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Resumo

A obesidade tem um carater multifatorial podendo estar relacionada a fatores
hereditarios, farmacoldgicos e especialmente a dietas desequilibradas. O acumulo de
gordura pode ocorrer em diferentes tecidos e locais do corpo, trazendo diferentes
consequéncias. As gorduras que se acumulam no abdémen, as chamadas viscerais ou
centrais, parecem ndo apenas se correlacionarem com as doengas metabdlicas, como
diabetes mellitus tipo Il, hipertensdo arterial e doengas cardiovasculares, como
também com alguns tipos de canceres e causar uma inflamacao sistémica cronica leve.
Essa condicdo tornou-se um problema na saude publica e milhdes gasto por ano no
combate ao sobrepeso e obesidade, ndo apenas no adulto, mas também em criancas e
adolescentes em todo o mundo. Na literatura o tratamento para a obesidade é
multidisciplinar, porém no geral é preciso equilibrar a ingestdao com o gasto energético,
e para isso os exercicios sdo as ferramentas mais recomendadas em tratamentos ndo
medicamentosos. Sendo assim, esse trabalho de tese estd composto por 2 estudos:
Estudo 1, cujo objetivo foi verificar as mudancas causadas pela obesidade nos
parametros do peso corporal, na porcentagem de gordura corporal e abdominal e
massa ossea em ratos obesos através do escaneamento corporal feito pelo aparelho
Dual-Energy X-ray absorptiometry Scan (HOLOGIC ®) pré e pds treino de natacdo.
Ainda, correlacionar essas medidas com hormonios ligados ao desequilibrio causado
pela obesidade, como a Leptina, e a tentativa do retorno ao equilibrio metabdlico,
como adiponectina e irisina. Essas medidas foram feitas apds o treino de natacao, que
foi escolhido pela ndo sobrecarga causada nas articulagdes. O Estudo 2 teve por
objetivo verificar o acumulo de gordura no tecido musculoesquelético, especialmente
nos musculos vasto medial, vasto lateral, tibial anterior e gastrocnémios e analisar as
citocinas circulantes, a fim de investigar a inflamacdo sistémica causada pela
obesidade. Neste estudo analisamos as citocinas IL.-4 e IL-10, consideradas anti-
inflamatdrias e TNFa e IL-6, pré-inflamatdrias. Os resultados apontaram que a natagao
em ratos obesos, promoveu reducdao da gordura central e corporal, bem como
aumento na concentracdo de IL-4 em apenas nos animais obesos, mostrando uma
tentativa de recuperar o equilibrio metabdlico. A partir desses estudos identificamos
gue a natacdo foi eficaz na modulacdo da gordura acumulada no abdome, bem como
nos musculos estudados, de ratos obesos. Esses resultados colaboram com a literatura
sobre o exercicio como uma ferramenta, ndo medicamentosa, no combate a
obesidade e suas mudancgas, mesmo sem nenhuma intervencdo na dieta.



LISTA DE FIGURAS

Estudo 1

Figura |- Apresentac¢do do periodo de adaptacgado e treino de natagao dos ratos.

Figura Il- Apresentagdo das citocinas ao longo do experimento

Estudo 2
Figura |- Representacgao grafica da média dos grupos para cada citocina analisada
Figura ll- Fotomicrografias das laminas coradas com ORO.

Figura lll- Fotomicrografias das laminas coradas com Tricromico de Masson.



Estudo 1

Tabela |- Apresentacao dos dados do DXA corporal e abdominal no periodo de 12
semanas dos animais obesos e magros

Tabela II- Apresentacdo dos dados do DXA corporal de todos os animais apds o treino
de natacdo e sedentarios.

Tabela lllI- Apresentacdo dos dados do DXA abdominal de todos os animais apds-treino
de natacdo e sedentarios.

Estudo 2

Figura 1. Analise das citocinas circulantes dos animais obesos e controle nos tempos de
12 semanas e pds-treino de natacao.

Figura 2. Analise da gordura intramuscular, corante ORO, dos ratos obesos e controle,
pré e p6s natacao.

Figura 3. Analise do tecido conjuntivo, corante TricrOmico de Masson, em ratos obesos
e controle, pré e pds natacao.

Tabela 1. Teste de regressao com as varidveis, gordura intramuscular, porcentagem de
gordura e tecido conjuntivo.



SUMARIO

CONTEXTUALIZAGAD .....c.uueeeereirreeeeeseesessessssessssessssesssssssssssssessssessssessssessssessassssnes 10
REFERENCIA BIBLIOGRAFIA.......cccveeeeeereeseeessesssesssesssesssesssesssesssesssesssssssssssssssessesssnns 13
OBJETIVOS DA TESE.......cccoiiuiiieiiiiiiiiieiiieiineireiressresiaesieesssasssasssassrassrasssassssssssnsses 16
Estudo 1

L3 U 1 18
INTRODUGAD .....cccuieieieieeiceeieeeessressssessssesssssssessssessssesssnessssesssessssessssessssessssesssnens 19
[0 1 1Y 20
MATERIAIS E IMETODOS........cccueeueeeeeeereereessesseeseessessesssessessesssessessesssessessesssessessssnes 21
2 01T = 21
Grupos EXPerimentais .....cceceeeeieiiieiieiieeiieeiieeieeeernerneernsssesseessessssrnssensernsssasssenssens 21
D T - U 21
Protocolo do Exercicio de Natagao.....c..cceiveeeiiiiieniiiiienniieniennniieneensieesesnsseessennssessans 22
CoMPOSICA0 COrPOIal ceuuereeniieenirrenireenerrenereesierenseereaseesessesssessassessasesssnsesssssessnsesen 22
001 0T o1 T - LU 23
ANALISE DOS RESULTADOS......ccciiiiiimitiiiniiiiiteiiieireiresiieeiieesieesieesssessnsssnsesnsarnens 23
RESULTADOS .....ceuieeiiieiieiriireiieeiieeitieiitaitaettsetsetsestsesssaserassrasssasssensssnsssnsasnsannnns 24
DISCUSSAD......ciuiuirineniiisiissisisissssetssssetssssestsssssssssssesssssnesssssssssssssssssssssssssensassasaes 26
REFERENCIAS.......c.cucitteinienectet s esestesss s se et s s se st s s se e sestsssasseseneans 28
Estudo 2

2] U1V 34
INTRODUGAD .......eeeueeerieereecseesseesseesseesseesseessssssesssesssssssesssssssesssesssssssessssssssssssssesssens 35
L0 7= L N 36
MATERIAIS E METODOS........ccointntririencnenitnsssssseessssssssssssesssssssssssenessssssssssssessssans 36
2 4T3 = 36
Grupos EXperimentais ....cccoiveiiireiiiiiiiieiiiiiiiniissnsisrees s ssassssansssenes 37
D T - U 37



Protocolo do Exercicio de Natagao.....ccccceiieeeiiiiieniiiiienniiiiienniisieesniessesnsesssenssssssens 38

Lo} o Tol 3 - LI [T Yo Yo 1 T L3 38
[0oT0 0 To Yo T [or=To T 0o T ' Yo - | 38
Avaliacdo da Glicemia Sanguinea de Jejum........cccceuciiiiireniiiiieeeiiinieeicinnenienneennn. 38
Processo Histologico MUSCUIar........ccuciiiiieiiiiiiiiiiiiieniinierininessssniresesssnnensssnnees 39
RESULTADOS ... s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s 39
Alteracdao Morfoldgica MUSCUIAr........ccuueiiiiieniiiiiicirrrrecs s reneesesesnnessssnnnaens 40
Resultados de regressao linear multivariavel ..........cccccciiiiieeiiiiiieiiiniienccnnieneienn, 42
Composicao de gordura Corporal .....ccciiiieeiiiiiieniiiiineiiiiiieniiens 44
51K o U3 1 o a4
REFERENCIAS.......c.cciiitineeectt sttt sttt sssas e e 46

CONSIDERAGOES FINAIS .......eeeeeerrrerrerserstessessessssssessesssassessessasssessesssassessassasssessesses 49



CONTEXTUALIZAGAO E REVISAO DA LITERATURA

A obesidade tem um carater hereditario, hormonal e um desequilibrio entre a
ingestdo hipercaldrica e gasto energético (1) e essa condicdo causa um aumento do
peso corporal, aumento do tecido adiposo, tanto abdominal também chamado central,
como nos membros inferiores (2,3). Esse ultimo parece ter um carater protetor no
surgimento de doencas secundarias a obesidade, como as doencas cardiacas e
diabetes mellitus tipo Il (4). Ao contrdrio, o acumulo e aumento das células adipdcitas
central, correlaciona-se ndo apenas com doencas cardiacas e a diabetes, mas também
com aumento do triglicerideos, colesterol e alguns tipos de canceres (5). O acumulo de
células lipidicas também ocorre em outros tecidos como o muscular. Esse acumulo de
gordura intramuscular pode ser o inicio de doencas osteomusculares degenerativas
como as artroses, causada pela fraqueza e mudanca na arquitetura deste tecido(6,7).

Outra mudanca é o aumento da liberagdo de citocinas causada por macréfagos
residentes em resposta ao estresse celular (8). Essa liberacdo também recruta mais
macrdéfagos e outras células do sistema imune como o natural killer (NK) e eosindfilos,
tornando um ambiente de estresse (9). Esse ambiente pode levar a uma resposta proé-
inflamatdria com a presenca de IFN y ou uma resposta anti-inflamatéria na presenca
de IL-4 (10). Em condi¢Ges normais deste tecido, os mondcitos atraidos para uma
resposta imune é predominantemente M2, com caracteristicas anti-inflamatérias e
com a presenca da citocina IL-4 (8), j4 em condicbes de obesidade, tanto em
hiperplasia (aumento do nimero de células adipdcitas), como na hipertrofia (aumento
do tamanho das células adipdcitas) ocorre um mudanca deste perfil M2 para o perfil
M1 (11).

Essa mudanca na caracteristica M2 para M1, modifica a citocina ambiente de
IL-4 para a IFN y e as citocinas liberadas pelos macréfagos, de IL-4 e IL-10 passa a ser
TNFa e IL-6, deixando de ser uma resposta anti-inflamatéria para tornar-se uma
resposta pro-inflamatéria (8). Considerando que essa mudanca é causada pelo estresse

celular, como consequéncia do aumento do tecido adiposo, essa resposta pro-
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inflamatdria entra em um processo vicioso e cronico, ndo apenas local, mas também

na circulagao sistémica (12).

Essas citocinas circulantes s3ao reconhecidas por outros tecidos, como a
membrana sinovial das articulacdes, pelo tecido muscular esquelético e ainda pelo
humor vitreo, e assim desencadeia um processo inflamatério persistente e sistémico
(13). Um exemplo das mudancas causadas pela obesidade em outros tecidos, é o
muscular. Este tem seu conteldo de infiltrado de gordura aumentado e esse aumento
causa um maior recrutamento de células imunes, como os macréfagos, e da inicio a
uma inflamacdo local, que pode levar a uma fraqueza muscular, mudanca na
arquitetura, fadiga e doencas articulares (14).

Outra consequéncia desta inflamacdo muscular, € o aumento de citocinas
inflamatdrias na circulacdo, contribuindo para a manutenc¢do da inflamagdao causada
pelo aumento do tecido adiposo (15). Essa inflamacdo persistente muscular diminui o
recrutamento de células satélites para o reparo do tecido e assim ha um aumento da
fibrose muscular, que também contribui para a fraqueza e mudancas neste tecido (16).

Portanto, o aumento do tecido adiposo tem consequéncias ndo apenas local,
mas leva a um processo inflamatério que é sensivel a outros tecidos e ainda esses
tecidos ajudam na manutencdo de uma inflamacdo persistente e sistémica, que tem
como consequéncia mudancas teciduais que podem levar ao surgimento de doencgas
cronicas, como as diabetes e osteoartrite (17). Levando o aumento do tecido adiposo
como causa primaria destas mudancas, poderia mudar o que parece ser o objetivo
principal da obesidade que é a perda de peso corporal para a diminuicdo deste tecido
e assim diminuir o processo vicioso inflamatdrio sistémico e crénico (18).

Na tentativa de mudar esse perfil e ndo apenas a perda de peso (19,20), os
exercicios podem atuar na reducdo do tecido adiposo e como consequéncia diminuir o
estresse e a liberacdo das citocinas mantenedoras desta inflamacdo sistémica cronica
(21,22). No entanto, é preciso considerar que os exercicios para um individuo obeso
podem causar danos e piorar sua condi¢do (22). Exercicios de impacto podem dar
inicio, por exemplo, a osteoartrite de joelho, que é doenca inflamatdria e progressiva,
gue pode causar dores e limitacdes que contribuem para a desisténcia do exercicio e a

manutencdo do sedentarismo, agravando o quadro da obesidade (23). Dado que as
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células imunes também sdo recrutadas para reparo de tecidos, estas podem contribuir
ainda mais com o processo inflamatdrio (24).

Outro ponto é a ndo continuidade do exercicio, quando pensamos no inicio de
um programa de exercicio para a reducdo de massa corporal para obesos, precisamos
considerar a sobrecarga causada nas articulacdes, bem como a fadiga muscular que
em obesos é mais precoce. As fibras oxidativas (resistentes a fadiga) estdo
negativamente relacionadas a condicdes metabdlicas anormais, enquanto que as fibras
glicoliticas ( sensiveis a fadiga) estdo diretamente relacionadas as sindromes
metabodlicas (25).

Ainda deve ser considerada a aptiddao pessoal e a escolha de um programa
individual, com cargas e ciclos de exercicios progressivos (26,27). Em alguns trabalhos
os resultados mostraram que a obesidade é flutuante, e o individuo volta a ganhar
peso com o abandono do tratamento (28). Considerando que a perda de peso e
diminuicao do tecido adiposo através dos exercicios, também é o tratamento da
hipertensdo e diabetes tipo Il, deixando o individuo normotenso e com taxas
glicémicas normais, a consequéncia do seu abandono, também podem ser o inicio das
doencas metabdlicas ligadas a obesidade (29).

Sendo assim, nesta tese o objetivo foi investigar as alteracdes corporais
causada por um perfil obesogénico, como o aumento de massa corporal total, massa
de gordura total, porcentagem de gordura corporal e composicao dssea e as citocinas
sistémicas para caracterizacao inflamatéria. A intervencao do treino de natacdo, com
o beneficio da flutuabilidade, por 3 vezes semanais, dias ndao consecutivos, por 8
semanas. Esta proposta de treinamento foi usada com pardametros préximos aos
protocolos existentes na clinica de reabilitacdo. Para isso, no primeiro estudo
verificamos se o treino de natacdo seria capaz de mudar os paramentos da composicao
corporal (massa corporal, porcentagem de gordura e massa éssea). E no segundo
estudo, analisamos as concentracdes de citocinas anti e pré-inflamatérias e a gordura
intramuscular apds o treino de natacao.

Assim, os resultados dessa tese colaboram com o entendimento das mudancas
causadas pela obesidade e os beneficios de um treino de natacdo por 8 semanas,

mesmo em uma dieta hipercaldrica.
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OBIJETIVOS DA TESE

Foi analisar o efeito do exercicio de natagdo na composi¢dao corporal e gordura
abdominal, acimulo de gordura intramuscular e citocinas sistémicas em ratos obesos.
Objetivo especifico:

- Verificar através do aparelho DXA a massa corporal total, a porcentagem de gordura

corporal e abdominal e a massa dssea apds 8 semanas de nata¢cdo em ratos obesos.

- Verificar o soro de ratos obesos, as citocinas IL-4, IL-10, IL-6 e TNFa e ainda a Leptina,

adiponectina e irisina apds o treino de natacao.

- Verificar a gordura intramuscular dos musculos vasto lateral, gastrocnémio e tibial
anterior, com corante especifico para lipideos, em ratos obesos apds o treino de

natacao.

- Verificar o tecido conjuntivo muscular com corante Tricromico de Masson em ratos

obesos apés natagao.
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RESUMO

Objetivo: Analisar a relacdo entre irisina, adiponectina e leptina circulantes com
alteragdes na composicdo corporal de ratos obesos apds o treinamento de natacdo.
Método: Foram utilizados 24 ratos Wistar machos, com idades entre 4-6 semanas. Eles
foram primeiramente divididos em 2 grupos, grupo de dieta indutora de obesidade
(OB 12 semanas n = 12) e grupo de dieta padrdo em roedores (grupo controle, GC 12
semanas n = 12). Posteriormente, foram subdivididos em grupo obeso de natacdo (OB
EXE n = 6), grupo obeso sedentario (OB Sed n = 6), grupo controle de natacdo (GC EXE
n = 6) e grupo controle sedentdrio (GC Sed n = 6). Os animais do grupo obeso
receberam uma dieta rica em gordura de 20% da energia total na forma de gordura e
40% da energia total em sacarose durante o experimento. Os grupos de nata¢ao foram
submetidos a 8 semanas de natag¢do por 1 hora, 3 vezes por semana. A andlise da
composi¢ao corporal foi realizada trés vezes: semana inicial (V0), semana 12 e semana
20. Os animais foram sacrificados e o soro removido e congelado. A analise das
citocinas Leptina, Irisina e Adiponectina foi realizada pelo método ELISA. Andlise de
Dados: Os dados foram analisados com teste ANOVA one way seguido de Post Hoc
Bonferroni para comparacdo intergrupos e Kruskal Wallis para dados ndo paramétricos
e processados pelo software SPSS 20. Foi aplicada andlise de correlacdo entre as
variaveis grupo e tempo utilizando o teste de Spearman com R > 0,8 e p < 0,05.
Resultados: A dieta Indutora de Obesidade (DIO), por 12 semanas, foi capaz de
aumentar massa corporal total, porcentagem de gordura, massa de gordura e
conteudo da massa dsseo em nossos animais (p<0,05). O treinamento em natacao
alterou alguns aspectos da composicdo corporal, como a diminuicdo da gordura
corporal total e da massa de gordura abdominal. A densidade dssea dos nadadores
obesos se recuperou, bem como a massa magra. Conclusdo: A natacdo pode
influenciar positivamente os niveis circulantes de irisina e adiponectina, bem como a
composicao corporal, em animais com uma dieta rica em gordura e agucar.

Palavras Chaves: obesidade, natac¢ao, tecido adiposo, composi¢do corporal
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INTRODUCAO

O estilo de vida sedentdrio e mudangas nos habitos alimentares contribuem
para o continuo aumento da gordura corporal e visceral, levando ao sobrepeso e a
obesidade. A obesidade se caracteriza pelo aumento do tecido adiposo, e nos ultimos
10 anos a obesidade tornou-se um dos maiores problemas de saude publica no mundo
(1). A projecdo é que, em 2025, cerca de 2,3 bilhdes de adultos estejam com
sobrepeso; e mais de 700 milhGes, obesos (2). No Brasil a taxa de sobrepeso é de
52,5% e destes 17,5% sdo obesos. (2).

As complicagdes da obesidade estao associadas com morbidade e mortalidade
prematura, hipertensdo, doencas coronarianas, diabetes mellitus tipo Il e alguns tipos
de cancer (3-5). Ainda associa-se, o aumento da carga mecanica causada nas
articulagOes, alteracbes biomecanicas nos membros, aumento da gordura
intramuscular (6), fragueza e mudanca na arquitetura muscular (7-11). Além disso,
mudancas corporais como o aumento da massa 0ssea, diminuicdo da massa magra e
aumento da porcentagem total de gordura, podem contribuir para o inicio e
progressao de doencas degenerativas musculoesqueléticas, bem como a manutengao
de um estado inflamatério sistémico cronico e como consequéncia maior liberacdo de
citocina circulante, como a leptina, adiponectina e irisina (12).

Quando buscamos tentativas para amenizar essas altera¢des corporais os
exercicios aerdbicos, com duragcdo minima de 150 minutos por semana parecem ser o
mais recomendado na literatura (13). Ndo hd um consenso na literatura sobre a
sequéncia de dias ou qual modalidade aerdbica mais eficaz, mas seus beneficios
incluem diminuicdo de doencas cardiovasculares, normalizacdo da pressao arterial,
melhora da diabetes tipo I, diminui as chances do surgimento de cancer de colén e
depressdo (14).

Os exercicios com baixo impacto, como a natacdo, podem auxiliar inibindo o
inicio e progressdao da obesidade, reduzindo o risco do surgimento das doencas
metabdlicas e melhorando a qualidade de vida (15). Outro beneficio da natacdo é a
reducdo da gordura branca que tem um maior acumulo visceral, maior quantidade de

células do sistema imune e é responsavel pelo processo inflamatdrio causado pelo
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aumento das células adipdcitas e sua reducdo mostra-se independente da perda de
peso (16,17).

Além disso, a liberacdo de miocinas na circulacdo apds os exercicios parece
depender de alguns fatores, como o tempo de exercicio, efeito agudo ou crénico do
exercicio e doencas cronicas associadas, como a diabetes e obesidade. Independente
dos fatores que podem influenciar no exercicio, a maioria dos trabalhos concorda que
a Irisina auxilia na melhora das desordens metabdlicas e doencas relacionadas a idade
(18).

Na tentativa de medir essas altera¢des causadas pelo sobrepeso e obesidade,
pode-se usar o aparelho Dual-Energy X-ray absorptiometry Scan (DXA). Por meio deste,
é possivel selecionar a modalidade animais pequenos e dados como massa corporal
total, porcentagem de gordura, composicdo dssea e massa magra sao calculadas com
precisdo ao término do scanner (19). Além de apresentar resultados corporais totais,
também pode-se selecionar partes de interesse do animal e obter todos os dados do
DXA desta area (20), tornando-se uma valiosa ferramenta para compreensdo de
mudancas, ndo metabdlicas, causadas pela obesidade.

Sendo assim, o presente estudo teve como objetivo analisar as alteracoes
causadas por uma dieta hiperlipidica, associada a um treino de natagao em ratos Wistar
e como a irisina poderia auxiliar na mudanca deste perfil hiperlipidico. Noés
hipotetizamos que o treino de natacdao por 8 semanas seria capaz de melhorar as

alteragdes corporais causadas pela obesidade.

OBIJETIVO

Objetivo geral

O objetivo deste estudo foi analisar a relacdo entre a irisina circulante com a

composicdo corporal e o treino de natacdo em ratos obesos
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MATERIAIS E METODOS

Animais

Foram utilizados 24 ratos Wistar, machos, de 4-6 semanas de idade (150 *
5.05g), procedentes do Biotério Central da Universidade Federal de Sdo Carlos-SP. Os
animais foram colocados em caixas plasticas, com acesso a ra¢do e agua livre. Foram
mantidos no biotério do Departamento de Fisioterapia (DFisio-UFSCar), em condicGes
ambientais controladas e sala climatizada em ciclo de 12h claro/escuro. Foi utilizado
National Institutes of Health guide for the care and use of Laboratory animals (21). O
projeto foi submetido ao Comité de Etica Animal da UFSCar e aprovado sob o N2

1085210317.

Grupos Experimentais

Inicialmente os animais foram divididos em 2 grupos: um grupo recebeu a
dieta de indugdo a obesidade (OB n= 12) e o outro grupo recebeu a dieta padrao para
roedores (GC n=12). Todos os animais foram mantidos em gaiolas, com respectivas
dietas por 12 semanas. Posteriormente, cada grupo foi subdividido em 2 grupos, de
forma aleatéria: Grupo DIO: obeso sedentario (OB Sed n=6) e grupo natacdao (OB EXE
n=6); e Grupo GC: grupo controle sedentario (GC Sed n=6) e grupo controle natacdo
(GC EXE n=6). Os grupos natacdo foram treinados por 8 semanas e 0s grupos

sedentarios foram mantidos nas caixas plasticas.

Dieta

Os animais do grupo DIO receberam uma dieta de inducdo de obesidade
contendo 20% do total de energia, na forma de gordura, 40% da energia total em
sacarose com densidade de dieta hipercaldrica de 5,12 Kcal/g, diferentemente da dieta
padrdao com 12% na forma de gordura e 3,7% na forma de sacarose, totalizando 4,07

Kcal/g (22). Todos os animais foram pesados semanalmente, a fim de registrar o
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ganho de peso ao longo do experimento (10). A dieta padrdo foi fornecida pelo

biotério central da Universidade Federal de S3o Carlos UFSCar.

Protocolo do Exercicio de Natacdo

O programa de exercicio foi realizado em tanques individuais (50 cm x 23 cm x
23 cm) com agua limpa e mantidos a 31+12C. O periodo de adaptagdo foi de 02
semanas, com a frequéncia de 03 vezes, ndo consecutivas, em agua rasa (15 cm) por
15 minutos na primeira semana e 30 minutos na segunda semana. Apds este periodo
os animais foram colocados em 4guas profundas (40cm) por 55 minutos. Na primeira
semana foi utilizado uma sobrecarga de 3% da massa corporal, atado a cauda, com
incremento do 1% a cada semana, até atingir 5% da sua massa corporea total (figura 1)

(23). O protocolo de exercicio foi realizado 3 dias por semana, durante 8 semanas.

(24,25)

Figura 1: A-12 semana de adaptacdo de natacdo, agua rasa (15 cm), B- Treino de
natacdo com agua profunda (40 cm), C- Seta: Peso atado na cauda do animal.

Composicdo Corporal

A composi¢ao corporal e abdominal foi medida pelo aparelho Energia dual de raio-X
absorciometria (DXA) com software para animais pequenos, em 3 momentos do
experimento;

1- Semana VO, previamente a inducao da dieta rica em gordura e agucar.

2- Apods 12 Semanas apoés a inducdo da dieta (Dio 12 e GC 12) e previamente ao

inicio do treino de natacao.
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3- Apds treinamento de natacdo, (OB EXE, OB Sed, GC EXE, and GC Sed)
Previamente a analise pelo DXA, os animais foram pesados e anestesiados com Xilazina
e Cetamina e posicionados para a analise de acordo com o protocolo para animais
pequenos do aparelho. As patas dianteiras, traseiras e a cauda foram posicionadas
com fitas adesivas. Os dados MassFat (Massa de Gordura), Lean+BMC (Massa Magra+
Contetido Massa Ossea), Total Mass (Massa Total Corporal, % Fat (Porcentagem De
Gordura Corporal), BMC (Contelido Massa Ossea) e Lean (Massa Magra) foram
coletados e analisados. Ao término do experimento, os animais foram eutanasiados
com overdose de barbiturico (Euthanyl®, MTC Animal Health Inc., Cambridge, Ontario,

Canada) (10,26).

Citocinas

As citocinas Leptina, Irisina e adiponectina foram analisadas no soro coletado
minutos antes da eutanasia dos animais com 32 semanas de idade. O sangue apds
coletado ficou em repouso na geladeira por 4 horas. Posteriormente, foi centrifugado
a 1500 rpm por 15 minutos e o sobrenadante foi congelado a -802C. As citocinas foram
quantificadas no soro pelo método de ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay),
de acordo com instrucdes do fabricante (OptEIA-BD Biosciences, USA). A leitura das
amostras foi realizada em um filtro de 450 nm e o limiar de sensibilidade do ELISA com

soro foi especificado de acordo com as indicagdes do fabricante (24,25).

ANALISE DOS RESULTADOS

As diferencas na composicdo corporal entre animais obesos e magros na
semana 12 foram examinadas usando o teste t independente. A andlise de variancia
unidirecional (ANOVA) foi usada para comparar a massa magra abdominal, a massa
total abdominal, o percentual de gordura abdominal, o percentual de gordura corporal
e a massa gorda seguida de um teste post hoc de Bonferroni. No entanto, para
varidveis ndao paramétricas, o teste correspondente Kruskal Wallis foi utilizado para

comparar o BMC abdominal, a massa gorda abdominal, a massa total corporal, o BMC
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corporal e a massa magra corporal. Os coeficientes de correlacdo de Spearman foram
utilizados para descrever a associagao entre as variaveis grupo e tempo. Um valor de p

<0,05 foi aceito como estatisticamente significante.(4).

RESULTADOS

Os resultados corporais para os animais no tempo 12 semanas, dos grupos
OB_12 semanas e GC_12 semanas, apontaram diferenga estatistica significante entre
0s grupos, para a massa corporal total, sendo maior para o grupo DIO (p=0,002),
acompanhado do aumento de percentual de gordura total (p=0,001). A massa 6ssea,
assim como a gordura total também aumentaram para o grupo DIO, porém a massa

magra, ndo foi diferente entre os grupos (IC 95% e p>0,05) (Tabela 1)

Tabela 1. DXA dos animais obesos e controle pré- treino de natacao.

DXA Corporal DXA Abdominal
0812 GC12 0B 12 GC12
Massa de Gordura 201,1(DP 96,8)* 50,3 (DP 24,1) 23,7 (DP 1,9)* 125(DP 4,5)
Massa Total 808,2 (DP 107) * 654,7 (DP 46) 108,2(DP 8,3) 106,5(DP 2,1)
% Gordura 25,1(DP7,5)* 13,6(DP 2,8) 281 (DP84)* 13,25(DP 3,62)
Massa Ossea 19,12 (DP 1,8)* 15,8(DP 1,8) 0,67 (DP 0,06)* 0,72(0,09)
Massa Magra 543,7 (DP 57,5) 548,5 (DP 26,8) 80,7 (DP3,2)* 91,7(DP 3,9)

Valores expressos em Media (DP)
* Significancia estatistica p<0,05

Nas andlises corporais realizadas com os grupos OB EXE, grupo OB Sed, GC EXE
e GC Sed, observamos os valores do grupo OB Sed estdo aumentados e com diferenca
estatistica em todos os parametros analisados pelo DXA (p<0,05), e interessante notar
gue os valores do grupo OB EXE se equivalem aos valores dos animais controle (GC),
até mesmo na massa magra, que comparado com o OB Sed houve perda significativa
(p=0,002), assim como aumento na porcentagem de gordura corporal e abdominal

(30% e 33,3%, respectivamente). Ainda no grupo OB Sed, massa de gordura total teve
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um aumento de duas vezes mais em relacdo aos outros grupos (p=0,002). Esses valores

sao mostrados na tabela2.

Tabela 2. DXA corporal dos animais obesos e controle, natagdo e sedentario.

DXA Corporal
OB_EXE 0B_Sed GC_Nat GC_Sed
Massade Gordura 167,9( DP 56,5) b 250,0(DP58,4) 122,9(DP53,6) b 130,6(DP32,1)b
Massa Total 774,3( DP 82) 874,7 (DP 115) 729,1(DP58)b  728,6 (DP 70) b
% Gordura 21,3(DP 54)b 30,4(DP5,9) 16,5(DP6,5)b  17,2(DP4,2) b
Massa Ossea 18,7(DP 1,7) 20,9(DP 1,7) 18,8 (DP 1,5) 18,2(DP 1,4) b
Massa Magra 587,6 ( DP 47,2)b 401,7 ( DP 224) 587,3(DP31)b  582,6 (DP 40) b

Valores sdo expressos por Média (DP)

b p<0.05, diferenca significativa quando comparado com OB_EXE
c p<0.05, diferencga significativa quando comparado com OB_Sed
d p<0.05, diferenca significativa quando comparado com GC_EXE
d p<0.05, diferenca significativa quando comparado com GC_Sed

Nas andlises abdominais realizadas, no grupo OB EXE, foram observados valores
elevados no parametro massa magra em comparacao ao grupo OB Sed (p = 0,02),
mesmo no grupo controle, todos os parametros foram menores em relagdo ao grupo

exercicio obeso e o grupo obeso sedentdrio, como mostrado na tabela 3.

Tabela 3. Resultados do DXA dos ratos obesos e controle na regidao abdominal

DXA Abdominal
OB_EXE 0B_Sed GC_Nat GC_Sed
Massa de Gordura 35,45 ( DP 12,9) 50,5 ( DP 23,55) 17,3(DP6,5)b 23,47(DP5,6) b
Massa Total 121,4( DP 14) 188,06 ( DP 20,7) 117,4(DP11,66) 110,7( DP 10,8) b
% Gordura 28,6 ( DP 5,3) 33,3(DP5,2) 13,7(DP4,9)ab 13,25(DP3,62)b
Massa Ossea 0,67 ( DP 0,06) 0,73( DP 0,04) 0,78(DP0,06)a 0,8(DP0,03)a
Massa Magra 92,1({DP2,3)c 85,83 ( DP 3,1) 94,8(DPS,1)b 91,46(DP3,9) b

Valores sdo expressos por Média (DP)

a p<0.05, diferenca significativa quando comparado com OB_EXE
b p<0.05, diferenca significativa quando comparado com OB_Sed
c p<0.05, diferenca significativa quando comparado com GC_EXE
d p<0.05, diferenca significativa quando comparado com GC_Sed
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A irisina foi detectada em todos os grupos, com diferenca estatistica entre os
grupos OB EXE e OB Sed (1,008,04 e 8,476 respectivamente, p = 0,001) e GC EXE com
GC Sed. Leptina e Adiponectina foram detectdveis em todos os grupos, embora ndo
houvesse diferengas significativas entre eles, como mostra a Figura 2. Nossos
resultados também demonstraram uma correlagdo moderada e negativa entre a irisina

e porcentagem de gordura R? = 0,451 (p = 0,04).
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Fig 2: Demonstrando as citocinas ao longo do experimento.
Diferenca estatistica em relagdo a Irisina do grupo OB EXE (*)
Diferenca estatistica em relagdo ao grupo Mg Sed (#)

DISCUSSAO

A obesidade é um problema de saude publica, onde o aumento do acumulo do
tecido adiposo pode trazer consequéncias ndo somente pelo aumento da carga
articular, mas por modificar a composicdo corporal, a composicio Ossea e
porcentagem de gordura total e abdominal, e como consequéncia ha o surgimento de
doencas cronicas e progressivas precocemente, além de um estado inflamatério
cronico leve colocando a obesidade na lista das chamadas Sindrome Metabdlica. (27—
29). Nosso estudo fornece uma analise dessas alteracées em trés momentos diferentes
de uma dieta hipercaldrica ininterrupta com a intervencdo do treinamento de natagao

e como a leptina, a irisina e a adiponectina ajudam nesse processo.
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Nossos resultados mostraram que uma alimentacdo rica em gordura e agucar
pode causar alteragées em todos os parametros medidos pelo DXA, no periodo de 12
semanas da dieta hipercaldrica. Esses resultados vdo ao encontro com outros
trabalhos, que também observaram aumento da gordura abdominal e corporal,
aumento da massa 6ssea e diminuicdo da massa magra nos ratos obesos comparados
com o controle (30,31) . Apesar da nata¢do ndo ter caracteristicas de um exercicio de
impacto e em alguns trabalhos nao ter efeito sobre a massa éssea (32). Entretanto,
nossos resultados mostraram que a natagao, com carga progressiva adicionada,
facilitou um efeito positivo na massa dssea, demonstrando a eficiéncia do treinamento
em natacdo nesses grupos de estudo.

Em relagdo a massa dssea, o grupo obeso sedentdrio demonstrou aumento em
relacdo ao grupo obeso nadador, resultado que também colabora com a literatura
sobre os mecanismos envolvidos na obesidade e no metabolismo dsseo. Além disso,
consideramos a presenca de irisina, que parece ter um efeito sobre a remodelacdo
dssea e promove um aumento e efeito protetor sobre esse tecido (33). Por outro lado,
a presenca de irisina no grupo obeso sedentdrio nos levou a uma discussdo
interessante, pois seus mecanismos e como seus receptores funcionam ainda ndo sao
conhecidos, embora pareca estabelecer o conceito de irisina como miosina relacionada
ao exercicio (34).

No entanto, alguns resultados mostram que a irisina pode ser secretada por
outros tecidos, como tecido adiposo (35,36) e nossos resultados estdo de acordo com
esse conceito de multiplos érgaos, uma vez que o grupo obeso sedentario apresentou
50% de gordura abdominal. Assim, podemos entender que o estresse causado por esse
aumento pode levar a mecanismos compensatdrios ainda ndo totalmente
compreendidos na literatura (37). Por outro lado, a irisina também estava presente no
grupo de exercicios controle e teve uma correlacdo negativa com o percentual de
gordura, mostrando que a irisina ajuda na reducdo de gordura no exercicio e sob
estresse (38,39). Com relacdo aos beneficios encontrados nos grupos de natacdo,
houve reducdo e manutencdo do percentual de gordura abdominal e corporal nos
grupos obesos e de controle, dados relevantes quando consideramos o tecido adiposo
como 6rgdo secretor de citocinas pré-inflamatérias e que sua reducdao pode estar

relacionado a um perfil melhorado de citocinas (40).
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Embora a adiponectina fosse detectavel em todos os grupos, ndo houve
diferengas estatisticas entre eles. As concentragées desse horménio parecem ser
controversas na literatura, tanto em estudos séricos quanto em analises musculares
(41,42), e ainda pode ser encontrado em diferentes concentragées em diferentes
intensidades de exercicio, bem como na presenca de doencas como diabetes e
obesidade. Assim, vale ressaltar que, apesar de nao haver diferenga estatistica, os
grupos obesos e nadadores sedentdrios apresentaram maior concentracdo desse
hormonio, o que pode indicar uma tentativa de melhorar o estresse causado pela
obesidade (37).

Nossa pergunta inicial foi respondida satisfatoriamente: que um exercicio sem
impacto, com uma caracteristica hipogravitacional, mas ndo intensa, poderia ajudar os
individuos a combater o chamado estilo de vida sedentdrio e alterar parametros que
levam a doengas cronicas associadas, como acumulo de gordura abdominal, como em
nossos resultados esse percentual de gordura diminuiu. Ainda ha controvérsia na
literatura sobre modalidades e intensidade de exercicios que ajudariam a entender os
beneficios da irisina. Assim, o presente estudo tem como objetivo contribuir para essa
discussdo, mostrando que a irisina pode ser liberada por outros tecidos, como o tecido
adiposo.

Concluindo, este trabalho mostrou as alteracbes causadas pela obesidade na
composicao corporal total e abdominal em animais obesos e a relagao da irisina com a
obesidade. A irisina esta presente na circulacdo, principalmente em animais saudaveis
treinados em natagdo, porém a irisina esta alterada em obesos sedentdrios,

demonstrando outro possivel mecanismo envolvido no controle da obesidade.
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RESUMO

Objetivo: Analisar a influéncia da natacdo na infiltracdo de gordura muscular dos
musculos vasto lateral, tibial anterior e gastrocnémio em ratos com dieta indutora de
obesidade e alteragdes nas citocinas anti e pré-inflamatérias. Métodos: Foram
utilizados 24 ratos Wistar machos, com idades entre 4-6 semanas. Os animais foram
divididos em 2 grupos: grupo de dieta indutora de obesidade (OB 12 n = 12) e grupo de
dieta padrdo para roedores (grupo controle, SD 12 n = 12) por 12 semanas. Os animais
do grupo obeso receberam uma dieta rica em gordura de 20% da energia total na
forma de gordura e 40% da energia total em sacarose. Apds 12 semanas, os dois
grupos foram subdivididos: grupo obeso nadador (OB EXE n = 6), grupo obeso
sedentario (OB Sed n = 6), grupo controle natacao (SD EXE n = 6) e grupo controle
sedentario (SD Sed n = 6). Os grupos de natacao foram submetidos a 8 semanas de
nata¢ao por 1 hora, 3 vezes por semana. No final do treinamento, todos os animais
foram sacrificados e os musculos vasto lateral, gastrocnémio e tibial anterior foram
coletados. As amostras de sangue foram coletadas por pungdo cardiaca. As citocinas
TNF-a, IL-10, IL-6 e IL-4 do soro de todos os animais foram analisadas por ELISA. Os
musculos vasto lateral (VL), gastrocnémio (GC) e tibial anterior (AT) foram congelados,
processados e corados com dleo vermelho O (ORO) e Tricrémico de Masson e tecido
conjuntivo e gordura intramuscular. Andlise dos dados: Os dados de citocinas e
manchas musculares foram analisados por ANOVA de uma via para dados
paramétricos e Kruskal Wallis para dados ndo paramétricos. Foi realizado um teste de
regressao linear para as variaveis percentual de gordura corporal e coloragdo muscular
com ORO e Masson. Para todos os dados, um nivel de significancia de p < 0,05 foi
considerado e analisado pelo software SPSS 20. Resultados: Apds 12 semanas, as
citocinas IL-10, TNFa e IL-6 aumentaram nos grupos obesos e IL-4 no grupo controle (p
<0,05). Ap6s o treinamento de natacdo, apenas a IL-4 aumentou no grupo de obesos (p
= 0,03). Houve aumento da gordura intramuscular no OB Sed comparado ao OB EXE e
diminuicdo do infiltrado de gordura do musculo gastrocnémio apds o treinamento de
natacdo em relacdo aos musculos vasto lateral e tibial anterior (p = 0,002). O tecido
conjuntivo também aumentou no grupo obeso (OB 12) em comparagdo com o grupo
SD (SD 12), (p = 0,003) e diminuiu no musculo tibial anterior apds o treinamento de
natacdo (OB EXE, p = 0,04) em comparacdo ao grupo sedentario (OB Sed). O teste de
regressao mostrou uma interacdo entre a gordura intramuscular dos musculos GC, VL
e TA com o percentual de gordura corporal. Conclusdo: O treinamento em natagao
influencia a reducdo da infiltracdo de gordura nos musculos gastrocnémio, vasto
lateral e tibial anterior, com TNFa reduzido. Existe uma relagdo moderada entre a
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concentracdo de gordura corporal e o infiltrado de gordura muscular nos musculos VL,
GCeTA.

Palavras Chaves: exercicio de natacdo, gordura intramuscular, citocina, composicdo
corporal

INTRODUCAO

A obesidade, segundo a Organizacdo Mundial de Saude, é considerada um
agravo multifatorial e é um dos maiores problemas de saude publica no mundo. (1).
Uma caracteristica importante da obesidade é o aumento do tecido adiposo,
principalmente o tecido adiposo branco ou central, que funciona como um drgao
secretor de citocinas e hormonios e interage com outros érgaos e tecidos (2,3).

Alguns estudos demonstraram que o aumento do tecido adiposo causa estresse
celular e, portanto, uma alteracao nas células imunes residentes, maior recrutamento
de macréfagos e um aumento subsequente na liberacdo de citocinas pré-inflamatodrias
circulantes, resultando em inflamagao sistémica crénica. No entanto, o inicio e a
progressdao dessa inflamacdo tém caracteristicas particulares, pois ndo é uma
inflamacdo causada por uma infeccdo classica (4). A inflamacdo desse tecido comeca
com o estresse celular e a morte celular, aumentando ainda mais o processo
inflamatdrio através do aumento do recrutamento de macréfagos e aumento da
liberacdo de citocinas pré-inflamatdrias, como TNF a e IL-6 (5). Esse processo se torna
cronico por meio de aumentos continuos ou mantidos no tecido adiposo, causando
desequilibrio nas respostas pro-inflamatérias e anti-inflamataérias (6).

Através da funcdo enddcrina do tecido adiposo, essas citocinas sao liberadas na
circulacdo e podem ser sensiveis a outros tecidos e érgaos, levando a inflamacao
sistémica cronica e, como consequéncia, o surgimento de doencas metabdlicas, como
resisténcia a insulina, bem como articulagdes. Inflamacdo e acimulo de células
adipdcitas em outros tecidos. O acumulo de gordura observado em outros tecidos,

como os musculos, apresenta caracteristicas inflamatérias semelhantes, como
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aumento de citocinas pro-inflamatédrias locais (7,8). Essa alteracdo no tecido pode
levar a uma diminui¢do da area transversa e a um aumento da fibrose muscular. Como
consequéncia, observam-se fraqueza muscular, aumento do tecido conjuntivo, ma
ativacao muscular e alteragdes em sua arquitetura (9,10).

Na literatura, o exercicio fisico € uma excelente ferramenta para o tratamento
ndo medicamentoso da obesidade (11,12). Entre os beneficios do exercicio estdo
resposta anti-inflamatéria aprimorada, resisténcia cardiovascular aprimorada,
resisténcia insulinica aprimorada e perda de peso (13-15). Existem vdrias modalidades
de exercicios e, dentre elas, o exercicio aquatico tem sido estudado e mostrou efeitos
positivos em relacdo a perda de percentual de gordura corporal e abdominal. Além
disso, a natacdo tem um efeito de flutuabilidade, que protege as articulagdes do
impacto causado pelo exercicio no solo (16,17).

Assim, para melhor compreender as alteragdes causadas pela obesidade e os
beneficios do treinamento em natacdo, este estudo teve como objetivo mensurar
citocinas anti e pré-inflamatdrias em ratos obesos, bem como infiltrado de gordura

intramuscular e tecido conjuntivo muscular.

OBIJETIVO

Obijetivo geral

O objetivo deste estudo foi analisar os efeitos do treinamento de natagao no infiltrado
de gordura intramuscular nos musculos vasto lateral, tibial anterior e gastrocnémio em

ratos obesos.

MATERIAIS E METODOS

Animais

Foram vinte e quatro ratos Wistar, machos de 4-6 semanas de idade (250 +
5.05g), procedentes do Biotério Central da Universidade Federal de Sdo Carlos-SP. Os
animais foram colocados em caixas plasticas, com acesso a racdo e agua livre. Foram

mantidos no biotério do Departamento de Fisioterapia (DFisio-UFSCar), em condicGes
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ambientais controladas e sala climatizada em ciclo de 12h claro/escuro. O projeto foi

submetido ao Comité de Etica Animal da UFSCar e aprovado sob o N2 1085210317.

Grupos Experimentais

Os animais foram divididos em 2 grupos, um grupo recebeu dieta indutora de
obesidade e o outro grupo recebeu dieta padrdao em roedores (SD) por 12 semanas
(OB 12 semanas, n = 12 e SD 12 semanas, n = 12). Posteriormente, os animais foram
divididos em 4 grupos: grupo obeso sedentario (OB Sed n = 6), grupo obeso nadador
(OB EXE n = 6), grupo controle nativo (SD EXE n = 6), grupo controle sedentario (SD Sed
n=6).

Dieta

Os animais do grupo obeso receberam dieta indutora de obesidade, 20% da
energia total de gordura e 40% da energia total de sacarose, por 22 semanas. Os ratos
foram pesados semanalmente para verificar o ganho de peso. A densidade caldrica da
dieta hipercaldrica é de 5,12 Kcal /g e a dieta padrdo é de 4,07 Kcal / g (18). Os animais
controle receberam a dieta padrao de ratos, fornecida pelo biotério central da

Universidade Federal de Sao Carlos-UFSCar, em condicdes de livre acesso.

Tempos de analise das varidveis do estudo

Inicialmente, os animais foram divididos em 2 grupos, grupo de dieta indutora
de obesidade (OB 12 semanas n = 12) e grupo de dieta padrdao em roedores (SD 12
semanas n = 12). Posteriormente, esses grupos foram subdivididos em grupo obeso
nadador (OB EXE n = 6), grupo obeso sedentario (OB Sed n = 6), grupo controle
natacdo (SD EXE n = 6) e grupo controle sedentario (SD Sed n = 6). Os animais
exercitados receberam 2 semanas de adaptacdo ao treinamento de natacdo, seguidos
de 8 semanas, 3 vezes por semana durante 1h / dia, em dias ndo consecutivos, sempre
pela manha. Quarenta e oito horas apds a sessdo final de treinamento, todos os
animais foram sacrificados e os musculos tibial anterior, vasto lateral, gastrocnémio e

o sangue foram coletados.
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Protocolo do Exercicio de Natacdo

Foi realizado o programa de natagao em tanques individuais (50 cm x 23 cm x
23 cm) com agua limpa e com temperatura mantida a 31+12C. O periodo de adaptacado
foi de 2 semanas, com a frequéncia de 3 vezes ndo consecutivas. Os animais foram
inseridos em agua rasa (15 cm) por 15 minutos e com progressdo para aguas
profundas (40cm) por 55 minutos. Na primeira semana foi utilizado uma sobrecarga de
3% relacionado ao peso corporal fixado a cauda dos animais, com incremente do 1% a
cada semana, até atingir 5% do seu peso corpdreo (19). O protocolo de exercicio foi

realizado durante 3 dias por semana durante 8 semanas (20,21).

Citocinas e Adipocinas

As citocinas IL-4, TNF-a, IL-6, IL-10, foram analisadas no soro, que foi coletado
minutos antes da eutanasia dos animais apds 48h do ultimo treino de natacdo. O
sangue apos coletado ficou em repouso na geladeira por 4 horas. Posteriormente, foi
centrifugado a 1500 rpm por 15 minutos e o sobrenadante foi congelado a -802C. As
citocinas foram quantificadas de acordo com instru¢des do fabricante empregando o
método de ELISA (OpTeia_BD biosciences_USA). A leitura das amostras foi realizada
em filtro de 450 nm. Apds as anadlises, os dados foram transformados e normalizados

pela curva padrao (22).

Composicdo Corporal

O percentual de gordura foi medido por absorciometria de dupla energia por
raios X (DXA), utilizando software para pequenos animais, nos 3 momentos do
experimento, pré-inducdo de obesidade na semana 1 (VO), apds 12 semanas de dieta
de inducdo de obesidade (12 Semanas) e apds o treino de natacdo (20 semanas)

(22,23).

Avaliacdo da Glicemia Sanguinea de jejum
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A glicemia de jejum foi obtida em trés etapas: pré-inducdo da obesidade (VO),
apods caracterizagdo da obesidade (grupos OB 12 e SD 12) e apds treinamento de
natacdo nos OB EXE, OB Sed, SD EXE e SD Sed. Amostras de sangue foram coletadas da
veia da cauda e os niveis foram medidos usando o dispositivo Accu-Check (Roche

Diagnostic, Indianapolis, IN) (24).

Processo Histolégico Muscular

Apds a eutandsia, os musculos vasto lateral, tibial anterior e gastrocnémio
foram coletados, separados e imediatamente congelados em nitrogénio liquido e
armazenados a -80 ° C. Os musculos foram cortados em 10 p usando um criostato a -25
° C. As laminas foram armazenados a -25 ° C antes da coloragdo. Posteriormente, as
[dminas foram coradas com Oil Red O (ORO). A solucdo estoque ORO foi feita
adicionando 2,5 g de Oil Red O (Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Canadd) a 400 ml de
propilenoglicol a 99% (Fisher Scientific, Ottawa, ON, Canada). As laminas foram lavadas
em agua destilada, rapidamente mergulhadas em propilenoglicol a 90% e coradas por
2 horas na solucdo ORO. O Tricrémico de Masson foi processado e corado de acordo
com o manual do fabricante (kit-Tricrdmico masson, Exodo®). Ambas as laminas foram
fotografadas usando um equipamento de microscopio 6ptico (Axiolab; Carl Zeiss, Jena,
Alemanha) equipado com uma camera AxioCamHRc (Carl Zeiss). Para o ORO, 10-25
imagens foram usadas para cada musculo animal em uma magnitude 20X e analisadas
com o programa Matlab (25). Para o Trocromico de Masson, usamos o software Image
Pro-Plus. Analises morfométricas foram realizadas para avaliar a drea de secdo
muscular (AEC), o numero total de fibras musculares e a porcentagem de densidade do
tecido conjuntivo. A quantificacdo da densidade do tecido conjuntivo e CSA foram

calculadas como descrito em Sabatine e colaboradores (24).

RESULTADOS

Apds a inducdo da obesidade (OB 12 e SD 12), os animais apresentaram

maiores concentracdes de IL-6, IL-10 e TNFa na circulagao sistémica; apenas a IL-4 foi
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menor nesse periodo. Em relacdo ao periodo de treinamento pds-natacdo, as
concentragdes dessas citocinas diminuiram, com diferenga estatistica nos grupos de
obesidade (p <0,05) e, curiosamente, a IL-4 apresentou maiores concentracées no
grupo OB EXE em comparag¢ao com o OB 12 e OB Sed (p = 0,002). A citocina TNFa
apresentou maiores concentracdes no grupo controle do exercicio (SD EXE) em relagdo
ao grupo controle sedentdrio (SD Sed), p <0,05. As citocinas sdao mostradas

separadamente na figura 1.
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Figura 1. Citocinas de animais obesos em diferentes momentos do experimento. Os valores sdo
expressos como média (DP): (a) p <0,05, significativamente diferente em comparagdo com OB 12; (b) p
<0,05, significativamente diferente em comparagdo com OB EXE; (c) p <0,05, significativamente
diferente em comparagdo com o OB Sed; (d) p <0,05, significativamente diferente em relagdo ao SD 12;
(e) p <0,05, significativamente diferente em comparagdo com SD EXE; (f) p <0,05, significativamente
diferente em comparagdo com o SD Sed.

Alteracdo Morfoldgica Muscular

Os musculos vasto lateral, tibial anterior e gastrocnémio apresentaram maior
infiltrado de gordura no grupo obeso por 12 semanas (12 semanas) (p <0,05) e esse

infiltrado continuou nos grupos OB EXE e OB Sed em relacdo ao controle. Os resultados
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mostram que, apdés a natacdo, a infiltracdo de gordura diminuiu no musculo

gastrocnémio no grupo obeso em relagao aos demais musculos (p = 0,04) (Figura 2).

Grupo 12

Grupo natagdo

Grupo Sedentario

VL ---
TA ---
GC -- d
) --

Figura 2. Andlise da infiltragdo de gordura com coloragio Oil Red O mostrando cada grupo. A barra de
escala preta representa 50 mm, as imagens foram tiradas com aumento de 20X, infiltracdo de gordura
no vasto lateral (VL), tibial anterior (AT) e gastrocnémio (GC) nos musculos OB 12Wks (OB 12Wks),
natagdo (OB EXE ) e grupo sedentario (OB Sed), comparado com os musculos gastrocnémio (GC) no

grupo controle (SD-GC).

Os musculos vasto lateral, tibial anterior e gastrocnémio apresentaram

aumento do tecido conjuntivo no periodo de 12 semanas no grupo obeso (OB 12

semanas) em comparacdao ao grupo controle, SD-TA (p <0,05), porém apds as 8

semanas. No periodo da natacdo, apenas o musculo tibial anterior demonstrou uma

diminuicdo no tecido conjuntivo (TC) no grupo da natagdo obesa (OB EXE) em

comparacdo ao grupo controle (SD Sed) (Figura 3).
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Grupo 12 Grupo Natagdo Grupo Sedentariio

GC

VL

SD-TA

Figura 3. Tricrémico de Masson no musculo tibial anterior. A barra de escala preta representa 50 mm,
as imagens foram tiradas com ampliagdo de 20X, tecido conjuntivo nos musculos tibial anterior (AT),
gastrocnémio (GC) e musculos vasto lateral (VL) nos grupos OB 12 (OB 12) e natag¢do (OB EXE) e grupo
sedentario (OB Sed), comparado com os musculos tibiais anteriores (AT) no grupo controle (SD-AT).

Na analise morfométrica da area transversa (AT), os musculos vasto lateral e
tibial anterior ndo mostraram diferencas estatisticas entre os grupos sedentdrio e
nadador (p> 0,05). Entretanto, o musculo gastrocnémio apresentou menor area
transversa (CSA) entre os grupos OB Sed e os grupos controle, ambos nadadores e

sedentarios (SD EXE e SD Sed p <0,05).

Resultados da Glicemia

Nossos animais ndo apresentaram alteracdes glicémicas nas analises de glicemia de
jejum em nenhum periodo do experimento.
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Resultados de regressdo linear multivariavel

A Tabela 1 descreve a variabilidade da gordura intramuscular (ORO) de acordo
com o tecido conjuntivo (TC) e o percentual de gordura corporal. Para a gordura
intramuscular de gastrocnémio (GC), o modelo final, composto por percentual de
gordura corporal e TC, é capaz de explicar 41% da variabilidade da gordura
intramuscular de GC. Se a TC for estavel, o percentual de gordura corporal pode prever
34% da variabilidade da gordura intramuscular do GC (p <0,05). Por outro lado, quando
o percentual de gordura corporal é estdvel, a TC pode prever 53% da gordura
intramuscular do GC (p <0,001). Em relacdo a gordura intramuscular do tibial anterior
(TA), o modelo final é capaz de explicar 37% da variabilidade da gordura corporal. Além
disso, o percentual de gordura corporal pode predizer apenas 52% da gordura
intramuscular do TA (p <0,05). Por fim, em relagdo a gordura intramuscular do vasto
lateral (VL), o modelo final, também composto por percentual de gordura corporal e
tomografia computadorizada, é capaz de explicar 63% da variabilidade da gordura
intramuscular do VL. Se a TC for estavel, o percentual de gordura corporal pode prever
34% da variabilidade da gordura intramuscular da VL (p <0,05). No entanto, quando o
percentual de gordura corporal é estavel, a TC pode prever 61% dos valores de gordura

intramuscular do VL (p <0,001).

Tabela 1. Modelo de regressao linear explicando a variabilidade da gordura intramuscular

(ORO)

B SEB B p R? R Ajustado
Oro GC 0.454 0.413
Constante 0.872 4.300 0.843
% Gordura Corporal 0.316 0.134 0339 0.026
TC 0.782 0.210 0.534 0.001
OroTA 0.414 0371
Constante 6.192 5.015 0.228
% Gordura Corporal 0.681 0.196 0.523 0.002
Oro VL 0.653 0.627
Constante 1.162 2417 0.651
% Gordura Corporal 0.270 0.982 0.339 0.010

TC 0.706 0.141 0.615 0.001
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AbreviagGes: TC: tecido conectivo; Oro: Oil Red O; GC: gastrocnémio; TA: tibial anterior; VL: vasto

lateral.

Composicdo de gordura corporal

O percentual de gordura corporal foi maior nos grupos OB 12 (21,9%) em
comparacdo ao grupo controle SD 12 (13,6%) (p <0,05). Apds o treinamento de
natacdo, o grupo OB EXE (18,2%) nao mostrou diferengcas em relagdo aos grupos
controle (SD EXE 15,9% e SD Sed 13,6%); no entanto, o grupo OB Sed (25,1%)
apresentou maior concentrag¢ao de gordura corporal do que o OB EXE, Grupos SD EXE

e SD Sed (p <0,05).

DISCUSSAO

Neste estudo, a dieta utilizada para a inducdo de obesidade em 12 semanas
promoveu o aumento da concentragdo de citocinas sistémicas pro-inflamatoérias TNFa
e IL-6, estando de acordo com os dados da literatura. Sabe-se que aumento do tecido
adiposo corporal causa um estresse celular, levando ao aumento de células
inflamatdrias e consequentemente uma maior liberacdo destas citocinas (15). Neste
mesmo periodo também observamos que houve uma maior concentracdo da citocina
IL-10, considerada anti-inflamatéria. Estudos tem mostrado que existe uma
predominancia em macréfagos do tipo M2 considerados de perfil anti-inflamatdrios no
tecido adiposo, porém na obesidade, o estresse causado nas células adiposas e seu
aumento, modifica esse predominio de macrdéfagos tipo M2 para macrofagos tipo M1.
Desta forma, ocorre um aumento na proporgdo M1/M2 neste tecido, levando a maior
liberacdo de citocinas pré e anti-inflamatodrias circulantes (3,6). Essa condicdo, pode
levar a manutencdo do estado inflamatdrio sistémico, o qual é causa das doencas
chamadas metabdlicas, incluindo a obesidade, diabetes tipo Il e doencas cardiacas
(26).

Um importante resultado do nosso estudo, foi que apds 8 semanas de treino,
nos grupos obesos, tanto natacdo como sedentdrio, apresentaram reducdo de
citocinas TNFa e IL-6 quando comprado com o grupo controle. Este fato pode indicar

uma melhora no perfil inflamatdrio, ou um ganho na resposta M2 em relag¢do a M1,
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mesmo quando consideramos o grupo obeso sedentdrio. Essa conclusdo pode ser pela
presenca de IL-4, citocina perfil M2, que pode auxiliar na manuten¢dao da homeostase
entre as respostas M2/M1 tornando o ambiente com citocinas anti-inflamatdrias ou
ainda inibindo a resposta M1 do tecido adiposo (5).

Nossos resultados também mostram um aumento no infiltrado de gordura
muscular, nos musculos vasto lateral, gastrocnémio e tibial anterior, no grupo obeso
12 semanas em relacdo ao controle. Esse infiltrado de células de gordura no musculo
apresenta a mesma acao encontrada, quando ha aumento do tecido adiposo. Entre as
fibras musculares ocorre proliferacao de células lipidicas, bem como aumento do seu
tamanho, causando um esse estresse celular neste tecido. Como consequéncia, ocorre
um aumento de infiltrado de células inflamatdrias, levando a inflamacgdo local (27). A
inflamacdo muscular pode se tornar persistente e ter como consequéncia, a nao
ativacdo das células satélites musculares, por conseguinte promover um reparo
tecidual anormal, levando ao aumento da fibrose muscular. Em nossos resultados o
aumento da gordura muscular ocorreu conjuntamente com o aumento da fibrose
muscular, no mesmo periodo de 12 semanas de dieta indutora de obesidade (28,29). A
consequéncia dessas mudancgas, tanto do aumento de gordura, assim como da fibrose
muscular, pode ter ocorrido devido aumento no infiltrado de células imune, que
provavelmente levou a manutencdo da inflamacdo e assim permanecendo em um ciclo
cronico. Este estado crénico intramuscular pode ser causa de alteragdes no tecido
muscular como fraqueza, mudanca na arquitetura e bem como predispor o surgimento
de doencas crbnicas e degenerativas, como a osteoartrite, que pode surgir
prematuramente (33,34).

Outro resultado importante é a correlagdo da gordura intramuscular com o
acumulo de gordura corporal e a fibrose, mostrando uma intera¢do no desequilibrio
causado em um tecido com outro tecido ou érgao. As citocinas liberadas na corrente
sanguinea encontra outras ligacdes com receptores distantes, promovendo uma
reacdao em cadeia de uma inflamacdo persisténcia, por essa razdo trabalhos vem
mostrando a correlagdo de uma inflamagdo no tecido adiposo abdominal, com as
membranas sinoviais das articulacdes, ndo apenas dos joelhos, como também em
maos e ombros, ou ainda, com o humor vitreo. E como consequéncia dessas

inflamacgdes, podem causar uma cascata de eventos que levam a doencas sistémicas e
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cronicas, ndo s6 em tecido, mas também em orgdos, como a diabetes tipo Il e
hipertensado arterial (30,31).

Portanto, recursos que busquem diminuir o acumulo de gordura, tanto central
como periférico, poderiam ajudar a controlar o surgimento dessas doencas
metabdlicas, que sdo limitantes, ndo apenas nas atividades didrias, mas também na
perda da qualidade de vida. Alguns trabalhos vém mostrando diferentes formas de
diminuir o infiltrado de células imunes e infiltrado de gordura em tecidos, como
exercicio, aplicado no treino de natacdo, e em esteira (35). Ainda ndo existe um
consenso com relagdo ao volume de exercicios, bem como intensidade, na frequéncia
e tipo de treino, a fim de compreender como esse recurso modificaria as repostas
sistémicas e cronica, para interromper esse ciclo (31,32). Sendo assim, nossos
resultados nos grupos pds-treino, mostraram efeito benéfico da natacdo em animais
obesos, visto pela diminuicdo do infiltrado de gordura corporal, como muscular,
adicionado a reducdo da fibrose muscular e diminuicdo das citocinas pré-inflamatadrias
circulantes (32,33).

Trazemos em nossa conclusdo, que o aumento do tecido adiposo causado pela
dieta hipercalérica aumentou citocinas pré-inflamatdrias na circulacdo periférica e
ainda modificou o conteldo de fibrose e gordura intramuscular em ratos obesos. No
entanto, conseguimos mostrar que o treino de natagao pode ser uma ferramenta
positiva na melhora do perfil inflamatdrio sistémico, no infiltrado de gordura corporal

e muscular, bem como na reducdo da fibrose muscular.
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