima e inicio da dieta hipercalérica e do treinamento resistido.
Dieta Hipercal6rica (DH)

Os animais receberam agua e racdo padrdao a vontade durante 12
semanas. Os grupos que recebiam a dieta hipercaldrica (OS, OE e OD) recebiam
além da agua e racdo padrdo, refrigerante, mortadela, bolacha e chocolate
branco, com base num calculo de 1200Kcal por caixa, 3x por semana. Foram
avaliados peso corpéreo (PC) e ingestdo caldrica até o dia da eutandsia,

conforme estudo ja desenvolvido®9,
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Treinamento Resistido (TR)

Foi realizado treinamento resistido utilizando-se escalada em escada
vertical em 80° de inclinagéo (1,1 x 0,18m) com 6 mm entre cada degrau, com
area de 20 x 20 x 20cm no topo do equipamento para descanso de 1 minuto ao

final de cada escalada®@b.

Para adaptar os animais ao equipamento, foram realizadas duas sessfes
com um intervalo de 24 horas entre elas, em que 0s animais escalavam 4 vezes
sem nenhum tipo de carga imposta. Vinte e quatro horas apos a adaptacédo a
carga maxima de treino foi determinada com base no Testes de uma Repeticédo
Méaxima (1RM). Anilhas de peso foram usadas para aplicacdo da carga, fixadas
a extremidade caudal do animal, primeiro com 50% do peso do animal de carga,
acrescentando 30g a cada escalada bem-sucedida, sendo 4 ou 9 séries para
determinacdo, com um descanso de dois minutos entre cada escaladas. A
interrupcdo do teste ocorria quando o animal ndo conseguia mais subir, mesmo
com estimulacdo caudal, entdo a carga anterior a interrupcdo do teste era

determinada como RM.

Determinado o RM de cada animal, iniciamos o treinamento depois de 72
horas. O treinamento ocorreu durante 12 semanas, sendo realizado 3 vezes por
semana (segunda-quarta-sexta) com 4 séries de escalada, no inicio com 50%

da RM, progredindo para 75%, 85%, 95% e 100%®2).

O destreinamento foi avaliado a partir da 82 semana, quando os grupos CD
e OD cessaram o treinamento resistido durante as 4 semanas restantes de

experimento.
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Coleta do Material

Para anestesiar os animais foi utilizado os anestésicos Ketamina (60 mg/kg

peso corporal) e Xilazina (10 mg/kg peso corporal) por via intraperitoneal. Os

animais permaneceram em jejum de 12 horas, a Ultima sesséo de treinamento

tinha ocorrido 24 horas antes. O tecido adiposo periepididimal, coracao, pulméo

e figado foram coletados apds a auséncia do reflexo de retirada da pata segundo

o estimulo da dor. A Linha do tempo representa procedimentos realizados ao

decorrer de 12 semanas (Figura 1).

1-2 SEMANA 3-4 SEMANA 5-6 SEMANA 7 SEMANA

TREINO COM TREINO COM TREINO COM TREINO COM
50% DO RM + 75%D0 RM + 85% D0 RM + 95% DO RM +
DH D.H D.H DH

AMBIENTE
EQUIPAMENTO +RM

Figura 1 - Linha temporal com as intervengdes.

Avaliagao sérica de triglicerideos

DORM +DH/ | o | TRENO COM

INICIO DO 100% DO RM +

DESTREINO DH+ DESTREINO | | EUTANASIA

Para a analise sérica, o soro foi separado por meio de centrifugacéo

(centrifuga Eppendorf 5415R, Hamburgo - Alemanha) a 1.500 rpm durante 15

minutos a 4°C e posteriormente refrigerado. Para verificacdo de triglicerideos,

Kits Comerciais (BIOCLIN, Minas Gerais - Brasil) foram utilizados, através de

método enzimatico com leitura de concentracdo em espectrofotdmetro (CELM

SB-190, Barueri - SP), em 505nm.
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Andlise anatomopatoldgica

Coracgdo, pulmédo e figado foram coletados apds a eutanasia. Apos a
retirada, o coragdo foi seccionado em corte coronal ao nivel dos ventriculos e
atrios, e metade foi submetida a processamento histolégico. O figado foi

seccionado em cortes transversais.

Os cortes foram fixados em formol tamponado a 10% (Cinética Industria
Quimica, Sao Paulo, Brasil) durante 24 horas e submetidos a processamento
histolégico habitual, com inclusdo em parafina (Dinamica Reagentes Analiticos,
Sédo Paulo, Brasil). Cortes de 5u foram obtidos e corados pelo método de
hematoxilina-eosina (HE) (Dolles, Sdo Paulo, Brasil) e cortes de coragcdo por
tricrémio de Masson (Merck KgaA, Darmstadt Alemanha) para quantificacdo das
fibras colagenas (andlise fractal) e pelo método PAS-Azul de Alcian (Merck,

Germany) para a avaliacdo da espessura das artérias pulmonares.

A confeccdo das laminas foi realizada no Laboratério de Anatomia
Patologica da Universidade do Oeste Paulista (UNOESTE), localizado no

Campus | de Presidente Prudente, SP.

A andlise anatomopatolégica foi cega e realizada por um unico observador

experiente, utilizando-se microscopio éptico comum (NIKON Labophot, Japéo).

No pulmao, a medida da espessura das artérias pulmonares foi realizada
em duas areas da artéria pulmonar, utilizando um sistema de analise de imagem
Leica Application Application Suite LAS 4.2.0 (Leica Microssistems, Suica) em

um aumento de 400x na coloragéo de PAS.
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A espessura da parede do ventriculo foi determinada pela espessura da
parede ventricular nos niveis papilares. Para medir a espessura da parede livre
do ventriculo direito (VD), do septo interventricular e da parede livre do ventriculo
esquerdo (VE), foram realizadas duas medidas de cada imagem utilizando-se o
sistema de andlise de imagem Leica Application Suite LAS 4.2.0 (Leica

Microssistems, Suica) em um aumento de 40x 23,

Dimensao fractal

Para a andlise da dimenséao fractal do VD e VE, as laminas fotografadas
passaram pelo processo de binarizacdo e pelo método de box-counting,
utilizando o software Image J (Instituto Nacional de Saude, Estados Unidos —

NIH), disponivel online (http://rsbweb.nih. gov/ij/) gratuitamente.

O software ImageJ considera o box-counting em duas dimensdes,
permitindo a quantificacdo da distribuicdo de pixels nesse espaco. A andlise
fractal das laminas histolégicas € a relacdo entre a resolucéo e a escala avaliada,
considerando como resultado: DF= (Log Nr/ log r-1), sendo Nr a quantidade de
elementos iguais necessarios para preencher o objeto original e r a escala
aplicada ao objeto. Com isso, a dimensao fractal calculada com o software

ImageJ ficar4 sempre entre 0 e 2, ndo distinguindo texturas diferentes.

No figado foi avaliada a presenca e tipo de esteatose (O=ausente, 1=
presente: microvesicular e/ou macrovesicular). Além da contagem das células
de Kupffer em 10 campos de grande aumento (CGA), o que corresponde a cerca

de 1mm2, de cada amostra®4,
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Anélise estatistica

Os valores foram expressos em média + erro padrdo da média. Para a
comparacao entre grupos foi utilizado o teste ANOVA one-way , com pdés-teste
de Tukey e teste de Kruskall Wallis para resultados ndo paramétricos
(Esteatose). Valores de P inferiores a 5% foram considerados estatisticamente

significantes através do software Graphpad Prisma, verséo 6.0.
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RESULTADOS

Na andlise de peso corpdreo, os animais do grupo OS apresentaram maior
peso ao fim do protocolo, com significancia para os grupos CS, CE, OE e CD
(p<0,0001). Porém, o grupo OD estava com peso 6% menor comparado ao
grupo OS, mostrando significancia em relacdo a CS, CE e CD (p<0,0001).
Concomitante ao peso corpéreo mais elevado, observamos no consumo calérico
que os animais OS e OD apresentaram maior ingestdo (p<0,0001), e CE
apresentou menor ingestao calérica comparado aos grupos CS, OE, CD e OD

(p<0,0001) (Tabela 1).

Quando avaliados os pesos absoluto e relativo de tecido adiposo
epididimal, foram encontrados maiores valores nos grupos dieta OS, OE e OD
em relacdo aos grupos controle CS, CE e CD (p<0,0001), com énfase para o

grupo OS, que foi significativo (p<0,0001) em relacéo a todos os demais grupos.

Tabela 1. Parametros morfoldgicos dos animais ao final de 12 semanas.

CSs 0os CE OE CD oD
Peso Corpéreo 426,0+14,1 537,7+15,7* 396,3+13,9 447,6+15,1  392,9+20,3 509,1+19,9**
Final (g)

Ingestéo 732,4+13,1  1019+21,0* 586,5+56,1" 782,2+32,8  705,2+16,1  865,2+21,8#
Caldrica (Kcal)

Peso Absoluto 5,50+0,4 15,0+1,3* 5,61+0,8 9,67+0,7** 3,41+0,1 9,88+1,0**
T.A (Q)

Peso Relativo 1,28+0,0 2,78+0,2* 1,13+0,1 2,04+0,1** 0,87+0,0 1,92+0,1**
T.A(9)

Valores expressos em média + erro padrdo da média dos grupos: Controle sedentario (CS), (CO)
Controle obeso, Controle exercitado (CE), Obeso exercitado (OE), Controle destreinado (CD),
Obeso destreinado (OD). Peso final dos animais: *p<0,0001 vs CS, CE, OE e CD **P<0,0001
CS,CE e CD. Ingestéo caldrica semanal durante 12 semanas: *p<0,0001 vs CS, CE, OE, CD e
OD; **p<0,0001 vs CS, OE, CD e OD; #p<0,0001 CS e CD. Peso absoluto e Relativo de Tecido
Adiposo: * p<0,0001 vs CS, CE, OE, CD, OD; ** p<0,0001 vs CS, CE, CD.
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Na Figura 2, os grupos exercitados CE e OE apresentaram uma espessura
14% e 15% maior de ventriculo esquerdo com rela¢do ao grupo CS (p=0,0023).
Ja no ventriculo direito, o grupo OS apresentou uma maior espessura comparado
aos grupos CS e CE (p=0,0016), ao mesmo tempo que OD apresentou aumento
significante em relacdo ao CE (p=0,0016). Também podemos notar um aumento
de 33% e 25% na espessura de septo interventricular nos animais OS em relagéo
a OE e CD (p=0,0004), e uma maior espessura de artéria pulmonar em relacdo
aos grupos CS, CE e OE (p<0,0001). A0 mesmo tempo que 0S Qrupos
destreinados CD e OD também obtiveram uma maior espessura de artéria

pulmonar, mas somente comparados ao grupo CS (p<0,0001).
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Figura 2 - A) Espessura do ventriculo esquerdo. *p=0,0023 vs CS. B) Espessura do ventriculo
direito. *p= 0,0016 vs CS e CE; **p=0,0016 vs OD. C- Espessura do septo intraventricular.
*p=0,0004 vs OE e CD; D- Espessura da artéria pulmonar. *p<0,0001 vs CS, CE e OE;
**p<0,0001 vs CS. Valores expressos em média + erro padrdo da média dos grupos: Controle

sedentario (CS), (CO) Controle obeso, Controle exercitado (CE), Obeso exercitado (OE),
Controle destreinado (CD), Obeso destreinado (OD).
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Na Figura 3, na analise do ventriculo esquerdo, é possivel observar que o
grupo CD apresentou valores elevados de dimenséao fractal em comparacao aos
grupos OS, CE e OE (p=0,0018). J4 na avaliacdo do ventriculo direito, o grupo
CE mostrou valores menores na dimenséao fractal em relagdo aos grupos OS,

CD e OD (p<0,0001).
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Figura 3 — A) Dimensao fractal do ventriculo esquerdo. *p=0,0018 vs OS, CE e OE. B) Dimenséo
fractal do ventriculo direito. *p= 0,0001 vs OS, CD e OD **p=0,0001 OE e CS. Valores expressos
em média + erro padrdo da média dos grupos: Controle sedentario (CS), (CO) Controle obeso,
Controle exercitado (CE), Obeso exercitado (OE), Controle destreinado (CD), Obeso destreinado
(OD).

Na analise da presenca de células de Kupffer (macréfagos) nos hepatécitos
da Figura 4, o grupo CS foi o que apresentou menor infiltracdo comparado com
os demais grupos (p<0,0001). J& os animais OS apresentaram maior infiltracdo

de macréfagos, alcancando um aumento cerca de 43%, 16%, 15%, 24% e 19%

em relacdo a CS, CE, OE, CD e OD, respectivamente (p<0,0001).
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Figura 4 - A) Células de Kipffer. *p<0,0001 vs CS, CE, OE, CD e OD; p<0,0001 vs CS. B)
Imagem tipica de corte histolégico corado com (HE), para contagem de células de Kupffer nos
hepatocitos. Valores expressos em média *+ erro padrdo da média dos grupos: Controle
sedentério (CS), (CO) Controle obeso, Controle exercitado (CE), Obeso exercitado (OE),
Controle destreinado (CD), Obeso destreinado (OD). Imagem histolégica de tecido hepatico,
as setas indicam os macro6fagos.

Ainda na analise hepdtica foi encontrado esteatose (figura 5) nos grupos
que receberam a dieta hipercalérica OS, OE e OD, com aumento significativo
para os grupos OS e OD em relagédo a CS, CE, CD (P<0,0001). A esteatose
observada nos grupos OS e OD eram de maneira difusa, abrangendo a maior
parte do parénquima hepético. Poucos quadros focais foram encontrados nos
animais OE, abrangendo 60% e 40% menos animais que OS e OD, mesmo que

nao significativos.

A figura 6 apresenta valores de analise sérica de triglicerideos, podemos
observar um aumento no grupo OS em relagédo aos grupos CS, CE, OE e CD
p= 0,6072. E mesmo nao sendo significativos 0s outros grupos que receberam
a dieta hipercalérica (OE e OD) também apresentaram valores elevados de

triglicerideos circulante.
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Figura 5 - A) Parénquima hepético sem alteracbes. B) Esteatose micro vesicular do tipo difusa.
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Figura 6. Valores de triglicerideos (mg/dl). *p=0,6072 vs CS, CE, OE e CD. Valores expressos em
média * erro padrao da média dos grupos: Controle sedentario (CS), (CO) Controle obeso, Controle
exercitado (CE), Obeso exercitado (OE), Controle destreinado (CD), Obeso destreinado (OD).
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DISCUSSAO

A obesidade causa aumento de peso, e pode levar a varias outras doencas,
e, consequentemente, a uma diminuicdo na qualidade e expectativa de vida®>,
O protocolo de dieta utilizado nesse estudo foi eficiente para gerar obesidade
nos animais que nao treinaram concomitantemente a ingestao hipercaldrica.
Quando observamos que o peso corpoéreo final dos animais OS foi semelhante
ao encontrado em OD, sugere-se que o destreinamento fisico associado a dieta
hipercalorica leva ao maior ganho de peso, e que o protocolo de treinamento
resistido foi eficiente para o controle de peso dos animais, ja que o grupo OE
mostrou peso corporal final semelhante ao encontrado no grupo CE. Esse
aumento de peso é confirmado pelo fato da ingestao calérica estar aumentada

também nos grupos OS e OD, o que vai ao encontro da literatura®®),

Além de mudancas no peso, a dieta hipercaldrica pode levar a remodelagéo
cardiaca e alteragGes hepaticas®2%. Em nosso estudo o aumento na espessura
do ventriculo esquerdo foi maior nos grupos CE e OE, sugerindo uma hipertrofia
fisiologica do ventriculo esquerdo provavelmente devido a pratica de um
treinamento fisico resistido. Essa hipertrofia foi menor nos grupos destreinados
sugerindo que as adaptacfes impostas pelo treinamento resistido no ventriculo

esquerdo desapareceram com as 4 semanas de destreinamento?7:28),

A obesidade também pode gerar danos na estrutura dos ventriculos, e
funcéo sistolica e diastdlica, por conta da carga exercida levando a um maior
risco de desenvolvimento de doencgas cardiovasculares, como descreveu
Gongalves et al (2016), cuja dieta hipercaldrica durante 6 semanas em ratos

levou a remodelacdo cardica com hipertrofia, fibrose e disfuncéo diastdlica®?.
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Em nossos resultados, o grupo OS apresentou uma maior espessura de septo
intraventricular em relacdo a todos os outros grupos, acompanhado de uma
maior espessura de ventriculo direito (VD), sugerindo uma hipertrofia patologica
do VD. Isso pode ser justificado pelo aumento na espessura da artéria pulmonar,
sugerindo entdo que a artéria pulmonar desses animais estava hipertrofiada, e,
provavelmente, fazendo com que o VD trabalhasse mais para manter o débito
cardiaco, aumentando a pos-carga e levando a uma adaptacdo compensatéria
do VD o que, em longo prazo, poderia levar a uma insuficiéncia cardiaca e morte
do animal®%31), Ao avaliarmos estes parametros nos animais OD, observamos
que apds a cessacdo do treinamento houve aumento de espessura de VD em
comparagcdo ao grupo CE, e que, mesmo ndo apresentando diferenca
significativa, ha um visivel aumento de espessura em CD. Em complemento, na
analise da artéria pulmonar, os grupos destreinados apresentam maiores valores
em relacdo ao CS. Assim, acreditamos que o destreinamento per se pode ter

influenciado a sobrecarga imposta ao VD nos animais destreinados.

Na andlise de dimenséo fractal o aumento encontrado nos grupos OS, CD
e OD vai ao encontro com os resultados de espessura ventricular direita e
arterial. Ao mesmo tempo em que o treinamento resistido foi capaz de manter
niveis mais baixos no grupo CE, mostrando o efeito da dieta hipercalérica
associada ao sedentarismo e ou ao destreinamento. No que diz respeito as
alteracdes morfologicas cardiacas induzidas por disfungées, ja foi comprovado
que a dimenséo fractal € um método bastante eficiente®?. Esse aumento na
dimensao fractal pode estar relacionado a um tecido mais denso e fibroso, ja que

nesse estudo foi utilizado para a analise de fibras colageno(2),
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Na avaliagdo hepdtica, foi possivel notar que apenas os grupos que foram
alimentados com uma dieta hipercaldrica apresentaram esteatose, como ja foi
relatado na literatura®4. Entretanto, quando verificamos o tipo de esteatose
concluimos que os animais OS e OD apresentavam esteatose difusa, enquanto
OE continha poucos animais com esteatose focal, mostrando a eficiéncia do
treinamento resistido em minimizar a instalacdo da esteatose. Sabe-se que a
doencga hepatica gordurosa ndo alcoodlica esta associada a obesidade e as
doencas metabdlicas que ela acarreta devido ao acumulo excessivo de
triglicerideos nos hepatécitos®®, incluindo o avanco da doenca associado a
quadros inflamatérios gerando fibrose tecidual, cirrose e até mesmo cancer®®),
Os grupos que receberam dieta hipercaldrica também apresentaram niveis mais
elevados de triglicerideos circulantes em relagdo aos demais grupos do estudo,

sugerindo correlacdo com a esteatose hepética.

Em estudos da literatura encontramos diversas associacdes de quadro
inflamatorio relacionado a obesidade®”). Como apresentado, o grupo OS foi o
anico que se diferenciou estatisticamente dos demais, com um numero
exacerbado de macréfagos no parénquima hepatico. Mesmo que néo tenha sido
avaliado processo inflamatério, acreditamos que isso se deva a esteatose
encontrada nos animais, ja que o acumulo de tecido adiposo esta diretamente
associado com aumento de radicais livres, maior infiltracdo de macrofagos e

aumento de citocinas pré inflamatorias, conduzindo a um quadro de inflamacao

tecidual®®, que podera evoluir para um quadro de esteatohepatite.

Conclui-se que apesar do treinamento resistido ser benéfico no controle
de peso, hipertrofia cardiaca fisiol6gica, aumento compensatoério de espessura
ventricular e menor infiltracdo de macrofagos no figado, o destreinamento de 4
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semanas parece ter piorado o quadro de hipertensdo pulmonar e hipertrofia

cardiaca, independente da associagdo a dieta hipercaldrica.
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CONCLUSAO

O treinamento resistido em escada foi eficiente em reduzir ganho de peso
corporeo e melhorar perfil bioquimico de ratos alimentados com dieta
hipercaldrica, gerou hipertrofia fisiologica cardiaca, mas ndo foi capaz de evitar

0 aparecimento de quadro de esteatose promovido pela dieta.

O destreinamento de 4 semanas foi capaz de reverter todos os beneficios
alcancados através do treinamento resistido em tecido cardiaco e arterial

pulmonar, no perfil bioquimico, e acelerou ganho de peso corporeo.

Portanto, acreditamos que, considerando a velocidade de desenvolvimento
de um quadro prejudicial a saude, destreinar tem um efeito mais negativo do que
ser sedentario sobre perfil bioquimico, funcionalidade de tecido cardiaco e artéria

pulmonar.
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ANEXO 1

Certificado da Comisséao de ética no uso de animais (CEUA)

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp'%' J0LIO DE MESQUITA FILHO”

Campus de Presidente Prudente

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Efeito da Cessacao de Treinamento
Resistido sobre a Expressao de Proteinas do Metabolismo Mitocondrial em
Tecido Adiposo e Misculo Esquelético de Ratos Obesos”, protocolo n°
01/2017 sob responsabilidade de Patricia Monteiro Seraphim que envolve a
produgdo, manutengdo e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata ( exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica(ou ensino)
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n°® 11.794, de 8 de outubro de
2008, do Decrteo n° 6899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal ( CONCEA), e foi
aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS- CEUAS da
Faculdade de Ciéncia e Tecnologia da UNESP, campus de Presidente Prudente,

em reunido de 30/06/2017.
Finalidade () Ensino (X) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizacao Agosto de 2017 a Janeiro de 2019
Espécie/linhagem/raga Rato Heterogénico/ Wistar
N° de Animais 48
Peso/ldade 200g/ 45 dias
Sexo macho
Origem Biotério Central da Faculdade de
Medicina de Botucatu - UNESP

Prof. Dr. Raul Antonio Fragoso Neto
Presidente da Comissdo de Etica no Uso de Animais.

Faculdade de Ciéncias e Tecnologia

Comiss&o de Etica no Uso de Animais

Rua Roberto Simonsen, 305 - CEP 19060-900 - Presidente Prudente - SP

Tel (18) 3229-5315 - fax (018) 3220-5488 ou (018) 3229-5303 - ceua@fct.unesp.br
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