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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi investigar os efeitos da natacdo e do
treinamento de forca no processo inflamatorio, tecido adiposo e perfil lipidico de
ratos obesos. Sessenta ratos Wistar adultos (12 semanas) foram divididos em 6
grupos (n = 10 por grupo): Sed-C, dieta padrdo sedentario; Sed-HL, dieta
hiperlipidica sedentario; NT-C, dieta padrdo treinado em natacdo; NT-HL, dieta
hiperlipidica treinado em natacdo; TF-C, dieta padrdo treinado em forca; TF-HL,
dieta hiperlipidica treinado em forca. Foi utilizado um periodo de treinamento de 8
semanas. Durante este periodo os animais dos grupos de treinamento de forca
realizaram escaladas em uma escada de 1,1 m na vertical, com pesos atados as
suas caudas. As sessbdes foram realizadas uma vez a cada trés dias, com 4 a 9
escaladas com 8-12 movimentos dinamicos por escalada. Os grupos de natacdo
realizaram 60 min / dia, cinco dias por semana, com uma carga constante de peso
de 5%, em tanques de 50 cm de altura e 30 cm de diametro. A dieta hiperlipidica
aumentou a massa corporal, peso relativo dos tecidos adiposos (epididimal,
retroperitoneal, visceral e subcutdneo) e a area de adipécitos (epididimal,
retroperitoneal e visceral). Houve maior expressdo de TNF-alfa e menor (néo
significativa) expressao de IL-10 no tecido adiposo visceral e efeitos deletérios no
perfil lipidico devido a dieta rica em gordura. Os grupos de treinamento de forca
apresentaram menores valores de area de adipocitos nos tecidos visceral e
retroperitoneal, menor expressdo de TNF-alfa e beneficios no perfil lipidico. Os
grupos de natacao apresentaram menor area de adipécitos nos tecidos epididimal e
retroperitoneal, maior expressao de IL-10 e beneficios no perfil lipidico. Estes
resultados indicam os potenciais beneficios do treinamento forca e da natacdao, como
alternativas ndo farmacoldgicas para controlar os efeitos deletérios da dieta
beneficios na area de adipdcitos, perfil lipidico e processo inflamatorio em ratos.

Palavras-chave: obesidade; treinamento de forca; natacéo; inflamacéo; tecido
adiposo; perfil lipidico.



ABSTRACT

The aim of the present study was to investigate the effect of swimming and
resistance training exercise on adipose tissue, inflammation and lipid profile in high-
fat feeding rats. Wistar adult male rats were divided into 6 groups (n = 10 per group):
Sed-C, sedentary chow diet; Sed-HL, sedentary high-fat diet; NT-C, swimming chow
diet; NT-HL, swimming high-fat diet; TF-C, resistance training chow diet; TF-HL
resistance training high-fat diet. An 8-week training period was used. During it period
the animals of resistance training groups climbed a 1.1-m vertical ladder with weights
attached to their tails. The sessions were performed once every 3 days, with 4-9
climbs and 8-12 dynamic movements per climb. Swimming groups performed 60
min/day, 5 days a week, with a constant overload of 5% body weight during 8 weeks
in tanks of 50 cm of height and 30 cm of diameter. High fat-diet increased body
weight, relative weight of adipose tissue (epididymal, retroperitoneal, visceral and
subcutaneous) and adipose tissue area (epididymal, retroperitoneal and visceral).
There was higher TNF-alpha expression and lower (not significant) IL-10 expression
in visceral adipose tissue and negative change in lipid profile because of the high-fat
diet. Resistance training presented lower values of visceral and retroperitoneal
adipocyte area, lower TNF-alpha expression and changed lipid profile. Swimming
presented lower epididymal and retroperitoneal adipocyte area, higher IL-10
expression and changed lipid profile. These results indicate the potential benefits of
resistance training and swimming as non pharmacological alternatives to control the
effects of high-fat diet on adipocyte area, lipid profile and inflammatory process in
rats.

Key words: obesity, resistance training, swimming, inflammatory, adipose tissue,
lipid profile.
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1. INTRODUCAO

Atualmente existe uma grande preocupacdo com o acumulo do tecido
adiposo branco. Uma das principais razdes é o fato do aumento exacerbado deste
tecido, em funcdo de um significante desequilibrio entre consumo e gasto
energético, estar diretamente relacionado a inflamacao crénica de baixa intensidade
(Wellen & Hotamisligil, 2003; Otto & Lane, 2005; Hajer, Van Haeften & Visseren,
2008; Vieira et al., 2009; Gregor & Hotamisligil, 2010).

Estudos tém confirmado que, sinais metabdlicos advindos de células
especializadas (adipdcitos) iniciam a resposta inflamatéria induzindo uma alteracéo
na homeostase metabdlica (Gregor & Hotamisligil, 2010) através da secrecdo de
inUmeras citocinas e adipocinas (Wellen & Hotamisligil, 2003; Hajer, Van Haeften &
Visseren, 2008). Além disso, existem evidéncias mostrando que o tamanho do
adipdcito pode ser um fator determinante para a secre¢cdo de adipocinas
inflamatérias, como fator de necrose tumoral-alfa (TNF-alfa), interleucina-6 (IL-6),
interleucina-1B (IL-1B), entre outros. O principal agravante dessa situacdo € que
muitas doencas estdo sendo associadas a inflamacéo crénica de baixa intensidade.
Entre elas estdo a resisténcia a acdo da insulina, a sindrome metabdlica (SM), o
diabetes mellitus tipo Il (DMII), e a doenca cardiovascular (Mokdad et al., 2003;
Petersen & Pedersen, 2005; Foster-Schubert & Cummings, 2006; Tock et al., 2006).

Recentemente houve um grande aumento no interesse dos
pesquisadores em investigar estratégias para prevenir ou atenuar os efeitos do
acumulo do tecido adiposo e da inflamacéo crbnica de baixa intensidade associados
a obesidade (Petersen & Pedersen, 2005; Arslan, Erdur & Aydin, 2010; Gregor &
Hotamisligil, 2010). O exercicio fisico é considerado um importante fator ambiental
para regular a massa corporal, bem como para reduzir o processo inflamatério
cronico em humanos (Pedersen, 2006; Woods, Vieira & Keylock, 2006; Vieira et al.,
2009) e animais (Bradley et al., 2008). Portanto, o exercicio fisico tem se tornado
uma importante estratégia de intervencdo nao-farmacolégica no combate ao
sobrepeso e a obesidade (Saris et al., 2003; Sene-Fiorese et al., 2008).

Nesse contexto, nosso grupo de pesquisa demonstrou que o exercicio de
natacao intermitente foi mais efetivo que o exercicio de natacao continuo na reducao
da adiposidade em ratos alimentados com dieta hiperlipidica (Sene-Fiorese et al.,

2008). Bradley et al. (2008), analisando o efeito da corrida voluntaria em ratos



induzidos a obesidade através da ingestdo de dieta hiperlipidica, observaram que
esse tipo de atividade fisica se mostrou capaz de atenuar a inflamacédo do tecido
adiposo branco visceral, aumentando a tolerancia a glicose e a sensibilidade a
insulina. Além disso, tem sido demonstrado na literatura que o exercicio em esteira
pode melhorar a condicdo inflamatéria tanto em ratos obesos quanto em ratos
magros e saudaveis (Gomez-Merino et al., 2007; Sakurai et al., 2009).

Entre as modalidades de exercicio, destaca-se o0 treinamento forca.
Evidéncias tém indicado que este tipo de exercicio pode ser uma eficiente
ferramenta na reducao dos depdsitos de tecido adiposo (Corriveau et al., 2008; Leite
et al., 2009; Pighon et al., 2009). Contudo, os efeitos diretos do treinamento resistido
no processo inflamatorio crénico de baixa intensidade associado a obesidade ainda
necessita de maiores esclarecimentos. Além disso, ndo foram encontrados estudos
comparando exercicios continuos aerébios de moderada intensidade e longa
duracdo com protocolos de treinamento forca de alta intensidade e curta duragcdo em
ratos obesos.



1.1 Justificativa

O aumento exponencial no niumero de obesos em todo o mundo elevou a
preocupacdo da comunidade cientifica e profissionais da é&rea da saude,
especialmente com relacdo as doencas cronico-degenerativas associadas.

Doencas cronico-degenerativas como diabetes mellitus tipo I,
hipertenséo, aterosclerose, esteatose hepatica ndo alcodlica, e até alguns tipos de
cancer, que em conjunto caracterizam a sindrome metabdlica, estdo acometendo
mais pessoas a cada dia, independentemente de classe social, idade e género.
Nesse sentido, o principal problema € o fato destas doencas associadas a
obesidade serem responsaveis por diminuir drasticamente a qualidade, bem como a
expectativa de vida das pessoas.

Devido a estes efeitos deletérios, existe um crescente interesse em
investigar os mecanismos fisiologicos envolvidos e estabelecer estratégias para
prevenir e tratar a obesidade e as comorbidades associadas.

Apesar de ainda ndo existir um consenso sobre a etiologia da sindrome
metabdlica, parece estar claro na literatura que a inflamacdo cronica de baixa
intensidade originada a partir do excesso de tecido adiposo, € um fator que esta
presente na maioria das doencas que compdem essa sindrome. Sendo assim,
parece de extrema relevancia estudar mecanismos e estratégias que possam
reverter ou atenuar o quadro inflamatoério em obesos.

O exercicio fisico tem se mostrado uma ferramenta capaz de promover
inUmeros beneficios na prevencdo e no tratamento da obesidade, inclusive na
reducdo do processo inflamatério crénico de baixa intensidade. Por conseguinte,
algumas modalidades de exercicio sdo preconizadas para auxiliar no tratamento da
obesidade, como por exemplo, exercicios aerébios, de flexibilidade e treinamento de
forca.

O treinamento de forca tem ganhado espaco devido ao grande aumento
no numero de evidéncias que apontam seus efeitos benéficos em individuos
saudaveis, atletas ou portadores de doencas como a obesidade. No entanto, seu
efeito direto no processo inflamatério crénico ainda néo foi esclarecido, mesmo em
modelos experimentais. Além disso, faltam investigacdes com animais que

comparem diferentes protocolos de exercicio como o0 treinamento aerobio de



moderada intensidade e longa duracéo e o treinamento de forca de alta intensidade

e curta duracdo.

1.2 Objetivo

O objetivo do presente estudo foi investigar os efeitos da natacdo e do
treinamento de forca na expressao génica de TNF-alfa e IL-10, area de adipécitos e

perfil lipidico em ratos alimentados com dieta hiperlipidica.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Obesidade e sindrome metabdlica

A Organizacdo Mundial de Saude, desde 1985, considera a obesidade
uma doenca, que atualmente atinge indices alarmantes, tornando-a assim, um Sério
problema mundial de saude publica (Mokdad et al., 2003). Dados recentes estimam
que aproximadamente 500 milhdes de pessoas adultas (acima de 20 anos) sejam
obesas no mundo, das quais 205 milhdes sdao homens (9,8%) e 297 milhdes séao
mulheres (13,8%) (Finucane et al., 2011). O agravante é que a perspectiva para o
futuro é de aumento iminente destes numeros, caso nao ocorra nenhum tipo de
intervencao (Gregor & Hotamisligil, 2010).

No Brasil, segundo dados divulgados pelo IBGE (2010), a incidéncia de
obesidade é de 12,4% e 16,9% em homens e mulheres, respectivamente. O
sobrepeso, por sua vez, atinge metade dos adultos em todas as regifes do pais,
com destaque para o Sul (56,8% dos homens, 51,6% das mulheres) e Sudeste (52,4
e 48,5% para homens e mulheres respectivamente). De acordo com 0 mesmo
levantamento, o problema atinge mais de 30% das criangas entre cinco e nove anos
de idade e cerca de 20% dos jovens entre 10 e 19 anos.

Ao longo dos ultimos 50 mil anos, os seres humanos se beneficiaram da
capacidade de armazenar gordura, uma vez que, 0 armazenamento de energia no
tecido adiposo foi uma adaptacdo chave para a sobrevivéncia do homem, pois
guando a disponibilidade de alimentos era escassa, essa reserva energética
armazenada na forma de gordura se tornava essencial. Entretanto, nas ultimas
décadas ocorreram mudancas substanciais no estilo de vida do homem, incluindo o
aumento da ingestdo calorica e reducdo da atividade fisica. Nesse sentido, este
novo estilo de vida ultrapassou a capacidade de adaptacdo ao ambiente pelo
genoma, tornando a obesidade uma epidemia mundial, atingindo pessoas de
diferentes niveis socioecondmicos e em todas as fases da vida (Hansen et al., 2007,
Heber, 2010).

A obesidade foi definida pela Organizacdo Mundial de Saude em 2000
como o actimulo anormal ou excessivo de gordura (IMC = 30 kg/m?) que represente
risco a saude (Who, 2000). Contudo, o aumento exponencial na prevaléncia da

obesidade e 0 consequente interesse dos pesquisadores em estudar essa doenca



permitiu a ampliacdo desse conceito. Hoje, essa enfermidade pode ser definida
como de origem multifatorial, resultante de fatores genéticos, fisiologicos, ambientais
e psicolégicos, proporcionando o acumulo excessivo de energia sob a forma de
gordura no organismo (Yadav, Akobeng & Thomas, 2000; Pereira, Francischi &
Lancha Jr, 2003).

Recentes investigacdes associam a obesidade a outras doencgas cronico-
degenerativas, tais como dislipidemia, hiperinsulinemia, diabetes mellitus tipo Il
(DM11), hipertensédo, aterosclerose e mais recentemente a esteatose hepatica nao
alcodlica e alguns tipos de cancer, que em conjunto contribuem para o aumento da
morbimortalidade em todo o mundo. Essas alteracées em conjunto compreendem o
diagndstico da sindrome metabdlica (SM). Assim como a obesidade, a SM tem sua
etiologia associada a fatores genéticos e ambientais. Além disso, sua prevaléncia
também vem crescendo de forma alarmante (Foster-Schubert & Cummings, 2006;
Tock et al., 2006; Damaso, 2009).

Gerald Reaven (1988) foi o primeiro autor a descrever a SM. Na
oportunidade o autor propds que a resisténcia a acao da insulina seria o alvo central
da etiologia do DMIIl, da doenca coronariana e da hipertensdo. No entanto,
evidéncias mais recentes apontam para uma relacdo muito proxima entre SM e
obesidade, especialmente a obesidade central ou visceral (Despres & Lemieux,
2006).

Nesse contexto, em uma revisdo de literatura, Oda (2008a) apontou
diversos biomarcadores comuns entre obesidade e sindrome metabolica: IMC
(obesidade), circunferéncia de cintura (obesidade abdominal), area e volume dos
adipécitos viscerais (obesidade visceral), gordura hepéatica (gordura ectépica),
leptina (desordens enddcrinas), TNF-alfa (inflamacédo), e acumulo de macrofagos
(modificagdes histoldgicas).

Evidéncias demonstram também que a obesidade visceral, associada a
fatores genéticos e ambientais tais como fumo e estresse, € componente essencial
na fisiopatologia da SM (Miranda et al., 2005; Despres & Lemieux, 2006; Damaso,
2009). Em contrapartida, outros achados afirmam que ainda nédo esta claro qual € o
principal desencadeador da SM (Volp et al., 2008; Calcaterra et al., 2009) e que a
falta de um consenso para definicdo da mesma coloca em risco seu diagnostico
(Oda, 2008b).



As luzes destes fatos, ainda sdo necessarios mais estudos para elucidar
por completo a fisiopatologia da SM, bem como sua real relacdo com a obesidade.
Nesse sentido, torna-se importante o estudo da inflamacdo cronica de baixa
intensidade, em razdo de inumeras evidéncias apontarem sua relagdo com a
obesidade e a SM (Despres & Lemieux, 2006; Pedersen, 2006; Volp et al., 2008;
Galic, Oakhill & Steinberg, 2010; Gregor & Hotamisligil, 2010).

2.2 Obesidade e inflamagéao

Durante décadas pensou-se no tecido adiposo como um érgdo com papel
crucial apenas na regulacdo da homeostase dos acidos graxos do organismo. Em
periodos de abundancia de calorias, os acidos graxos livres sdo armazenados na
forma de triacilglicerol através da sua esterificacdo com glicerol e séo liberados de
volta para a circulacdo em tempos de escassez de energia (Galic, Oakhill &
Steinberg, 2010).

Foi com a descoberta da leptina, horménio regulador da ingestdo de
alimentos e do balanco energético (Zhang et al., 1994) e a confirmacdo da secrecao
de proteinas envolvidas na regulacdo do metabolismo, como o fator de necrose
tumoral (TNF-alfa), identificada como um regulador negativo da transducao do sinal
de insulina (Hotamisligil, Shargill & Spiegelman, 1993), que o tecido adiposo branco
passou a ser considerado um 6rgéo secretor. Além disso, o tecido adiposo possui
capacidade de regulacdo do armazenamento e da distribuicdo de gordura,
comunicacdo com o sistema nervoso central e trato gastrintestinal, além de
desempenhar importante papel na resposta inflamatoria tanto em condicfes
autdcrinas quanto paracrinas ou endocrinas (Duarte et al., 2008; Heber, 2010).

A partir desse momento houve um aumento do interesse dos
pesquisadores em aprofundar os estudos relacionados ao tecido adiposo.
Atualmente mais de cinquenta produtos derivados dos adipdcitos ja foram isolados e
caracterizados (Tilg & Moschen, 2006). Nesse sentido, estudos experimentais
mostraram que ratos obesos aumentam ndo apenas 0s niveis de TNF-alfa, mas
também de outras adipocinas proé-inflamatérias incluindo interleucina-6 (IL-6),
interleucina-1B (IL-1B), quimiocina ligante CC 2 (CCL2), entre outras (Gregor &
Hotamisligil, 2010). Em contrapartida, ratos obesos diminuem o0s niveis de

adipocinas antiinflamatérias como a interleucina-10 (IL-10) (Arslan, Erdur & Aydin,



2010). Além disso, sabe-se hoje que além do tecido adiposo, outros tecidos estao
sujeitos a inflamac&o em individuos obesos, dentre eles é possivel citar o figado, o
pancreas, o cérebro e os musculos (Gregor & Hotamisligil, 2010).

Como oOrgdo secretor, o0 tecido adiposo apresenta diversas
particularidades. Encontra-se disperso pelo organismo, em depdsitos sem ligacao
fisica entre si, cuja atividade secretéria é regulada por mecanismos humorais e
hormonais, nédo totalmente esclarecidos. Nesses depositos individuais, encontram-se
varios tipos de células (macrofagos, fibroblastos, pré - adipdcitos e adipdcitos) com
atividade secretdria variavel. Os produtos secretados pelo tecido adiposo, também
podem ser produzidos por outros tecidos, tornando dificil a determinacdo da
contribuicdo do tecido adiposo para os niveis de citocinas circulantes. Além disso, 0os
mecanismos moleculares de sintese e exocitose destes produtos ndo estdo ainda
totalmente esclarecidos (Costa & Duarte, 2006).

Segundo Heber (2010), a localizacdo da gordura corporal também tem
implicacBes significativas para os riscos a saude, sendo que 0s mais altos riscos
estdo associados a obesidade abdominal. O rapido ganho de peso pode provocar a
hiperplasia dos adipdcitos, ou seja, 0 aumento do niumero de células de gordura.
Este aumento é infindo, podendo ultrapassar a capacidade de suprimento de sangue
para estas células, com a possibilidade de interacdo com mondcitos atraidos a partir
da medula 6ssea.

Estudos recentes mostram que a hipertrofia dos adipdcitos, ou em outras
palavras, o aumento do volume da célula adiposa, decorrente do acumulo excessivo
de triacilglicer6is, sao altamente correlatas com a obesidade e acarreta uma
infiltracdo e ativacdo de macréfagos no tecido adiposo, culminando no aumento do
processo inflamatério cronico de baixa intensidade (Galic, Oakhill & Steinberg, 2010;
Gregor & Hotamisligil, 2010; Heber, 2010).

Pesquisadores tém apontado que o processo inflamatério induzido por um
superavit metabdlico esté fora do paradigma classico de inflamacéo que € definido
pelos seus principais sinais: vermelhiddo, inchaco, calor e dor. Além disso, essa
resposta classica é associada a um aumento da taxa metabdlica basal e representa
uma resposta rapida e localizada do sistema imune no local da lesdo ou infecgéo.
Normalmente, a injuria € removida ou neutralizada, e a inflamag&o reduzida. No
entanto, a natureza da resposta inflamatéria encontrada em obesos é diferente
(Gregor & Hotamisligil, 2010).



Nesse sentido, Galic, Oakhill & Steinberg (2010) assinalam que, no tecido
adiposo magro residem macréfagos que sao caracterizados pela expressao de
genes Ym-1, arginase-1, além da adipocina antiinflamatéria IL-10, responséaveis pelo
aumento da capacidade de reparacdo de tecidos e angiogénese. Esses macrofagos
sdo descritos como M2 ou “ativados alternativamente”. Porém, os ultimos achados
tém evidenciado que a expansdo do tecido adiposo provoca a infiltracdo de
macréfagos M1 ou “classicamente ativados”. Estes sdo geralmente recrutados para
os locais de lesédo tecidual e sua presenca em estado pré-inflamatério tem sido
relatada, aumentando a expressdo de Oxido sintase induzivel (iINOS) e TNF-alfa,
entre outros fatores.

Heber (2010) vai além, ao afirmar que, estimulos como excesso de
alimentacdo, inatividade fisica e envelhecimento contribuem para a hipersecrecdo de
adipocinas, resultando na inflamacé&o crénica de baixa intensidade. Apesar de ainda
existirem discussbes na literatura, aparentemente esse quadro inflamatério esta
diretamente relacionado a etiologia da resisténcia a insulina, DMIl e de outras
doencgas que compdem a SM.

Entretanto, outros estudos apontam que defeitos na acao da insulina em
diferentes tecidos (musculo, figado e tecido adiposo) séo responsaveis pelo
aumento do processo inflamatério crénico de baixa intensidade. O fato é que
independentemente do fator desencadeador, a relacdo entre resisténcia a acdo da
insulina e inflamacé&o é bidirecional. (Volp et al., 2008).

Além disso, a hipertrofia dos adipdcitos, especialmente dos viscerais, que
sdo mais ativos, esta relacionada com a resisténcia ao efeito antilipolitico da insulina
e aumento da acao das catecolaminas, devido ao aumento da expressao de beta
adrenoreceptores (beta3) e diminuicdo da expressdo de alfa2 adrenorreceptor,
aumentando o fluxo dos acidos graxos nao esterificados para o figado, via veia porta
hepatica culminando em maior producdo de glicose hepética, reducdo da
degradacdo de apolipoproteina B e aumento da producédo de triacilgliceréis. Todas
essas alteracOes descritas (alteracdo nos mecanismos de sintese e oxidacdo de
lipidios bem como sua fungéo secretdria) séo fatores que indicam o envolvimento do
tecido adiposo com a fisiopatologia da SM (Despres & Lemieux, 2006; Damaso,
20009).

A partir desses fatos, amplamente discutidos na literatura, é possivel

sugerir que a obesidade provoca um desequilibrio na homeostase metabdlica do
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tecido adiposo, promovendo alteracdes na secrecédo de adipocinas e favorecendo o
desenvolvimento de resisténcia a insulina. Assim, a hipertrofia dos adipécitos induz a
infiltracdo de macréfagos e aumento da inflamacdo com producdo aumentada de
adipocinas pré-inflamatérias como TNF-alfa e IL-6. Isto é acompanhado por um
aumento da liberacdo de acidos graxos livres e desregulacdo da secrecdo de
leptina, adiponectina, resistina e proteina ligante de retinol (RBP4). Juntas, essas
substancias derivadas dos adipécitos e macréfagos podem agir de forma paracrina
ou autdcrina, agravando a inflamagdo do tecido adiposo. No nivel sistémico, a
secrecao alterada de adipocinas pode levar ao aumento na ingestdo alimentar e
reducdo do gasto energético através de acdes no hipotdlamo. Além disso, a
sensibilidade a insulina diminui no musculo e no figado através do aumento ectépico
da deposicdo de lipideos associado ao desenvolvimento da inflamacéo crénica de
baixa intensidade (Galic, Oakhill & Steinberg, 2010). O resumo destes mecanismos

estéa ilustrado na figura 1.
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Figura 1. Hipertrofia do tecido adiposo induz a infiltracdo e proliferacdo de
macrofagos e alteracéo na secrecdo de adipocinas levando a inflamacéo crénica de
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baixa intensidade. Este quadro, associado ao aumento de acidos graxos livres
circulantes, provoca aumento de ingestao alimentar, diminuicdo do gasto energético,
além da alteracdo na homeostase de tecidos periféricos como musculo e figado
promovendo acumulo ectopico de gordura, inflamacdo e resisténcia a insulina.
Adaptada de Galic, Oakhill & Steinberg (2010).

2.2.1 Fator de necrose tumoral-alfa (TNF-alfa)

TNF-alfa € uma citocina pro-inflamatéria (Arslan, Erdur & Aydin, 2010),
sintetizada como uma proteina transmembrana com massa molecular de 26 kDa.
Esta passa por uma clivagem antes de ser liberada para a circulagio como uma
molécula soluvel de 17 kDa (Galic, Oakhill & Steinberg, 2010).

Estudos indicam que a hipertrofia do tecido adiposo leva ao aumento da
expressao de TNF-alfa (Gregor & Hotamisligil, 2010), tendo acbes
predominantemente autocrinas e paracrinas (Costa & Duarte, 2006).

Originalmente pensava-se que, a raz&o para 0 aumento observado dos
niveis séricos desta citocina em individuos obesos fosse a superproducgéo realizada
pelo excesso de tecido adiposo. Entretanto, atualmente tem sido reconhecido que
esse aumento é devido a infiltracdo de macréfagos M1 no tecido adiposo (Arslan,
Erdur & Aydin, 2010; Galic, Oakhill & Steinberg, 2010; Heber, 2010).

Independentemente do agente para o aumento de TNF-alfa, inUmeros
achados demonstraram que niveis elevados desta citocina estéo relacionados com a
resisténcia a insulina (Arslan, Erdur & Aydin, 2010) e consequentemente com a
etiologia do DMII, (Pedersen, 2006; Volp et al., 2008; Damaso, 2009; Galic, Oakhill &
Steinberg, 2010; Gregor & Hotamisligil, 2010).

O TNF-alfa parece ter papel importante na fisiopatologia da resisténcia a
insulina através da diminuicdo da expresséo a superficie celular dos transportadores
de glicose (GLUT-4), fosforilacdo do substrato 1 dos receptores de insulina (IRS-1) e
fosforilacdo especifica do receptor da insulina (Costa & Duarte, 2006; Arslan, Erdur
& Aydin, 2010).

Galic, Oakhill & Steinberg (2010) em uma revisao de literatura ampliaram
a gama de mecanismos que envolvem o TNF-alfa, com a resisténcia a acao da
insulina incluindo bases moleculares como a inibicdo da capacidade de sinalizacao
da IRS-1 através da ativacdo de quinases serina tais como a quinase c-Jun N-

terminal (JNK) ou complexo quinase IkB (IkK), além de aumentar a expressao de
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citocinas supressoras da sinalizacdo 3 (SOCS3). O TNF-alfa também reduz a
oxidacdo de acidos graxos em hepatécitos e musculo esquelético por meio de
efeitos mediados pela inducdo da proteina fosfatase 2C e supressdo da quinase
ativada por AMP (AMPK). As taxas reduzidas de oxidacdo dos &cidos graxos sao
acompanhadas por acumulo de lipidios bioativos, como triacilglicerdis, que por sua
vez, sdo conhecidas por ativar a proteina quinase C e inibir a funcéo do IRS.

Uma investigacéo recente confirmou que uma dieta hiperlipidica (46% das
calorias totais provenientes de gordura) aumenta a expressdo de TNF-alfa, IkK e
outros fatores que caracterizam o aumento do processo inflamatério no tecido
adiposo de camundongos. E mais, os achados desse estudo evidenciaram que o
aumento no processo inflamatério estd associado a aumentos concomitantes nos
niveis de insulina, leptina e glicose, reforcando a relagdo do processo inflamatorio
cronico de baixa intensidade com a resisténcia a agédo da insulina (Bradley et al.,
2008). Estudos com humanos também demonstraram que o excesso de peso (IMC >
27 kg/m?®) contribui para 0o aumento dos niveis séricos de TNF-alfa, apresentando
correlagdo inversa entre o aumento desta citocina e o metabolismo da glicose
(Winkler et al., 2003).

Adicionalmente, o TNF-alfa parece ativar o fator de transcricao nuclear kB
(NF- kB), o que leva a uma série de alteragdes inflamatorias no tecido vascular.
Essas alteracdes inflamatérias do tecido vascular tém mostrado resultar em
disfuncao endotelial e hipertensdo (Lyon, Law & Hsueh, 2003).

Entretanto, diversos estudos demonstraram que a reducdo de peso e
mais especificamente, a reducdo de gordura visceral pode aumentar os niveis de
adipocinas antiinflamatérias como adiponectina e IL-10 e reduzir os niveis de
adipocinas pré-inflamatérias tais como TNF-alfa, resistina e IL-6 (Petersen &
Pedersen, 2005; Pedersen, 2006; Bradley et al., 2008; Arslan, Erdur & Aydin, 2010;
Galic, Oakhill & Steinberg, 2010; Moschen et al., 2010).

2.2.2 Interleucina-10 (IL-10)

A IL-10 é uma citocina antiinflamatéria, com massa molecular de 17 kDa
em sua forma sollvel, sendo produzida principalmente por macréfagos e linfocitos
(Arslan, Erdur & Aydin, 2010). Evidéncias apontam que no tecido adiposo a IL-10 é

produzida por macrofagos M2, principalmente em individuos magros (Galic, Oakhill
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& Steinberg, 2010). Sua principal funcéo parece ser a regulacdo do sistema imune,
inibindo significativamente a expressao e/ou sintese de citocinas ou adipocinas pro-
inflamatorias por meio de feedback negativa (Choi et al., 2007; Volp et al., 2008).

Segundo Nishida et al. (2007) a IL-10 tem propriedades antiinflamatérias
multifacetadas, incluindo a inibicdo da atividade de macrofagos e células T, além de
apresentar um efeito protetor contra aterogénese. Foi demonstrado claramente na
literatura que a adiponectina, uma importante adipocina antiinflamatéria, induz a
expressao de IL-10 em macréfagos humanos. E mais, aparentemente, os efeitos
anti-aterogénicos da adiponectina sao parcialmente mediados pela IL-10 (Choi et al.,
2007; Nishida et al., 2007; Volp et al., 2008).

Choi et al (2007), avaliaram em trezentos e doze individuos coreanos a
associagdo de marcadores antiinflamatérios (IL-10 e adiponectina) e pro-
inflamatérios (IL-6 e proteina C reativa (PCR)) com a sindrome metabdlica. Os
achados deste estudo demonstraram que altos niveis de adiponectina e IL-10 e
baixos niveis de PCR e IL-6 tém relac&o inversa com a sindrome metabdlica.

Evidéncias indicam que, baixos niveis de IL-10 estdo relacionados ao
desenvolvimento de outras doengas como, por exemplo, a insuficiéncia cardiaca. A
diminuicAo da concentracdo plasmatica de IL-10 tem sido correlacionada
positivamente com uma diminuicdo da fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo.
Além disso, em animais com insuficiéncia cardiaca pés infarto do miocéardio, a taxa
de producéo de IL-10 foi recentemente demonstrada como um indicador preciso do
grau de disfuncéo ventricular (Batista et al., 2009).

Recentemente Ropelle et al (2010) demonstraram que a IL-10 pode
exercer importante acdo antiinflamatoria no sistema nervoso central. Os achados
destes autores sugerem que a IL-10 e a IL-6 inibem a acéao inflamatoria do IkKB/NF-
kB no hipotdlamo de ratos obesos, aumentando a sensibilidade a acao da leptina e
da insulina nos neurdnios dessa regido, culminando em diminuicdo da ingestéo

caldrica e melhora no controle do balango energético.
2.3 Obesidade, inflamacéao e exercicio
Nas ultimas décadas tem ocorrido um aumento exponencial no nimero de

pessoas obesas, tornando a obesidade um problema de saude publica. Essa doenca

tem sido classificada como uma desordem primariamente de alta ingestédo
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energética. No entanto, evidéncias sugerem que a etiologia da obesidade também
esta relacionada ao baixo gasto energético, sendo que a inatividade fisica da vida
moderna parece ser o principal fator associado ao crescimento dessa doenca nas
sociedades industrializadas. Estudos epidemioldgicos e de coorte tém demonstrado
forte associacdo entre obesidade e inatividade fisica, bem como tem sido descrita a
associacdo inversa entre atividade fisica, indice de massa corpérea (IMC), razao
cintura-quadril (RCQ) e circunferéncia de cintura (Ciolac & Guimaréaes, 2004).

Sabe-se que, para modificar o quadro da obesidade é preciso que o gasto
total de energia diario supere o consumo, condicdo chamada de balanco energético
negativo, causando assim, a diminuicdo da massa adiposa. (Hannibal et al., 2010).
Nesse sentido, a literatura tem dado suporte a importancia da pratica regular de
atividade fisica como um fator fundamental para a prevencdo ou tratamento do
sobrepeso e da obesidade (Damaso, 2009).

A recomendacdo do Colégio Americano de Ciéncias do Esporte é que
individuos que desejam manter sua massa corporal estavel devem realizar de 150 a
200 minutos de exercicio fisico por semana gerando um gasto calérico em torno de
1200 a 2000 kcal por semana. J& individuos que estdo com sobrepeso ou s&o
obesos e precisam obter uma perda de peso significativa devem realizar de 250 a
300 minutos de exercicio fisico por semana com gasto calérico estimado em 2000
kcal por semana (Donnelly et al., 2009). No entanto, é importante ressaltar que,
inimeras evidéncias destacam que para um emagrecimento significativo e
duradouro é essencial a associacdo do exercicio fisico com uma dieta hipocaldrica
(500-1000 kcal/dia), em outras palavras, parece que somente o0 gasto cal6rico
advindo do exercicio fisico ndo é suficiente para o sucesso de um programa de
intervencao para tratar a obesidade (Ciolac & Guimaraes, 2004; Hansen et al., 2007;
Donnelly et al., 2009; Hannibal et al., 2010).

Diversas modalidades de exercicios sdo recomendadas para controlar ou
promover a perda de massa corporal, tais como: exercicio aerébio, treinamento de
forca e flexibilidade. Contudo, ainda ndo esta claro na literatura qual modalidade é
mais eficiente para a prevencao e tratamento da obesidade. Adicionalmente, ainda
existem divergéncias sobre qual seria a melhor intensidade e volume de exercicio
(Donnelly et al., 2009; Hannibal et al., 2010).

Nos ultimos anos, tém crescido o interesse dos pesquisadores sobre

outros possiveis beneficios do exercicio no tratamento da obesidade. Nesse
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contexto, varios beneficios ja foram descritos na literatura como o aumento ou
manutencdo da massa magra, controle da pressado arterial, melhora da aptidao
cardiorrespiratéria, do perfil lipidico, da composicao corporal, da sensibilidade a acdo
da insulina, além de atenuar o processo inflamatério (Hansen et al., 2007; Donnelly
et al., 2009).

Diante dos fatos citados e, refletindo sobre o escopo da presente
investigagdo, inumeras evidéncias tém apontado o exercicio fisico como importante
agente estimulador de respostas antiinflamatérias, podendo auxiliar no controle da
inflamagéo crénica de baixa intensidade e consequentemente diminuirem 0s riscos
das doencas crbnicas associadas como DMII, hipertenséo e aterosclerose (Petersen
& Pedersen, 2005; Pedersen, 2006; Woods, Vieira & Keylock, 2006; Gomez-Merino
et al., 2007; Bradley et al., 2008; Corriveau et al., 2008; Damaso, 2009; Sakurai et
al., 2009).

Petersen & Pedersen (2005) em uma revisdo de literatura afirmaram que
0 exercicio fisico regular pode proteger contra doencas associadas a inflamacéo
cronica de baixa intensidade. Este efeito crénico do exercicio pode ser atribuido a
resposta antiinflamatoéria induzida pelo efeito repetido de uma sessdo aguda de
exercicio, que é parcialmente mediada pela IL-6 derivada do musculo esquelético.
Esta citocina tem caracteristicas dubias, podendo ser pré ou antiinflamatoria.
Concentrag0es fisiologicas de IL-6 parecem estimular o aparecimento na circulagéo
das citocinas antiinflamatérias: receptor antagonista de IL-1 (IL-1ra) e IL-10, além de
inibir a producéo de citocinas pro-inflamatoérias como TNF-alfa, podendo reduzir seus
efeitos deletérios. Além disso, a IL-6 parece estimular a lipolise, bem como a

oxidacao das gorduras, como esté representado na figura 2.
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Figura 2. A contragéo das fibras musculares promove a producgao e liberagao de IL-
6, que induz a varios efeitos metabdlicos como o aumento da lipdlise e a oxidacao
de lipidios, além de estar envolvida na homeostase da glicose durante o exercicio. A
IL-6 tem um forte efeito antiinflamatério e também pode inibir os efeitos deletérios do
TNF-alfa. Adaptada de Petersen & Pedersen (2005)

Segundo outra interessante revisdo de literatura, os beneficios do
exercicio sdo claros frente aos efeitos deletérios do processo inflamatério no
musculo esquelético. Como foi dito anteriormente o excesso de acidos graxos livres
associados ao processo inflamatério crénico de baixa intensidade podem provocar
resisténcia a acdo da insulina no musculo esquelético. Resumidamente o0s
mecanismos que explicam este quadro sdo a ativacao de quinases, especialmente
IkKB e JNK. A IKKB pode interferir na sinalizacdo de insulina através de pelo menos
duas vias: primeiro, fosforilando diretamente os substratos do receptor de insulina
(IRS-1 e IRS-2) em residuos de serina; segundo, ela pode ativar indiretamente o
NFkB, um fator de transcricdo que, entre outros alvos, pode estimular a producao de
varios mediadores inflamatérios, incluindo o TNF-alfa e INOS. Ja a JNK também
pode interferir negativamente na sinalizacdo da insulina, fosforilando o IRS-1 e o
IRS-2 em serina. O exercicio fisico parece agir reduzindo a expressao e/ou atividade
destas proteinas intracelulares de efeito negativo sobre a via de sinalizacdo da
insulina, aumentando a sensibilidade a insulina e melhorando a captacdo de glicose

pelo musculo esquelético (Pauli et al., 2009) como mostra a figura 3.
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Figura 3. Exercicio Fisico inibe proteinas quinases que estdo associadas com a
resisténcia a acdo da insulina como JNK, iINOS e IkK, aumentando a sensibilidade a
esse horménio bem como a aumentando a captacdo de glicose. Adaptada de Pauli
et al. (2009).

Estudos com animais tém sido muito importantes para tentar elucidar os
diferentes efeitos do exercicio fisico no processo inflamatério cronico de baixa
intensidade associado a obesidade. Assim, Bradley et al. (2008), utilizando
camundongos induzidos a obesidade com quatro semanas de dieta hiperlipidica,
analisaram o efeito de seis semanas de corrida voluntaria na expressao de TNF-alfa,
proteina quimiotatica de mondcitos-1 (MCP-1), inibidor do ativador do plasminogénio
tipo 1 (PAI-1) e IkK no tecido adiposo visceral afim de verificar a tolerancia a glicose
e a sensibilidade a insulina nesses animais. Os resultados desse estudo sugerem
gue o exercicio reduz parcialmente a adiposidade, reverte a resisténcia a insulina e
diminui a inflamacdo do tecido adiposo visceral, induzida pela dieta hiperlipidica,
apesar do consumo continuado da mesma.

Em outra investigacdo com camundongos Vieira et al. (2009) verificaram
os efeitos de uma dieta pobre em gorduras, do exercicio fisico e da combinagéo dos
dois no processo inflamat6rio em animais induzidos a obesidade com seis semanas
de ingestdo de dieta hiperlipidica. Nesse estudo, os animais realizaram exercicio
fisico em esteira, cinco vezes por semana, por 6 ou 12 semanas, 40 min/dia , com

intensidade de 65-70% VO mnax. Os achados desta investigagdo mostraram
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claramente que a associacdo de uma dieta pobre em gorduras e o exercicio fisico,
tanto com 6 ou 12 semanas de intervencdo, promove reducdo do tecido adiposo
branco visceral e culmina em uma reducdo do quadro inflamatério, através da
diminuicAo da expressdo génica de MCP-1, e TNF-alfa, além, de reduzir as
complicacbes metabdlicas associadas a obesidade. Além disso, quando
comparados com 0s animais que apenas ingeriram uma dieta pobre em gorduras, 0s
animais exercitados atenuaram o aumento da adiposidade, da expressao de MCP-1
e da esteatose hepéatica nao alcodlica.

Contudo, um estudo de Lira et al. (2010) demonstrou que 0 excesso de
exercicio fisico aerébio pode ser prejudicial. Os autores realizaram um protocolo
progressivo de exercicio em esteira com ratos Wistar, durante onze semanas, onde
0sS animais aumentaram gradativamente a intensidade e o volume de exercicio ao
longo das semanas de treinamento, até chegarem a uma intensidade de 25 (m.min™)
durante 60 minutos, na quarta semana. A partir desse momento, a fim de criar um
desequilibrio entre estimulo e recuperacdo, os periodos de recuperacdo foram
diminuidos gradativamente, passando de 24 horas na oitava semana de
treinamento, para 4 horas na nona semana, 3 horas na décima e apenas 2 horas na
ultima semana de treinamento. Os resultados dessa investigacdo apontaram que 0
excesso de exercicio aerdbio, realizado em esteira, pode contribuir para o aumento
das concentracdes séricas de TNF-alfa e IL-6, bem como promover o aumento na
expressao de outros fatores proé-inflamatoérios no tecido adiposo, tais como receptor
do tipo Toll 4 (TLR-4) e NF-kB, sugerindo que o “overtraining” é prejudicial, uma vez
gue pode promover um aumento do processo inflamatério cronico de baixa
intensidade, mesmo em animais que nao foram induzidos a obesidade.

Tendo em vista os fatos apresentados até aqui, € possivel sugerir que o
exercicio fisico aerdbio, periodizado de forma coerente, realmente contribui de forma
significativa na melhora do quadro inflamatdrio cronico de baixa intensidade. No
entanto, o efeito direto do treinamento de forca na inflamacao do tecido adiposo em
animais obesos permanece obscuro. Além disso, ndo foram encontrados estudos
gue compararam exercicios aerébios e protocolos de treinamento de forca em
animais obesos. Os Unicos achados na literatura que utilizaram protocolos de
treinamento de forgca (Corriveau et al, 2008;. Leite et al, 2009;. Pighon et al, 2009)
tém demonstrado que o mesmo parece ser eficaz na diminuicdo dos depdsitos de

tecido adiposo em ratos.
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3. HIPOTESE

A luz desses fatos, a nossa hipotese foi que, tanto o protocolo de
treinamento de for¢ca quanto o de natacdo, podem atenuar os efeitos deletérios da
dieta hiperlipidica no processo inflamatério, reduzir a area de adipdcitos, bem como,

promover mudancas no perfil lipidico em ratos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados sessenta ratos Wistar (Rattus novergicus var. albinus,
Rodentia, Mammalia) com 12 semanas e peso inicial de aproximadamente 300 +
17,31 g, obtidos no biotério da Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar), Sao
Paulo, Brasil. Os animais foram mantidos em gaiolas individuais com 4gua e comida
ad libitum e temperatura e umidade constantes, 22-24°C e 50-60%, respectivamente.
O ciclo foi de 12 horas claro/12 horas escuro, com luzes acesas das 07:00 h as
19:00 h. A pesquisa foi aprovada pelo comité de Etica e Pesquisa em Animais da
Universidade Federal de Sdo Carlos (CEP/UFSCar), segundo parecer n°. 031/2009.
Todos os procedimentos experimentais foram conduzidos de acordo com os
principios do guia para cuidados e uso de animais de laboratério (National Research
Council (Us) Board on Biology, 1998).

4.2 Dieta

Duas dietas foram utilizadas na presente investigacédo, dieta padréo e
dieta hiperlipidica. A dieta padrdo foi composta por racdo balanceada da marca
PRIMOR (S&o Paulo, Brasil) contendo: 23 g de proteina, 49 g de carboidrato, 4 g de
gordura e 5 g de fibras (por 100 g de dieta), conforme fornecido pelo fabricante. A
dieta hiperlipidica, previamente padronizada por Estadella et al. (2004), foi composta
por racao balanceada padrédo da marca PRIMOR, amendoim torrado, chocolate ao
leite e biscoito de maisena, na proporcdo de 3:2:2:1. Ap0s exame bromatologico
realizado na Embrapa (Sao Carlos-SP) constatou-se que esta dieta continha 20 g de
proteina, 20 g de gordura, 48 g de carboidratos, 4 g de fibras (por 100 g de dieta). A
densidade caldrica das dietas foi determinada com um calorimetro adiabatico (IKA-
C400), sendo de 5,12 kcal/g para a dieta hiperlipidica e 4,07 kcal/g para a dieta
padrdo (Estadella et al., 2004). Todos os componentes desta dieta eram moidos,
misturados e oferecidos aos animais em forma de pellets. Os grupos que se

alimentaram com esta dieta, a receberam durante trés semanas antes e durante
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todo o periodo de treinamento. A massa corporal e o consumo alimentar foram

registrados diariamente (Duarte et al., 2008).

4.3 Grupos experimentais

Os ratos foram randomicamente distribuidos em seis grupos
experimentais (10 animais em cada grupo) seguindo a seguinte ordem: (I) sedentario
alimentado com dieta padrdo (Sed-C); (Il) sedentario alimentado com dieta
hiperlipidica (Sed-HL); (lIl) treinado em natacdo alimentado com dieta padrdo (NT-
C); (IV) treinado em natacéo alimentado com dieta hiperlipidica (NT-HL); (V) treinado
em forca alimentado com dieta padrao (TF-C); (VI) treinado em forca alimentado
com dieta hiperlipidica (TF-HL). Os grupos treinados realizaram oito semanas de
natacdo (NT-C e NT-HL) ou treinamento de forca (TF-C e TF-HL), sendo que o

treinamento foi iniciado ao mesmo tempo para todos os grupos (figura 4).

Inicio da Inicio do
dieta Adaptagao treinamento Eutanasia

3 semanas 1 semana 8 semanas

ﬁ' Dieta Padrao ' Dieta Padrio + natacéo

Dieta Hiperlipidica Dieta Hiperlipidica + natacdo

Dieta Padr&o

Dieta Hiperlipidica ! Dieta Hiperlipidica + treinamento de forca

Dieta Padrao
Dieta Hiperlipidica

Figura 4. Desenho experimental

Dieta Padrao + treinamento de forca

4.4 Protocolos de treinamento

4.4.1 Protocolo de natagéo

Os animais foram adaptados ao meio aquatico antes de iniciar o periodo

de treinamento fisico. Nesta etapa, os ratos nadaram por 30 minutos, uma vez por
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dia durante uma semana (cinco sessfes) em tanques individuais de 50 cm de altura
por 30 cm de diametro, sendo a temperatura da agua mantida entre 31+1°C (figura
5).

Figura 5. Treinamento de natacao

ApoOs o periodo de adaptacdo, os ratos realizaram o treinamento de
natacdo durante oito semanas, sendo que o exercicio foi realizado cinco vezes por
semana, 60 minutos por dia, com uma carga constante de peso de 5% (Gobatto et
al., 2001) A sobrecarga foi adicionada com o auxilio de um colete adequado (figura
6).

Domingo | Segunda | Terca Quarta | Quinta Sexta Sabado
X Familiarizagio | Familiarizagio | Familiarizagio | Familiarizaio | Familiarizagio X
X 5sa0 Sessao  Sessdo X

detreino detreino detreino detreino detreino

Figura 6. Cronograma do treinamento de natacao

X =descanso
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4.4.2 Protocolo de treinamento de forca

Neste estudo foi utilizado o protocolo de treinamento de for¢a descrito por
Hornberger & Farrar (2004).

O treinamento de forca de oito semanas foi realizado uma vez a cada trés
dias. Inicialmente, os ratos realizaram uma semana (duas sessdes) de adaptacao ao
protocolo de treinamento, que exigia que 0s animais escalassem uma escada
vertical (1,1 x 0,18 m; degrau de 2-cm; inclinacdo de 80°) com pesos atados em
suas caudas (figura 7). O aparato foi fixado a por¢cdo proximal da cauda com uma
fita auto-adesiva. Apos a fixacdo do aparato a cauda, os animais foram colocados na
base da escada e familiarizados com a mesma. Caso necessario um estimulo com
pinca era aplicado na cauda do animal para iniciar 0 movimento. No topo da escada
0s ratos alcancavam uma gaiola (20 x 20 x 20 cm) onde descansavam durante 120
segundos. Este procedimento foi repetido até que o0s animais conseguissem

voluntariamente escalar a escada, cinco vezes consecutivas, sem estimulo.

Figura 7. Treinamento de forga.
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Trés dias apds a familiarizacao, foi realizado o teste de carga maxima de
carregamento. A escalada inicial para este teste consistia em carregar uma carga de
75% da massa corporal do animal. Nas escaladas subsequentes eram adicionados
30 g, a cada escalada, até que fosse atingida uma carga com a qual o rato néo
conseguisse escalar toda a escada. A falha em escalar foi padronizada como o
momento em que o animal ndo conseguia realizar uma subida completa na escada
apos trés estimulos sucessivos na cauda. A maior carga carregada em uma
escalada completa foi considerada a carga maxima de carregamento.

As sessOes de treinamento consistiam de quatro escaladas na escada
com 50%, 75%, 90% e 100% da carga maxima de carregamento do animal,
determinada na sessdo anterior. Durante as escaladas subsequentes eram
adicionados 30 g até que o animal ndo conseguisse mais realizar uma escalada
completa ou completasse um total de nove escaladas naquela sesséo de
treinamento. A maior carga de maxima de carregamento de cada sessdo era

utilizada para o calculo das cargas nas sessfes seguintes (figura 8).

Domingo | Segunda Terga Quarta Quinta Sexta Sabado

X Familiarizacio X X Familiarizagio X X

Tgﬁedze Sessao Sessao
Carreg. X X de treino X X de treino

X = descanso

2 min 2 min 2 min 2 min

fi'lll1f1[—l—1

+30g

| 4 subidas || 5 subidas |

Figura 8. Cronograma do treinamento de forga
4.5 Coleta do tecido adiposo
Os animais sofreram eutanasia por decapitacdo imediatamente apds 48

horas da Ultima sessao de treinamento. Os tecidos adiposos Retroperitoneal (RET),

epididimal (EPI) e visceral (VISC), foram imediatamente retirados e pesados. A
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coleta de tecido adiposo foi realizada de acordo com as descricdes de Cinti (2005).
Todas as amostras de tecido adiposo foram coletadas, pesadas e armazenadas a -

80 ° C para posterior analise.

4.6 Perfil Lipidico

Imediatamente apds a eutanasia, o sangue foi coletado e centrifugado a
3000 rpm por 10 minutos a 4-8° C. O plasma foi armazenado a -80 ° C até as
analises de triacilgliceréis (TGL), colesterol total (CT), e lipoproteina de alta
densidade (HDL). Concentracdes séricas de TGL, CT e HDL foram determinadas por
método colorimétrico utilizando kits comerciais (Laborlab, Sdo Paulo, Brasil), com
sensibilidade de 0,7 mmol.L?, 0,24 mmol.L™ e 0,5 mmol.L™, , respectivamente.

4.7 Determinacdo da area de adipocitos

Apés a separacado dos tecidos, fragmentos (100 mg) dos tecidos adiposos
epididimal, retroperitoneal e visceral foram separados e colocados em solucao
salina, com a finalidade de lavar o mesmo. Em seguida as amostras foram fixadas
em tampao colidina 0,2 M, contendo 2% de tetroxido de ésmio, em estufa por um
periodo de 48 horas. As células foram lavadas e suspensas em solucao salina e
imediatamente retiradas e espalhadas em laminas para posterior andlise das areas
de adipdcitos como foi previamente descrito (Hirsch & Gallian, 1968).

A &rea de adipécitos foi mensurada em diferentes células (300 células) do
mesmo tecido (epididimal, retroperitoneal e visceral) cerca de 50 vezes usando o
software de andlise de imagem (Image Pro Plus, KS-300, da Carl Zeiss) e expressa
como pm2. E importante ressaltar que as células foram escolhidas aleatoriamente e

gue o analisador ndo sabia a que grupo as células pertenciam.

4.8 Quantificagcéo da expressao Génica

Nesta pesquisa foram avaliadas a expressao génica das adipocinas IL-

10 e TNF-alfa no tecido adiposo visceral através da quantificacdo do seu RNA

mensageiro por Reacdo em Cadeia da Polimerase — Tempo Real (PCR-RT).
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4.8.1 Extracdo de RNA total do tecido adiposo visceral

Para a extracdo do RNA total, uma fracdo de 100 mg do tecido adiposo
visceral de cada animal foi separada e homogenizada (Homogenizador Power Gen —
Fisher Scientific 1000) em 1 ml de TRIzol® (Invitrogen Corporation, Carlsbad,
California). Apo6s 5 minutos em temperatura ambiente, foi adicionado 200 pL de
cloroférmio e as amostras foram agitadas no vortex por 15 segundos. Em seguida,
as mesmas permaneceram 15 minutos em temperatura ambiente. Apds esse
periodo as amostras foram centrifugadas por 15 minutos a 12000 rpm em
temperatura de 4° C (Centrifuga Eppendorf 5804R). Na sequéncia, 450 ul do
sobrenadante foi transferido para um microtubo limpo e imediatamente foi
adicionado 450 pl de isopropanol. As amostras foram agitadas por inversdo manual
e ficaram 10 minutos em temperatura ambiente. A seguir, as amostras foram
centrifugadas novamente por 10 minutos a 12000 rpm (4° C), formando pellets no
fundo dos microtubos. O sobrenadante foi descartado e adicionou-se 1 ml de etanol
75%. ApOs duas centrifugacdes de 5 minutos a 7500rpm (4° C), os microtubos foram
levados a estufa (37°C) por 5 minutos, a fim de secar os pellets. Em seguida,
acrescentou-se 30 pl de agua tratada com DEPC (dietil pirocarbonato - 0,1%). Os
pellets foram diluidos e as amostras foram entdo congeladas e armazenadas a -80°

C para posterior analise.

4.8.2 Quantificacdo do RNA total

A quantificacdo das amostras de RNA foi realizada em
espectofotdometro Nanodrop® (Thermo Scientific), utilizando 1 pul do RNA. Foram
obtidas as absorbancias nos comprimentos de onda 260 nm e 280 nm, bem como a
concentracdo das amostras. O grau de pureza do RNA foi determinado pelas razdes
A260/A280 e A260/A230 considerando-se adequados os valores entre 1,8 e 2,0 nas

duas relagoes.
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4.8.3 Determinagéo da integridade do RNA

A integridade do RNA foi confirmada pela visualizagdo, em luz ultravioleta, do
padrdo de eletroforese das bandas 28S e 18S do RNA ribossomal, em gel de

agarose 1% corado com brometo de etidio (figura 9)

Figura 9. Gel de agarose que mostra a integridade do RNA

4.8.4 Transcricdo Reversa (CDNA)

Antes de iniciar a transcricdo reversa as amostras de RNA total foram
tratadas com DNAse - Deoxyribonuclease |, Amplification Grade (Invitrogen
Corporation, Carlsbad, California). Para tanto, acrecentou-se 1 pL de solugcdo
tampéao (10X DNase | Reachion Buffer), 1 yuL de enzima (DNase |, Amp Grade) e 10
uL de agua tratada com DEPC ao RNA total (1pg). Apds 15 minutos em temperatura
ambiente, foi adicionado 1 pL de EDTA e imediatamente as amostras foram para o
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banho seco (65° C) por 10 minutos. Logo apds, foi adicionado 0,5 pL do primer Oligo
(dT) (Promega Corporation, Madison, Wl USA) e as amostras retornaram ao banho

seco (70° C) por mais 5 minutos.
Na sequéncia, para a sintese do cDNA foi adicionado as amostras:
* 2,5 uL de M-MLV 5x tampéo de reacdo (Promega Corporation, Madison, Wl USA);
* 0,625 pL dATP 10mM;
* 0,625 pL dCTP 10mM;
* 0,625 pL dGTP 10mM;
* 0,625 pL dTTP 10mM;
* 0,5 pL M-MLV RT (transcriptase reverse).

Por fim, as amostras foram incubadas por 60 minutos a 37°C e

posteriormente estocadas a -20° C.

4.8.5 Reacao em Cadeia da Polimerase — Tempo Real (PCR-RT)

Foram utilizados os seguintes reagentes para cada amostra de cDNA
(40 ng/uL), em duplicata.

* 9,5uL de 4gua DEPC

» 1,25uL primer foward

» 1,25uL primer reverse

* 0,5uL de cDNA

* 12,5uL SYBR® Green PCR (Promega Corporation, Madison, WI USA)

As amostras foram processadas no Termociclador Rotor- Gene, R

3000 (Robertt Research). Os ciclos consistiram de 95°C por 10 minutos, seguidos de
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40 ciclos de amplificacdo a 94°C por 15 segundos; Tm °C (de acordo com cada

primer) por 30 segundos; e 72°C por 60 segundos.

As sequéncias dos primers utilizados foram obtidas no site do NCBI:
TNF-alfa (NM_012675.3); IL-10 (NM_012854.2); GAPDH (NM_017008.3). Vale
ressaltar que os primers utilizados neste estudo apresentavam sua sequéncia em

diferentes exons (tabela 1).

Tabela 1. Sequéncia de primers

Sequéncia dos Primers

Sense 5- GATGCTGGTGCTGAGTATGTCG-3
GAPDH Antisense 5- GTGGTGCAGGATGCATTGCTGA-3
TNF-alfa . 5- CGCTTGGTGGTTTGCTACGA-3
Antisense
Sense 5- CAGCTGCGACGCTGTCATCGA-3
IL-10 . 5- GCAGTCCAGTAGATGCCGGGTG-3
Antisense

Sequéncia dos primers utilizados.

As temperaturas de anelamento (Tm) dos primers foram previamente
padronizadas. Os produtos especificos foram determinados como picos Unicos por

meio das curvas de MELT como mostra a figura 10.
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Figura 10. Curva de MELT Original dos ciclos do PCR-RT do gene IL-10 no tecido
adiposo visceral.

Os valores de Ct (Threshold cycle) e as curvas de melt foram
fornecidos pelo Software Rotor Gene — 6. O Ct € o ponto onde o sinal de

fluorescéncia € identificado pela primeira vez com o menor numero de ciclos durante

a fase exponencial da amplificacao (figura 11).

Threshold

Morm. Fluoro.
o

Cycle
Figura 11. Curva de Amplificagao Original dos ciclos do PCR-RT do gene GAPDH no
tecido adiposo visceral.

O nivel de expressao comparativa de cada condicao foi calculado pelo
método de AACt. Depois de calculado a média dos Ct de cada gene (GAPDH, TNF-

alfa, IL-10) foi realizada:

* ACt (delta Ct) = CtCB1 — CtGAPDH e CtPPA-y - CtGAPDH, seguindo:
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* Célculo da média S: Média do ACt, seguindo:
* AACT (delta delta CT): ACT - média S

Os AACT de todos os grupos foram calculados sempre em relagdo ao
grupo Sed-C. O valor em UA (unidades arbitrarias) da expressdo dos genes
estudados foi calculada por 2" - AACT (Livak & Schmittgen, 2001). Com os valores

em UA utilizados para os testes estatisticos.
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5. ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados foram apresentados como média + erro padrdo da média.
A analise estatistica foi inicialmente realizada pelo teste de normalidade
Kolmogorov-Smirnov e pelo teste de homocedasticidade (critério de Barlet). Anova-
two-way foi usada para comparar as variaveis, levando-se em consideracao dois
fatores intervenientes (exercicio e dieta). Anova one-way e teste-t para variaveis
independentes foram utilizados quando necessérios.

Foi aplicado o teste post-hoc de Fisher nos eventos de F ratio significante
(p<0.05). Todos os procedimentos estatisticos foram realizados pelo pacote
estatistico Statistica® 6.1 (Tulsa, OK, USA).
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6. RESULTADOS

6.1 Massa corporal, consumo alimentar e ingestéo calodrica

Os grupos com dieta hiperlipidica apresentaram maior massa corporal
guando comparados aos grupos com dieta padrdao nas semanas 1, 2 e 3 (Figura
12A, p=0,003; p=0,032; p=0,003). Apdés 8 semanas, 0 grupo Sed-HL apresentou
maiores valores de massa corporal quando comparado ao grupo Sed-C. (Figura
12C, p< 0,05). Resultados similares foram observados ao final do periodo de
exercicio nos grupos de natacao (Figura 12B, p<0,05) e treinamento de for¢a (Figura
12D, p<0,05).
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Figura 12. Evolucdo da massa corporal. Comparacgéo dos animais alimentados com
dieta padréo x dieta hiperlipidica antes do treinamento (A); Comparacédo dos animais
alimentados com dieta padrdo x dieta hiperlipidica durante as oito semanas de
treinamento; Natacéo (B); Sedentarios (C); Treinamento de Forca (D); p<0,05 (n =10
em cada grupo); HL, dieta hiperlipidica; C, dieta padrdo; Sed-C, sedentario
alimentado com dieta padrédo; Sed-HL, sedentéario alimentado com dieta hiperlipidica;
NT-C, treinado em natacdo alimentado com dieta padréo; NT-HL, treinado em
natacdo alimentado com dieta hiperlipidica; TF-C, treinado em forca alimentado com
dieta padrédo; TF-HL, treinado em forca alimentado com dieta hiperlipidica.
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N&o foram observadas diferencas estatisticas entre os grupos sedentarios
(Sed-C and Sed-HL) com relacdo ao consumo alimentar (p=0,34). Os grupos
alimentados com dieta hiperlipidica e que realizaram exercicio (NT-HL e TF-HL)
apresentaram menor consumo alimentar quando comparados aos respectivos
grupos alimentados com dieta padrdo (p<0,05), bem como quando comparados ao
grupo Sed-HL (p<0,05). Além disso, o grupo NT-HL apresentou maior consumo
alimentar (p=0,002) que o grupo TF-HL. (Tabela 2).

A ingestédo calérica foi maior nos grupos com dieta hiperlipidica do que
nos grupos com dieta padrdo (Tabela 2; p<0,05). Os grupos NT-HL e TF-HL
exibiram menor ingestao caldrica quando comparados com o grupo Sed-HL (p=0,01;
p<0,001). Nao houve diferenca estatistica na interacdo entre dieta e exercicio no

consumo alimentar ou na ingestéo caldrica.

Tabela 2. Efeitos do exercicio e da dieta no consumo alimentar e ingestao calorica

Consumo alimentar Ingestao caldrica
(9) (Kcal)

SED-C 2348,20 £ 74,78 9557,17 + 304,37

SED-HL 2260 + 69,70 11571,2 + 357,302

NT-C 2301 + 63,36 9368,73 + 257,89
NT-HL 2041,77 + 61,79%° 10453,90 + 316,382°

TF-C 2232,40 £ 55,61 9085,86 + 226,37
TF-HL 1961,22 + 63,49%P¢ 10041,45 + 325,082°

Todos os valores estdo descritos como média + erro padrdo ® p <0,05 comparando
grupos alimentados com dieta padréo x dieta hiperlipidica; ® p <0,05 comparando
sedentarios x treinados; © p <0,05 comparando natagdo x treinamento de forca (n =10
em cada grupo). Sed-C, sedentario alimentado com dieta padrédo; Sed-HL,
sedentario alimentado com dieta hiperlipidica; NT-C, treinado em natacao
alimentado com dieta padrao; NT-HL, treinado em natacdo alimentado com dieta
hiperlipidica; TF-C, treinado em for¢ca alimentado com dieta padrao; TF-HL, treinado
em forca alimentado com dieta hiperlipidica.

6. 2 Evolucado da carga maxima de carregamento
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Os grupos treinados em forca (TF-C e TF-HL) aumentaram a carga
maxima de carregamento na mesma proporcdo durante as oito semanas de
treinamento (Tabela 3). As cargas de trabalho aumentaram depois de 4 e 8 semanas
de treinamento quando comparadas a carga de carregamento maximo no inicio da
12, semana (p<0,001), e apdés 8 semanas quando comparadas com 4 semanas em

ambos os grupos submetidos a esta modalidade de treinamento (p<0,001).

Tabela 3. Carga maxima de carregamento (g) nas semanas 1,4 e 8

Carga maxima de carregamento (g)

Semanal Semana 4 Semana 8
TF-C 600,66 + 17,75 1254,44 + 36,24*  1451,11 + 35,14*”"b
TF-HL 599,08 + 19,55 1196,66 + 23,90° 1403,33 + 37,97*”"b

Todos os valores estdo descritos como média + erro padrdo;  p <0.05 comparando
semana 1 x semana 4, e semana 4 x semana 8;  p <0.05 comparando semana 1 x
semana 8, (n =10 em cada grupo). TF-C, treinado em forca alimentado com dieta
padréao; TF-HL, treinado em forca alimentado com dieta hiperlipidica.

6.3 Peso relativo de tecido adiposo e area de adipécitos

As meédias de éarea de adipdcitos dos tecidos adiposos epididimal,
retroperitoneal e visceral do grupo Sed-HL foram maiores (p<0,001) do que os
valores do grupo Sed-C (tabela 4). Resultados similares foram observados quando
foram comparados os grupos com dieta hiperlipidica e treinados com o0s seus
respectivos grupos com dieta padrédo (p<0,001). Além disso, independentemente da
dieta, todas as areas de adipécitos foram menores nos grupos treinados em natacao
do que nos grupos sedentarios (p<0,001), com excecdo da area de adipOcitos
visceral no grupo NT-HL. J4 o grupo TF-HL mostrou valores maiores de area de
adipécitos quando comparados ao grupo TF-C (p<0,005). Com excec¢do das areas
de adipdcitos dos tecidos retroperitoneal e visceral no grupo TF-HL, os valores das
areas de todos os tecidos foram menores nos grupos sedentérios (Sed-C e Sed-HL)
e treinados em natacdo (NT-C e NT-HL) do que nos grupos treinados em forca (TF-
C e TF-HL; p<0,001).



Tabela 4. Area de adipécitos epididimal, retroperitoneal e visceral.
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EPI pm? RET pum? VISC pm?
SED-C 8843,79 + 116,45 14907,79 + 164,76 6866,48 + 96,17
SED-HL  21920,38 +211,39®  29939,00 + 158,12? 12524,88 + 153,70°
NT-C 8440,04 + 97,37° 11408,12 + 134,66° 6147,76 + 96,28°
NT-HL  21197,49 +282,10*°  28666,48 + 272,03*"  16618,87 + 264,00*°
TF-C  15436,38 + 160,00°°  18408,13 + 136,27"° 8597,10 + 120,75"¢
TF-HL 23580 + 207,19*"°  25373,95 + 280,45%"°  11147,31 + 166,54%"°

Todos os valores estdo descritos como média + erro padrdo  p <0.05 comparando
grupos alimentados com dieta padrdo x dieta hiperlipidica; ® p <0.05 comparando
sedentarios x treinados; © p <0.05 comparando natagdo x treinamento de forga (n =5
em cada grupo). EPI, epididimal; RET, retroperitoneal; VISC, visceral. Sed-C,
sedentéario alimentado com dieta padréao; Sed-HL, sedentario alimentado com dieta
hiperlipidica; NT-C, treinado em natacdo alimentado com dieta padrdo; NT-HL,
treinado em natacdo alimentado com dieta hiperlipidica; TF-C, treinado em forca
alimentado com dieta padrdo; TF-HL, treinado em forga alimentado com dieta
hiperlipidica.

Todos os grupos alimentados com dieta hiperlipidica apresentaram
maiores pesos relativos dos tecidos adiposos epididimal, retroperitoneal, visceral e
subcutaneo quando comparados aos grupos alimentados com dieta padrao (figura
13A e 13B; p<0,05). O peso relativo do tecido epididimal foi menor nos grupos NT-
HL (p=0,03) e TF-HL (p=0,04) do que o grupo Sed-HL. Além disso, o grupo NT-C
mostrou valores menores de peso relativo do tecido adiposo epididimal que o grupo
Sed-C (p=0,03). No entanto, o grupo NT-HL exibiu maiores valores de peso relativo
do tecido adiposo visceral que os grupos Sed-HL (p= 0,009) e TF-HL (p<0,001).
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Figura 13. Comparacado do peso relativo de tecido adiposo (g/100 g de massa
corporal). Todos os valores estdo descritos como média + erro padrdo 2 p <0,05
comparando grupos alimentados com dieta padrdo x dieta hiperlipidica; ® p <0,05
comparando sedentarios x treinados; ¢ p <0,05 comparando natagdo x treinamento
de forca (n =5 em cada grupo). EPI, epididimal; RET, retroperitoneal; VISC, visceral,
SUBC, subcutaneo; SED, sedentéario; NT, natacéo; TF, treinamento de forca.
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6.4 Expresséo génica

Houve interacdo entre dieta e exercicio na expressdo de TNF-alfa no
tecido adiposo visceral (p<0,001), mas ndo na expresséo de IL-10 no mesmo tecido
(p=0,53). O grupo NT-C apresentou maior expressao génica de IL-10 no tecido
adiposo visceral quando comparado ao grupo Sed-C (p<0,05). Quando os animais

treinados foram comparados, ambos os grupos treinados em natacdo (NT-C e NT-
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HL) apresentaram maior expressao génica de IL-10 que os grupos treinados em
forca (TF-C e TF-HL) (p<0,05), com excec¢ao do grupo NT-HL quando comparado ao
grupo Sed-HL (figura 14A). Adicionalmente, o grupo NT-C mostrou maior expressao
de IL-10 que o grupo NT-HL (p=0,001). Contudo os grupos treinados em forca
exibiram menor expressdo de TNF-alfa no tecido adiposo visceral (p<0,001). Os
valores de TNF-alfa foram menores nos grupos alimentados com dieta hiperlipidica
treinados (NT-HL, p=0,01 e TF-HL, p<0,001) do que no grupo Sed-HL. Porém, o
grupo NT-HL apresentou maior expressao de TNF-alfa que o grupo TF-HL (figura
14B; p<0,001). Os grupos NT-HL e Sed-HL exibiram maiores valores de TNF-alfa
(p<0,001) quando comparados aos seus respectivos grupos alimentados com dieta
padrao (NT-C e Sed-C). Entretanto, ndo houve diferenca estatistica na expresséo de
TNF-alfa entre TF-HL e TF-C.
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Figura 14. Comparacdo da expressao génica de IL-10 (A) e TNF-alfa (B) no tecido
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<0,05 comparando grupos alimentados com dieta padrao x dieta hiperlipidica; b p



39

<0,05 comparando sedentarios x treinados; ¢ p <0,05 comparando natagdo x
treinamento de forca (n =5 em cada grupo);. IL-10, interleucina-10; TNF-alfa, fator de
necrose tumoral-alfa; Sed-HL, sedentario alimentado com dieta hiperlipidica; NT-C,
treinado em natacdo alimentado com dieta padréo; NT-HL, treinado em natacéo
alimentado com dieta hiperlipidica; TF-C, treinado em forca alimentado com dieta
padréo; TF-HL, treinado em forca alimentado com dieta hiperlipidica.

6.5 Perfil Lipidico

Todos os grupos treinados apresentaram menores valores de colesterol
total e triacilglicerdis (TGL) e maiores valores de lipoproteina de alta densidade
(HDL) do que os grupos sedentarios (p<0,05), com excec¢do do grupo NT-HL (tabela
5). Além disso, o grupo NT-HL exibiu maiores valores de TGL que o grupo NT-C
(p=0,001). O grupo Sed-HL apresentou maiores niveis de TGL que o grupo Sed-C
(p=0,01). Adicionalmente, foram encontrados maiores valores de colesterol total no
grupo NT-HL (p=0,02) quando comparado ao respectivo grupo alimentado com dieta
padrao (NT-C). Quando os grupos treinados foram comparados, o grupo NT-C
apresentou menores valores de colesterol total que o grupo TF-C (p=0,02). Os
valores de HDL foram maiores no grupo NT-HL quando comparados ao grupo NT-C
(p=0,04) e TF-HL (p<0,001).

Tabela 5. Niveis séricos de Colesterol total, HDL e Triacilglicerois

Colesterol Total HDL TGL
(mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)
SED-C 51,05 + 3,06 13,85 + 0,68 73,66 + 4,22
SED-HL 57,83 + 2,34 13,77 + 0,66 88,94 + 6,712
NT-C 39,61 + 1,36" 15,85 + 1,21° 62,72 + 4,30°
NT-HL 46,94 + 4,22%° 19,85 + 0,85*" 87,83 + 6,44%
TF-C 48,22 + 1,62°° 18,69 + 0,62" 65,27 + 4,32°
TF-HL 47,22 + 2,41° 17,87 + 1,01°° 66,94 + 5,15"¢

Todos os valores estdo descritos como média * erro padrdo. # p <0.05 comparando
grupos alimentados com dieta padréo x dieta hiperlipidica; ® p <0.05 comparando
sedentarios X treinados; ¢ p <0.05 comparando natagdo x treinamento de forga (n =10
em cada grupo); HDL, lipoproteina de alta densidade; TGL, triacilglicerois. Sed-C,
sedentario alimentado com dieta padrdo; Sed-HL, sedentario alimentado com dieta
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hiperlipidica; NT-C, treinado em natacdo alimentado com dieta padrdo; NT-HL,
treinado em natacdo alimentado com dieta hiperlipidica; TF-C, treinado em forca
alimentado com dieta padrdo; TF-HL, treinado em forga alimentado com dieta

hiperlipidica.



41

7. DISCUSSAO

A presente investigacao evidenciou que 0 0s treinamentos de natacao e
de forca foram capazes de prevenir os efeitos deletérios da dieta hiperlipidica em
ratos. Além disso, este estudo contribuiu com novos achados relacionados aos
diferentes efeitos de cada modalidade de treinamento. O treinamento de forca de
alta intensidade e curta duragao foi efetivo no controle da expresséo génica de TNF-
alfa no tecido adiposo visceral, controle da massa corporal, reducdo da area de
adipécitos dos tecidos adiposos retroperitoneal e visceral, bem como foi capaz de
promover efeitos positivos no perfil lipidico dos animais. Por outro lado, o
treinamento de natacdo de moderada intensidade e longa duracdo aumentou a
expressao de IL-10 no tecido adiposo visceral, também controlou a massa corporal,
reduziu a area de adipdcitos dos tecidos epididimal e retroperitoneal, além de,
causar efeitos positivos no perfil lipidico dos animais.

Os resultados deste estudo demonstraram uma forte influéncia da dieta
hiperlipidica na massa corporal dos animais ap6s trés semanas de ingestao.
Estudos prévios corroboram com estes achados, confirmando que apenas algumas
semanas de consumo de dieta rica em lipidios sdo suficientes para induzir um
aumento significativo de massa corporal, acimulo de gordura e altera¢des no perfil
lipidico (Estadella et al., 2004; Bradley et al., 2008; Sene-Fiorese et al., 2008;
Gollisch et al., 2009). Adicionalmente, em todos os grupos alimentados com dieta
hiperlipidica, sedentarios ou treinados, o excesso de gorduras e de calorias levaram
a um aumento significativo de massa corporal até o final do experimento quando
comparados aos grupos com dieta padrdo. Entretanto, o0s grupos treinados
apresentaram menor aumento de massa corporal que 0s grupos sedentarios.

Foi observada maior ingestdo calorica pelos animais dos grupos
alimentados com dieta hiperlipidica mesmo com um consumo alimentar menor. Além
disso, nossos dados indicaram que todos o0s grupos treinados, tanto em natacdo
como em treinamento de forga, apresentaram menor consumo alimentar e menor
consumo calorico. Estudos anteriores mostraram resultados similares (Burneiko et
al.,, 2006; Sene-Fiorese et al., 2008). Talvez isto seja conseqUéncia de uma
diminuicdo na eficiéncia alimentar e um aumento na eficiéncia metabdlica
associados a dieta hiperlipidica (Burneiko et al., 2006). Ainda, estes achados

sugerem que 0s ratos sdo sensiveis ao conteudo energético e o alto teor de gordura
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da dieta, controlando a ingestdo alimentar devido a sensacao de saciedade (Himaya
et al., 1997; Kretschmer et al., 2005). Nesse sentido, Ropelle et al. (2010)
demonstraram que o exercicio aumenta a expressao de IL-6 e IL-10 no hipotalamo,
aumentando a sensibilidade a insulina e a leptina através da inibicdo IkKB e do
stress no reticulo endoplasmatico (RE), culminando na diminuicdo da ingestdo
alimentar. Assim, 0 aumento no gasto energético e a diminuicdo da ingestao
alimentar associados ao exercicio podem ter contribuido para o menor ganho de
massa corporal em ambos o0s grupos treinados e alimentados com a dieta
hiperlipidica quando comparados ao respectivo grupo sedentario.

No presente estudo, a dieta rica em lipidios também promoveu aumento
significativo no peso relativo e na area de adipdcito de todos os tecidos adiposos
avaliados. Em consenso, outras investigacbes demonstraram resultados
semelhantes (Schrauwen & Westerterp, 2000; Gauthier et al., 2003; Estadella et al.,
2004; Guerra et al., 2007; Sene-Fiorese et al., 2008). Os pesos relativos dos tecidos
adiposos nédo foram diferentes nos grupos treinados e sedentarios. E ainda o
treinamento aerdbio ndo foi capaz de reduzir a area de adipdcitos do tecido adiposo
visceral. Estes achados também sdo consistentes com outros estudos que nao
observaram reducdo no peso relativo e na area de adipdcitos, no tecido adiposo
visceral ap0s varias semanas de exercicio continuo em ratos que se alimentavam
com dieta hiperlipidica (Sene-Fiorese et al., 2008; Gollisch et al., 2009). Estes
resultados sugerem uma maior mobilizacdo de acidos graxos livres (AGL) por outros
tecidos adiposos em detrimento do tecido adiposo visceral durante o exercicio de
natacao.

A explicacdo para esses resultados poderia estar na carga que foi
utilizada no exercicio de natacdo em nosso estudo (5% da massa corporal dos
ratos). Essa intensidade € considerada o ponto de transicdo entre o metabolismo
aerébio e anaerébio (limiar anaerébio) em ratos, como descrito por Gobatto et al.
(2001). Assim, essa intensidade de exercicio coincide com o aumento substancial
nos niveis de catecolaminas (Simoes et al., 2003). Nesse sentido, devido ao maior
namero de receptores alfa e beta adrenérgicos, o tecido adiposo visceral € muito
sensivel as catecolaminas (Hansen et al., 2007). A luz desses fatos, é possivel que
a carga utilizada pelos ratos obesos durante a natacdo nao tenha sido suficiente
para promover aumento significativo nos niveis de catecolaminas, resultando em

uma menor mobilizacdo do tecido adiposo visceral durante o exercicio de natacao.
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Recentemente, Araudjo et al. (2009) demonstraram que a carga correspondente a
maxima fase estavel de lactato (padrdo-ouro para a identificacdo do limiar
anaerébio) em ratos obesos é de 6% da massa corporal. Portanto, parece que a
carga utilizada no treinamento de natacdo foi uma importante limitacdo deste estudo.

O objetivo central da presente investigacdo foi analisar a resposta
inflamatoria no tecido adiposo visceral ao treinamento de natacdo de intensidade
moderada e longa duracéo e do treinamento de forca de alta intensidade e curta
duracdo em ratos alimentados com dieta hiperlipidica. Nesse contexto, nossos
resultados sugerem um papel fundamental das duas modalidades de exercicio na
regulacdo do quadro inflamatério crénico de baixa intensidade associado a
obesidade. A dieta hiperlipidica induziu uma maior expresséo (seis vezes) de TNF-
alfa no tecido adiposo visceral. Entretanto, os dois grupos alimentados com dieta
hiperlipidica treinados (NT-HL e TF-HL) apresentaram menor expressao desta
adipocina pro-inflamatoria quando comparados ao grupo Sed-HL. Estes achados
séo correlatos com a literatura (Bradley et al., 2008; Lambert et al., 2008; Gregor &
Hotamisligil, 2010; Lee et al., 2011) que observou menores valores na expressao no
tecido adiposo e/ou niveis séricos de TNF-alfa como efeito crénico do exercicio
aerobio. Bradley et al. (2008) demonstraram que o exercicio voluntario também foi
capaz de atenuar a expressdo de TNF-alfa no tecido adiposo visceral, além de
melhorar a sensibilidade a insulina em camundongos obesos alimentados com dieta
rica em gordura e acucar.

E importante ressaltar que, nossos achados mostraram que o treinamento
de forca de alta intensidade parece ser mais efetivo no controle da expressao de
TNF-alfa que o treinamento de natagdo, mesmo com um volume de treinamento
significativamente menor. De acordo com Gregor & Hotamisligil (2010) o TNF-alfa é
mais expresso em adipécitos hipertrofiados. Dessa forma, o fato do treinamento de
forca ter mostrado maior capacidade em atenuar o aumento da area de adipdcitos
no tecido adiposo visceral pode explicar estes resultados. A literatura indica que o
TNF-alfa tem papel fundamental no desenvolvimento da resisténcia a insulina, DMII,
aterosclerose, e SM através da ativacdo das quinases JNK, IkKK e mais
recentemente da proteina quinase R (PNK) (Gregor & Hotamisligil, 2010). Nesse
sentido, nossos resultados sugerem que o treinamento de forca de alta intensidade
pode ser uma importante estratégia de intervencao nao farmacologica na prevencao

e/ou tratamento da obesidade e das doencas cronico-degenerativas associadas.
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Por outro lado, o treinamento de natacdo com intensidade moderada e
longa duracéo influenciou na maior expressado de IL-10 no tecido adiposo visceral
tanto nos animais alimentados com dieta padrao quanto com a dieta hiperlipidica,
enquanto o treinamento de forga ndo foi capaz de induzir as mesmas adaptacgoes.
Estes resultados sdo corroborados por estudos prévios (Lira et al., 2009; Lira et al.,
2010; Ropelle et al., 2010) que observaram o mesmo comportamento em ratos
magros e obesos ap0s uma sessao e/ou um periodo de exercicio aerébio. A IL-10 é
um importante agente imunoregulador com mdltiplos efeitos biol6gicos. No
citoplasma, tem sido demonstrado que a IL-10 bloqueia a atividade do NF-kB em
dois niveis suprimindo a atividade IkK ou a atividade da ligacdo NF-kB ao DNA
(Schottelius et al., 1999). Sendo assim, baixos niveis de IL-10 tem sido observados
na obesidade, SM e DMII (Arslan, Erdur & Aydin, 2010). Além disso, Ropelle et al.
(2010) observaram que o aumento de IL-10 devido ao exercicio ou por infusdo
hipotalamica bloqueia a sinalizagdo da via IKK/NF-kB, reduz o estresse no reticulo
endoplasmatico, restaura as quinases serina e treonina (Akt), bem como atua como
um sinal de traducdo e ativacdo da fosforilagdo da transcricdo-3 (STATS3),
promovendo um reequilibrio no consumo alimentar de animais obesos. De acordo
com Waters et al. (46), o aumento de IL-10 parece ser um fator de protecéo
importante contra a resisténcia a insulina, aterosclerose e isquemia aguda
coronariana.

Adicionalmente, nossos achados confirmaram as evidéncias que apontam
gue a dieta hiperlipidica afeta o perfil lipidico de ratos (Estadella et al., 2004; Sene-
Fiorese et al., 2008). A dieta rica em gordura provocou aumento dos niveis séricos
de TGL e colesterol total. Nesse contexto, evidéncias encontradas na literatura
indicam que alteragBes no perfil lipidico estdo associadas com a SM (Touati et al.,
2010), resisténcia a acéo da insulina e esteatose hepatica ndo alcodlica (Marques et
al., 2010). O presente estudo mostrou que os animais que realizaram natacdo ou
treinamento de forgca apresentaram maiores valores de HDL e menores valores de
colesterol total, independentemente da dieta. Contudo, somente o treinamento
resistido foi eficiente em apresentar menores niveis de TGL, contrastando com
estudos que tem reportado menores niveis de TGL apds um periodo de treinamento
aerébio (Sene-Fiorese et al.,, 2008; Marques et al., 2010; Touati et al., 2010). A
expressao alterada de TNF-alfa no grupo NT-HL, mesmo apds oito semanas de

treinamento de natacdo, pode ser a resposta para estes achados. De acordo com
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Galic, Oakhill & Steinberg (2010) o TNF-alfa pode influenciar na reducédo da
oxidacdo de AGL nos hepatdcitos e musculo esquelético através de inducédo da
proteina fosfatase 2C e da supressédo da atividade da AMPK. Nesse sentido, a
reducdo nas taxas de oxidacdo dos AGL é acompanhada pelo acumulo de lipidios
bioativos como os TGL (Galic, Oakhill & Steinberg, 2010).
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8. CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo demonstrou claramente 0s potenciais beneficios de
ambas as modalidades de exercicio, natagdo e treinamento de forga, como
importantes estratégias nao-farmacoldgicas no controle dos efeitos deletérios da
dieta hiperlipidica na area de adipdcitos, no perfil lipidico, e principalmente, no
processo inflamatério em ratos. Além disso, foi demonstrado de forma inédita que o
treinamento de forca de alta intensidade induz a muitas adaptagcbes positivas em
animais obesos, mesmo com um volume baixo de treinamento. Nesse contexto, nos
podemos sugerir que o treinamento concorrente, ou em outras palavras, o
treinamento de natacdo de intensidade moderada e longa duragcdo associado ao
treinamento de forca de alta intensidade e curta duragdo poderia ser uma grande
escolha na prevencdo e/ou tratamento da obesidade. Desse modo, sugerimos
futuros estudos com estas duas modalidades associadas, em animais e humanos,

para confirmar essas perspectivas.
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Parecer da Comissiio de Etica em Experimenta¢do Animal n° 028/2009

Protocolo n°® 031/2009

A Comissdo de Etica em Experimentacdio Animal da
Universidade Federal de Sdo Carlos — CEEA/UFSCar — na sua 34°. Reunido, ocorrida
em 18/08/2009, APROVOU o trabalho intitulado “INFLUENCIA DOS
TREINAMENTOS AEROBICOS E DE FORCA SOBRE A CONCENTRACAO
DAS CITOMAS INTERLEUCINA-1§ (IL-1 B). INTERLEUCINA-6 (IL-6),
FATOR DE NECROSE TUMORAL (TNF) - a; LEPTINA, RESISTINA E
PROTEINA C REATIVA (PCR) EM RATOS OBESOS”, apresentado Guilherme
Fleury Fina Speretta, Ana Claudia Garcia de Oliveira Duarte, Fernanda Oliveira Duarte,
Marcela Sene Fiorese, Marisa Cristina Rosante e José Alves de Souza.

Sédo Carlos, 19 de agosto de 2009.

Prof®. Dr?. Keico Okino Nonaka

Presidente da Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal
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