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RESUMO

O objetivo do presente estudo, foi investigar a influéncia do treinamento resistido na composi¢do
corporal e a atividade metaloproteinases de matrix 2 (MMP-2) nos musculos biceps e gastrocnémio em ratos
alimentados com dieta hiperlipidica. Foram avaliados 32 ratos machos Wistar divididos em quarto grupos
experimentais (n=8/cada) de acordo com o tipo de dieta e o treinamento: Controle (C; dieta padrao), Controle
Obeso [C-Ob; dieta: hiperlipidica (30% de gordura)], Exercicio Resistido (EX; dieta padrdo) e Exercicio
Resistido Obeso (EX-Ob; dieta hiperlipidica). Apos o desmame (dia 21), os animais foram submetidos a dieta
experimental durante 24 semanas. Ap6s 12 semanas de dieta os animais realizaram um periodo de 12 semanas de
treinamento resistido, durante o qual os animais escalavam uma escada vertical de 1,1 metros com pesos atados a
cauda. As sessoes de treinamento foram realizadas trés vezes por semana (segunda, quarta e sexta-feira) com 4 a
9 escaladas e 8 a 12 movimentos dinamicos a cada subida com dois minutos de intervalo de recuperagdo. O
treinamento resistido induziu redu¢do significativa na massa corporal, massa gorda, percentual de gordura nos
animais do grupo EX (p < 0,05). O grupo C apresentou massa corporal e massa gorda significativamente maiores
e valores de massa magra significativamente menores quando comparado com os animais do grupo EX. O
treinamento resistido aumentou a atividade da MMP-2 nos musculos biceps e gastrocnémio (p < 0.05),
favorecendo dessa forma, o remodelamento tecidual em ambos os grupos treinados. Por fim, a carga de
carregamento de ambos os grupos treinados ndo foi diferente estatisticamente, no entanto, a forga relativa (carga
de carregamento/massa corporal) foi estatisticamente maior no grupo EX (p<0.05). O treinamento resistido
promoveu mudang¢as importantes na composicdo corporal, atividade da MMP-2 nos musculos biceps e
gastrocnémio e na forga relativa. Assim o treinamento resistido pode ser uma estratégia para minimizar os
efeitos deletérios induzidos pelo consumo de uma dieta hiperlipidica e as co-morbidades associadas a obesidade

no musculo esquelético.

Palavras chave: Treinamento Resistido, Obesidade, Metaloproteinase de Matrix 2 (MMP-2) e

Musculo Esquelético.



ABSTRACT

The aim of the present study was to investigate the influence of resistance training on body
composition and active matrix metalloproteinases 2 (MMP-2) on biceps and gastrocnemius muscles in
rats with high fat diet. We evaluated 32 Wistar rats divided into four experimental groups (n=8/each)
according to diet and exercise status: Control Group (C; standard diet), Obese Control Group [C-Ob;
hiperlipidic diet (30% of fat)], Resistance Exercise (RE; standard diet) and Resistance Exercise Obese
(RE-Ob; hiperlipidic diet). After weaning (day 21), animals were subjected to the experimental diet
according to their groups during 24 weeks. A 12-week strength-training period was used, during which
the animals climbed a 1.1-m vertical ladder with weights attached to their tails. The sessions were
performed three times/week (Mondays, Wednesdays and Fridays, with 4-9 climbs/session and 8—12
dynamic movements/climb with two rest minutes. Resistance training induced a significant reduction in
body mass, fat mass, fat percentage in group RE (p <0,05). Resistance training increased the activity of
MMP-2 on bicpes and gastrocnemius muscle (p < 0,05), favoring thus the tissue remodeling in both
groups trained. Finally, the carrying load trained both groups was not statistically different, however,
the relative strength (carrying load/body weight) was statistically higher in group RE (p < 0,05).
Resistance training promoted significant changes in body composition, MMP-2 activity in the biceps
and gastrocnemius and the relative strength. Thus resistance training may be a strategy to minimize the
deleterious effects induced by consumption of a high fat diet and the co-morbidities associated with

obesity in skeletal muscle.

Keywords: Resistance Training, Obesity, Matrix Metalloproteinases 2 (MMP-2), Skeletal Muscle.
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1- INTRODUCAO

A interacdo entre fatores genéticos, metabdlicos, comportamentais e ambientais s3o
preponderantes para o desenvolvimento da obesidade, proporcionando o acumulo de energia sob a
forma de gordura no organismo (Heber, 2010). Os fatores que contribuem para o aumento do peso
corporal sdo; o consumo de dietas hiperlipidicas e/ou um balango energético positivo. Os maiores
riscos a saude provocados pela dietas hiperlipidicas estdo relacionados com a obesidade abdominal,
uma vez que este tecido frequentemente sofre hipertrofia, hiperplasia e também aumenta a liberacao de
citocinas pro-inflamatorias, levando ao desenvolvimento da inflamagdo cronica (Heber, 2010), dessa
forma, essa condicdo altera varios sistemas organicos, aumentando o risco de co-morbidades
relacionadas a obesidade (Gregor e Hotamisligil, 2011), como doencas cardiovasculares, dislipidemias,
diabetes, sarcopenia, dentre outros. Devido aos efeitos deletérios do acumulo de tecido adiposo, os
estudos visam buscar estratégias para preveni-los e/ou atenua-los (Petersen e Pedersen, 2005; Vieira,
Valentine et al., 2009).

Estudos prévios, t€ém demonstrado a influéncia negativa que a obesidade exerce sobre o
remodelamento do tecido muscular. Esse remodelamento estd diretamente ligado a perda de massa
muscular, que por sua vez favorece a diminui¢do da taxa metabdlica basal (TMB), esses aspectos em
conjunto com o nivel de atividade fisica contribuem para aumento do tecido adiposo em todo o
organismo (Matsakas e Narkar, 2010; Benton, Whyte et al., 2011). No musculo esse processo de
remodelamento tecidual ocorre por meio da degradagcdo de componentes da matriz extracelular (MEC)
e ¢ importante para manutencao da estrutura das fibras musculares (Carmeli, Moas et al., 2004).

As miofibrilas, os componentes contrateis do musculo esquelético, sdo envoltas por uma
membrana, o sarcolema, que esta associado a lamina basal. Essa por sua vez, fornece suporte estrutural
para as miofibrilas e ¢ importante na manutencdo da integridade fisiolégica das mesmas, garantindo o
reparo das fibras musculares apos lesdes e exercicio excessivo (Carmeli, Moas et al., 2004). Ademais,
remodelamento do tecido muscular ¢ dependente também de alteracdes estruturais e metabolicas na
MEC, dentre elas: a biossintese do coldgeno (maior componente da MEC), a organizagdo e estrutura de
enzimas proteoliticas na MEC, como as Metaloproteinases (MMPs) e os inibidores teciduais de MMPs
(TIMPs) (Carmeli, Moas et al., 2005).

O remodelamento da MEC ¢ essencial para o desenvolvimento e regeneracdo do tecido
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muscular. O remodelamento da MEC ¢ influenciado pelo exercicio fisico, pela sintese de colageno e
pelo aumento na atividade da MMP com a carga mecanica (Carmeli, Moas et al., 2005). As MMPs sdo
uma familia de endopeptidases dependente de Zinco com capacidade de degradar um ou mais
constituinte da matriz extracelular incluindo coldgenos, elastina, fibronectina, laminina, proteoglicanos,
entre outros (Yamada, Tatsumi et al., 2006).

Uma das mais importantes MMPs encontradas no musculo esquelético ¢ a Metaloproteinase 2
(MMP-2), também conhecida como gelatinase-A, ou colagenase tipo IV com 72 kDa, a qual pode ser
transformada em sua forma ativa com 62 kDa. Esta metaloproteinase regula a integridade da MEC e a
composicao do musculo esquelético, em especial a proliferacdo, diferenciagdo e mudangas nas fibras
apods danos por estresse mecanico, bem como manutengdo do tecido conectivo (Kjaer, Langberg et al.,
2009). Também ¢ expressada na MEC sobre muitas condigdes patologicas, tais como inflamacdo e
exercicios extenuantes (Koskinen, Wang et al., 2001). A ativacdo das MMPs pode ser dependente de
citocinas, estresse oxidativo, proteina kinase ativada por mitogeno (MAPK), que por sua vez ¢
estimulada por fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) interleucina 1 (IL-1) (Carmeli, Moas et al., 2004)

A atividade da MMP-2 ¢ encontrada nos tecidos sobre constante modificagdes e um aumento
nessa atividade ¢ indicativo de degradacdo da matriz, que € necessario para o desenvolvimento tecidual
(Kjaer, Langberg et al., 2009). Especificamente para o musculo esquelético, apesar de ja estar bem
fundamentado na literatura que as MMPs estdo diretamente envolvidas tanto no remodelamento
tecidual e no desenvolvimento de processos patologicos (Marqueti, Prestes et al., 2008), ndo estdo
completamente elucidados os mecanismos pelos quais o remodelamento ocorre em ratos obesos
submetidos ao treinamento resistido. Mas sabe-se que o tecido adiposo contribui para a atividade das
MMPs e possivelmente o remodelamento muscular (Stamenkovic, 2003; Yamada, Tatsumi et al.,
2006). Dessa forma, ocorre diminuicdo da massa muscular, o que contribui para o desenvolvendo da
obesidade sarcopénica (Benton, Whyte et al., 2011).

A obesidade sarcopénica ¢ caracterizado pela diminuicdo na massa magra, concomitante ao
aumento na massa gorda (Roubenoff, 2000). A obesidade por si pode ser resultante de um desequilibrio
entre consumo e gasto energético, que contribui para aumento no tecido adiposo e reducdo na massa
muscular, diminuindo assim taxa metabolica basal, que por sua vez leva a mudangas na composi¢ao
corporal e favorece o aumento na composi¢cdo de gordura corporal (Waters e Baumgartner, 2011).

Baumgartner (2000) descreveu pela primeira vez como sendo uma diminui¢do na massa muscular
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menor que 25% em relagdo aos valores de individuos jovens e saudaveis, quando medida pelo método
de densitometria por dupla emissdo de raios-X (DXA) - menor que 2 Desvio Padrdo, também pode ser
determinada por bioimpedancia, medida antropométricas e for¢ca muscular. Ja a sarcopenia ¢ fortemente
relacionada com aumento de comprometimento funcional, fragilidade fisica, bem como diminui¢ao na
qualidade de vida. A obesidade sarcopénica, contribui para atrofia do tecido muscular por influenciar
negativamente a proliferacdo e diferenciagdo das células satélites musculares, responsaveis pelo
processo de hipertrofia do musculo esquelético (Adams, 2006). Um dos determinantes da diminui¢ao
da massa muscular frente a obesidade parece ser as citocinas liberadas pelo tecido adiposo, que como
sendo um o6rgdo metabolicamente ativo, com capacidade de secretar citocinas pro-inflamatdrias como
as Interleucina 6 (IL-6) e Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a), favorece a ativacdo das MMPs
remodelando o tecido e influencia negativamente as células satélite, o que contribui para declinio na
massa e forca muscular (Cesari, Kritchevsky et al., 2005). Uma estratégia para minimizar esse quadro ¢
por meio do treinamento resistido, uma vez que o mesmo contribui para melhoras na massa corporal
total, diminuicdo do tecido adiposo e aumento o numero de fibras do tipo I e II e consequentemente a
capacidade de gerar forca e resistir a fadiga (Peterson, Bryner et al., 2008; Benton, Whyte et al., 2011).

Para tanto, o treinamento resistido ¢ uma ferramenta indicada para proporcionar beneficios a
saude e qualidade de vida. Esses beneficios estdo relacionados & melhora do desempenho motor,
aumento da resisténcia a fadiga (Kraemer, Ratamess et al., 2002), manutencdo e aumento da massa
magra, aumento no gasto caldrico e na taxa metabolica de repouso e ainda contribui para um aumento
no consumo de oxigénio apds o exercicio (Hansen, Dendale et al., 2007). Como consequéncia, ocorre
diminui¢do de gordura corporal, além do efeito positivo dessa modalidade de treinamento sobre a forga,
resisténcia e fadiga muscular, que sdo fatores relacionados com as tarefas do dia a dia. Tudo isso
favorece um estilo de vida mais ativo em obesos sedentarios melhorando a qualidade de vida do
organismo.

O objetivo foi investigar a influéncia do treinamento resistido em escada e da obesidade no
remodelamento tecidual dos musculos biceps e gastrocnémio pela analise da atividade da MMP-2 e na
composicao corporal de ratos. A nossa hipdtese € que o treinamento resistido em escada sera capaz de

aumentar a atividade da MMP-2, favorecendo maior remodelamento dos musculos estudados.
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2- MATERIAIS E METODOS

2.1- ANIMAIS

Foram utilizados 32 ratos Wistar machos (Rattus novergicus var. albinus, Rodentia, Mammalia)
com peso inicial de aproximadamente 250 + 30g, obtidos do biotério da Universidade do Estado do Rio
de Janeiro (UERJ), RJ, Brasil. Os animais foram colocados em caixas coletivas (4 ratos por caixa) a
uma temperatura média de 22 + 2°C, com ciclo claro-escuro de 12 horas, onde receberam racgao e agua
ad libitum. A ingesta de racdo foi monitorada durante o periodo experimental. Todos os procedimentos
com os animais foram conduzidos de acordo com o guia para cuidado e uso de animais de laboratdrios
(National Research Council, 1996). Todos os procedimentos foram aprovados pelo comité de ética do
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes (IBRAG) da Universidade do Estado do Rio de janeiro
(UERJ), Rio de Janeiro — RJ, Brasil, sendo aprovada segundo parecer n® 060/2012 (anexo 1).

2.2- PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Os animais foram randomicamente distribuidos em quatro grupos experimentais, Grupo
Controle (C), Grupo Controle Obeso (C-Ob), Grupo Exercicio Resistido (EX) e Grupo Exercicio
Resistido Obeso (EX-OD).

Os animais dos grupos controle foram mantidos em suas gaiolas durante todo o periodo
experimental do estudo sem nenhum tipo de exercicio fisico sistematico.

Os animais dos grupos exercicio resistido foram submetidos a 12 semanas de treinamento
resistido progressivo em escada.

A figura 1 apresenta um resumo do desenho experimental do estudo.
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Grupos Experimentais

Controle (C)

Controle Obeso (C-Ob)

Exercicio Resistido (EX)

Exercicio Resistido Obeso (EX-Ob)

Figura 1: Desenho experimental do estudo

2.3- PROTOCOLO DE TREINAMENTO

O protocolo de treinamento resistido em escada proposto por Hornberger e Farrar, 2004 (Figura

2) foi utilizado e adaptado para as necessidades e execugdo deste projeto.
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Figura 2: Escada para treinamento. A = Local de descanso apos a escalada (2 minutos de descanso); B
= Escada utilizada para o treinamento resistido; C = tubos falcon atado ao animal com pesos de pesca
utilizados como carga de treinamento.

Inicialmente, os ratos foram adaptados ao protocolo de treinamento resistido que exigiu que os
animais escalem uma escada vertical 1,10 x 0,18 m, 2 cm de espagamento entre os degraus da grade,
inclinagdo de 80°, com pesos atados as suas caudas. O tamanho da escada fez com que os animais
realizassem de 8 a 12 movimentos por escalada. O aparato de carga foi atado a por¢do proximal da
cauda com uma fita autoadesiva. Com o aparato fixado a cauda os ratos foram colocados na parte

inferior da escada e familiarizados com a escalada. Caso necessario um estimulo com pinga era
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aplicado na cauda do animal para iniciar o movimento. No topo da escada os ratos alcangcaram uma
gaiola (20 x 20 x 20 cm) onde descansaram durante 120 segundos. Este procedimento foi repetido até
que os animais conseguissem voluntariamente escalar a escada, trés vezes consecutivas, sem estimulo
de pin¢a na cauda. Foram realizadasduass sessoes de adaptagdo (familiarizagdo) com intervalo de 48
horas entre as sessoes (Figura 3).

Trés dias ap6s a ultima sessdo de familiarizagdo foi realizada a primeira sessdo de treinamento
que consistiu de 4 a 8 escaladas na escada com cargas progressivamente mais pesadas (Figura 4). A
escalada inicial consistiu em carregar uma carga de 75% da massa corporal do animal atado em sua
cauda. Apés completar o carregamento desta carga inicial com sucesso, um peso adicional de 30g era
adicionado ao aparato. Este procedimento foi sucessivamente repetido com um niimero maximo de oito
escaladas, at¢ o momento em que a sobrecarga ndo permitisse que o rato escalasse toda a escada. A
falha em escalar foi determinada quando o animal ndo conseguiu progredir na subida da escada apods
trés estimulos sucessivos na cauda. A maior carga carregada por toda a escada foi considerada como a
capacidade maxima de carregamento (carga maxima) do rato para aquela sessdo de treinamento, carga

a qual, foi utilizada para a elaboracdo da carga de carregamento utilizada nas sessdes subsequentes de

treinamento.
Familiarizacao X Familiarizaciao X CARGA X X
Sessao 1 Sessao 2 MAXIMA

Figura 3: Protocolo para determinacdo da carga maxima de carregamento. X = periodo de descanso.

As sessOes de treinamento seguintes consistiram de quatro escalas na escada, com 65%, 85%,
95% e 100% da capacidade méaxima de carregamento do animal, determinada previamente (Figura 4).
Durante as escaladas subsequentes em um numero maximo de cinco escaladas foram adicionados 30g
em cada nova escalada, até que uma nova capacidade maxima de carregamento fosse determinada. O

intervalo de recuperacdo entre as escaladas foi fixo de 120 segundos.
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As sessdes de treino foram realizadas trés vezes por semana, todas as segundas, quartas e

sextas-feiras durante doze semanas. O inicio das sessdes de treino sempre ocorreu as 15 horas.

Segunda Terca Quarta Quinta Sexta Sabado domingo
Sessio de Sessdo de Sessdo de
X . X " X X
treino tremno fremno

v X= Recuperacao

2 min 2 min 2 min 2 min
m>m> ) +30g
4 subidas H 5 subidas ]

Figura 4: Protocolo do treinamento resistido

2.4- CONTROLE DA INGESTAO ALIMENTAR E DA MASSA CORPORAL

Os grupos experimentais (C e EX) receberam uma racdo padrdo comercial para roedores
(Nuvital, Nuvilab, PR, Brasil. Confirmar) peletizada contendo 23 gramas de proteina, 71 gramas de
carboidrato, 6 gramas de gordura e 5 gramas de fibras (per %). A dieta hiperlipidica foi composta da
racdo comercial padrdo para roedores (Nuvital, Nuvilab, Colombro PR, Brazil), gordura vegetal
hidrogenada (Primor, SC, Brazil) e leite condensado (Nestlé, Sdo Paulo, SP, Brazil). O conteudo desta
dieta foi de 15 gramas de proteina, 30 de gordura e 55 gramas de carboidrato. Os grupos experimentais
C-Ob e EX-ODb receberam a ragdo hiperlipidica durante 12 semanas que precederam o treinamento e

durante todo o periodo de treinamento (Pinheiro, Cunha et al., 2007).
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Tabela 1: Composicao nutricional das dietas.

Dieta Hiperlipidica (%) Dieta padrao (%)

Ragdo Comercial® 60,00 100
Gordura vegetal

Hidrogenada® » )
Leite Condensado® 15 -
Proteina 15 23
Gordura 30 6
Carboidrato 55 71
Energia (kJ/Kg) 23 17,9
Energia (kcal/g) 5,50 4,28

“ Rag@o padrdo para ratos, Nuvital, Nuvilab, Colombo-PR; ® Gordura vegetal hidrogenada, Primor;

‘Leite Condensado, Nestlé, Sdo Paulo-SP, Brasil.

A ingestdo alimentar (gramas de racdo consumida por gaiola) foi monitorada diariamente
sempre no mesmo horario do dia, entre 12h00min e 12h30min, foi definida por meio da quantidade que
os animais consumiam de ragdo, ou seja, a subtragdo entre a quantidade total de ragdo e quantidade
remanescente na caixa foi realizada trés vezes por semana. E a massa corporal verificada trés vezes na
semana, todas as segundas, quartas e sextas-feiras sempre no mesmo hordrio entre 12h30min e

13h30min. Ambos os procedimentos foram realizados durante todo o periodo experimental.

2.5- MASSA CORPORAL E ANALISE DA COMPOSICAO CORPORAL

A medida de massa corporal foi realizada semanalmente por balanca eletronica (Toledo,
modelo EB 211, Sao Bernado do Campo-SP, Brasil). Foram realizadas medidas de composi¢ao
corporal antes do inicio e antes da ultima sessdo de treinamento. Os animais foram anestesiados com
ketamina (100mg/kg) e xilazina (10mg/kg) para a mensuracdo da composi¢cdo corporal através da
densitometria por dupla emissdo de raio gama (DXA) (Lunar DXA 200368 GE instrument; Lunar,

Wisconsin, USA). A andlise das imagens foi feita através de programa especifico com software -
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Encore 2008, 12.20, GE Healthcare. As variaveis de composicdo corporal medidas foram: massa livre

de gordura (g), massa gorda (g), percentual de gordura total (%) e percentual de gordura do tronco(%).

2.6- PREPARACAO DO TECIDO

Os animais foram sacrificados por decapitacdo 48h apos a ultima sessdo de treinamento. Os
musculos biceps e grastrocnémio esquerdo (por¢do medial) foram rapidamente removidos, pesados,
lavados em solucado salina e imediatamente congelados no nitrogénio liquido e armazenados no freezer

a -80 C até o momento das analises.

Detecciio da atividade enzimatica da MMP-2 por Zimografia

As amostras dos musculos biceps e gastrocnémio esquerdos foram lavadas de 3 a 4 vezes com
solugdo salina gelada e incubada em tampao de extragdo (acido cacodilico 10 mM pH 5,0, NaCl 0,15
mM, ZnCl, 1 uM, CaCl, 20 mM, NaNs 1,5 mM e Triton X-100 0,01% [v/v]) a 4° C, com agita¢ao
continua, durante 24h. Apos este tempo, o tampao de extracdo foi coletado por centrifugacdo a 13.000
g por 20 minutos e o pH ajustado para 7,4 pela adigdo de solugdo concentrada de Tris em pH 8,0.

O extrato tecidual foi testado quanto a presenca de atividade genatinolitica pela técnica de
zimografia (Marqueti, Micocci ef al., 2012). As amostras foram submetidas a SDS-PAGE com gelatina
(2mg/ml). Apds a corrida, o gel foi lavado 2 vezes durante 20 minutos em solugdo 2,5% de Triton X-
100 para remog¢ao do SDS. Apds a remogdo do SDS o gel foi incubado em tampao de substrato (Tris-
HC1 50 mM pH 8,0, CaCl, 5 mM e NaN; 0,02%) por 10 minutos. O tampao foi trocado e o gel levado
para estufa a 37° C para incubagdo por 20 horas. Apos a incubacado, o gel foi corado com Coomassie
Blue por 60 minutos, descorado com acido acético:metanol:agua (1:4:5) por 3 dias para visualiza¢ao
das bandas de atividade.

O extrato tecidual foi testado quanto ndo presenga genatinolitica da MMP-2 pela mesma
técnica, acrescentando em cada amostra 4 pL de EDTA a 450 mM e submetidas a SDS-PAGE com
gelatina como descrito acima. No momento que o gel seria levado para incubacdo, foi adicionado ao

tampao de incubagdo 3,3 ml de EDTA a 450 mM.
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Apbs o processo de descorante, o gel foi fotografado com uma cdmera Canon G6 Power Shot
7.1 mega pixels (Virginia, USA) em uma camara escura que permitia que a camera ficasse a 30
centimetros do gel, com incidéncia de luz branca por um Transluminador.

As imagens dos géis foram processadas no software Irfan View para Microsoft Windows, onde
todas as imagens dos géis ficaram com o mesmo brilho e contraste. As médias de intensidade de banda
foram mensuradas por meio do software Gene Tools. As bandas encontradas em todos os grupos foram
de 72-62 kDa, sugerindo a atividade total da MMP-2. A banda ativa foi enfatizada de acordo com a
proposta por (Marqueti, Prestes et al., 2008). As imagens foram analisadas por densitometria utilizando-se o

software Image Pro-Plus.

2.7- ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados foram apresentados como média + erro padrdo da média. A distribuicao
gaussiana das variaveis foi testada pelo teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov. Todas as
variaveis foram submetidas ao teste de normalidade. Andlise de variancia (ANOVA) one-way foi usada
para detectar diferengas entre os grupos com a aplicagdo subsequente do teste de post-hoc de Newman-
Keuls nos eventos de razdo F significante (p < 0,05). Para a comparagdo da carga de treinamento entre
os grupos treinados foi utilizado teste t de Student. Todos os procedimentos estatisticos foram

realizados no pacote estatistico GraphPad® 5 e serd usado alfa de 0,05.

3- RESULTADOS

Os grupos Controle Obeso (C-Ob) e Exercicio Obeso (EX-Ob) apresentaram maior massa
corporal quando comparados com os grupos Exercicio Resistido (EX) e Controle (C), e, ao final do
experimento, o grupo EX apresentou maior massa corporal que o grupo C, mas sem diferenca
estatistica (p = 0,8055). O grupo EX-Ob apresentou menor massa corporal que o grupo C-Ob, com
diferenca estatistica (p = 0,0058 - Tabela 2).

A massa do musculo biceps foi estatisticamente maior no grupo C-Ob, quando comparado com
o grupo EX (p = 0,0042), enquanto que a massa do gastrocnémio foi significativamente maior no grupo

C-Ob, quando comparado com o o grupo C (p = 0,0300) e grupo EX (p = 0,0042 - Tabela 2).
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O perfil lipidico do musculo biceps e gastrocnémio do grupo C-Ob foi maior do que os dos
grupos C, EX e EX-Ob. Por outro lado, o grupo EX apresentou valores menores quando comprado com
os outros grupos, sem diferenca estatistica.

Os animais do grupo C-Ob e EX-Ob mostraram um consumo energético maior quando
comparados aos dos grupos C e EX (Tabela 1). A dieta hiperlipidica aumentou a quantidade de massa
gorda e diminuiu a massa magra no grupo C-Ob; esses valores foram significativamente diferentes dos
encontrados nos outros grupos (C, EX e EX-Ob) (p < 0,05). Observa-se também que o treinamento
resistido foi capaz de induzir uma diminui¢do significativa no percentual de gordura do grupo EX-Ob
quando comparado com o grupo C-Ob (p = 0,0136 - Tabela 2 e Figura 5). O grupo EX apresentou
menor massa gorda e maior quantidade de massa magra quando comparado com os outros grupos (p <

0,05 - Tabela 2 e Figura 5).



Tabela 2: Massa e composi¢ao corporal dos grupos experimentais.

25

C

C-Ob

EX

EX-Ob

Massa Corporal Final

453,97 + 14,06

566,42 +22,16"

431,52 + 16,83°

500,32 + 16,36*>°

Massa Gastrocnémio (g) 2.49+£0.10 2.57 £0.05* 2.47+0.12° 2,57+0.07"
Contetdo Lipidico
. 1.31+ 0.16 1.41+0.10 1.19+£0.07 1.29 +0.09
Gastrocnémio (mg.100mg tecido™)
Massa  Gastrocnémio/
0,00548 £ 0,00014 0,00460 £ 0,00023 0,00572 +0,00014 0,0051 £+ 0,00028
Corporal
Massa Biceps (g) 0,203 + 0,007 0,226 + 0,007 0,213+0,011° 0,216 = 0,007
Contetdo Lipidico Biceps
1,60 £0,18 2,18 £0,28 1,55+£0,13 1,81 £0,28
(mg.100mg tecido™)
Massa Biceps/Massa Corporal 0,00044 £+ 0,000015 0,00040 £+ 0,000017 0,00049 £ 0,000016 0,00043 £ 0,00002

Valores apresentados em media + erro padrdo da media; p < 0.05 (n = 8 per grupo). C = Grupo Controle; C-Ob = Grupo Controle Obeso; EX

= Grupo Exercicio Resistido; EX-Ob = Grupo Exercicio Resistido Obeso; a, diferenga estatistica comparado ao C; b, comparado ao C-Ob;

¢, comparado ao EX.
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Figura 5: Efeito do treinamento resistido e dieta hiperlipidica na massa gorda (g), massa magra (g) e
percentual de gordura (%). *, diferenga estatistica comparado ao grupo C; #, comparado ao grupo C-
Ob; &, comparado ao grupo EX.

A figura 6 apresenta a evolucdo temporal da carga de treinamento. A carga de treinamento nao
apresentou diferenca entre os grupos treinados (EX e EX-Ob) durante as 12 semanas de treinamento.
Entretanto, nas duas primeiras semanas o grupo EX-Ob apresentou maior carga de treinamento, com
diferenga estatistica (p = 0,0100 ). Por outro lado, a forca relativa (carga de carregamento/massa

corporal) foi estatisticamente maior no grupo EX (p = 0,0041) (Figura 7).
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Figura 6: Evolugdo temporal da carga de treinamento. TF = grupo EX; TF-Ob= grupo EX-Ob *
diferenga estatistica entre os grupos (p<0.05).
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Figura 7: Forca Relativa (carga de carregamento/massa corporal) durante o periodo experimental.
Valores apresentados em média + erro padrdo da p < 0.05 (n = 8 per grupo). *, diferenca estatistica
comparado ao grupo EX.
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O grupo EX mostrou maior atividade da MMP-2 quando comprador com o grupo C no musculo
biceps (p = 0,0343), mas nao houve diferengas entre os grupos C-Ob e EX-Ob (Figura 8)

A atividade da MMP-2 no gastrocnémio foi maior no grupo EX-Ob quando comparado com os
grupos C (p = 0,0074) e C-Ob (p = 0,0012). Nao houve diferenca estatistica entre os grupos EX-Ob e
EX (Figura 9).
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Figura 8: Efeito do treinamento resistido e da dieta hiperlipidica na atividade da metaloproteinases 2
(MMP-2), A: atividade total da MMP-2 (soma das formas pro, intermediaria e ativa) no musculo biceps
e gastrocnémio. Valores expressos em unidades arbitrarias (UA) com média + erro padrao da média (p
< 0.05). a, diferente do grupo C; b, diferente do grupo C-Ob; c, diferente do grupo EX-Ob.
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4- DISCUSSAO

Nossa proposta foi investigar o efeito da obesidade e do treinamento resistido em escada na
atividade da MMP-2 nos musculos biceps e gastrocnémio de ratos alimentados com dieta hiperlipidica.
Interessantemente, o treinamento resistido foi capaz de aumentar a atividade da MMP-2, aumentar a
massa muscular e diminuir a massa gorda em ambos os grupos treinados.

Ressalta-se em nosso estudo, que a atividade da MMP-2 dos grupos treinados foi maior quando
comparado com todos os outros grupos. Esse resultado também foi observado em estudos anteriores
(Marqueti, Parizotto et al., 2006; Prestes, De Cassia Marqueti et al., 2009) que demonstraram a
interagdo entre o treinamento resistido e o aumento da atividade da MMP-2 nos musculos gastrocnémio
e soleo. Os fatores que podem ter contribuido nessa interagdo sdo: aumento na carga de treinamento
(massa corporal + carga de treinamento), maior estimulo de migragdo das células satélites para o ponto
da lesdo e liberacdo de citocinas pro-inflamatorias (Cesari, Kritchevsky et al., 2005).

A célula muscular possui uma lamina basal com func¢ao de suporte estrutural, que ¢ importante
na manuten¢do da integridade fisiologica das miofibrilas. Essa lamina serve também como barreira
eletrolitica e atua no reparo das fibras musculares ap6s as lesdes ocasionadas pela sobrecarga imposta
pelo exercicio (Carmeli, Moas et al., 2004). Entretanto, as MMPs em conjunto com seus inibidores no
musculo esquelético desempenham fungdes fisioldgicas fundamentais na manutengdo da MEC (Kjaer,
Langberg et al., 2009). As MMPs estdo submergidas numa vasta faixa de processos funcionais,
patologicos e de desenvolvimento no musculo. Essas enzimas sdo capazes de regular o crescimento
muscular, pois liberam fatores de crescimento locais e atuam no reparo do tecido apos lesdes (Kjaer,
Magnusson et al., 2006). As MMPs, por possuirem papel central na manuten¢@o e remodelamento da
MEC, sdo capazes de estimular células quiescentes, denominadas de células satélites (Yamada,
Tatsumi et al., 2006). Uma vez ativadas, esse grupo de células migram para os pontos de lesdo, onde
se fundem umas as outras ou as fibrilas lesadas, permitindo a regeneracao do tecido (Chen e Li, 2009).
Kurosaka et al., (2012) e Malatesta et al., (2011) evidenciaram que ocorre ativagao das células satélites
em exercicio de endurance e resistido de alta intensidade, respectivamente.

Estudos recentes demonstram que o aumento da adiposidade também pode acelerar o
remodelamento tecidual, uma vez que ha forte relacdo entre adipdcitos e macréfagos, que favorece a

liberagdo de citocinas pro-inflamatérias como a Interleucina 1 (IL-1), Interleucina 6 (IL-6) e Fator de
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Necrose Tumoral Alfa (TNF-a) (Cesari, Kritchevsky et al., 2005). Essas citocinas pro-inflamatdrias
estimulam fatores que beneficiam a sintese de colageno, como a quinase ativada por mitdégeno
(MAPK), responsavel pela manutencdo do turnover tecidual. Por outro lado também estimulam a
sintese da MMP-2, que frente a estimulos mecanicos, degradam colageno e favorecem o
remodelamento da MEC (Kjaer, 2004; Coletta e Mandarino, 2011).

Outro resultado esperado observado ocorreu na massa corporal dos animais avaliada por meio
do DXA. Os animais controles e obesos apresentaram valores de massa corporal, massa gorda e
percentual de gordura significativamente maiores e valores de massa magra significativamente menores
quando comparado aos demais grupos. Somando-se a esses resultados, também o contetdo lipidico dos
musculos biceps e gastrocnémio apresentou valores maiores, porém sem diferenga estatistica. Esse
dados, conjuntamente avaliados, demonstram que a obesidade desenvolvida pelos ratos provocou
diminui¢do da massa muscular (sarcopenia) e acimulo de gordura (obesidade), inclusive nos musculos
estudados (obesidade sarcopénica).

O aumento do tecido adiposo ¢ um dos fatores preponderantes nas alteracdes do perfil
inflamatorio sistémico, no desenvolvimento da hipertensdo arterial, e marcadamente sarcopenia
(Carmeli, Moas ef al., 2005; Speretta, Rosante et al., 2012; Tamilarasan, Temmel et al., 2012). Cesari
et al., (2005) mostraram que as citocinas pro-inflamatorias provenientes do tecido adiposo como IL-1,
IL-6 e TNF-a estdo relacionados com a diminui¢do na massa muscular, sarcopenia, bem como no
aumento do tecido adiposo. Ademais, essas citocinas estdo fortemente relacionadas com a deposicao de
gordura. O processo inflamatério refletido pela atividade das citocinas pro-inflamatérias representam
estimulos catabolicos, que na auséncia de um ambiente anabolico (ocasionados por inatividade fisica e
dieta inadequada) sdo fatores chaves para o desenvolvimento da sarcopenia e obesidade sarcopénica
(Payette, Roubenoff et al., 2003; Benton, Whyte et al., 2011). O desequilibrio entre massa muscular e
obesidade, favorece o declinio funcional, aumento de fatores de riscos para doengas cardiovasculares,
bem como para o aumento dos indices de mortalidade em obesos (Cesari, Kritchevsky et al., 2005).

Nesse aspecto acima abordado os animais do grupo EX-Ob apresentaram valores de massa
corporal e massa gorda significativamente menores e valores de massa magra significativamente
maiores quando comparado com os animais do grupo C-Ob. Esse resultado demonstra que o exercicio
resistido proposto foi efetivo em atenuar os efeitos deletérios da obesidade sobre a massa corporal e o

tecido muscular. A melhora na composi¢cdo corporal se deve ao gasto energético, durante e apds a
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sessdo de treinamento, ¢ 0 aumento da massa magra, com consequente elevacdo da taxa metabdlica
basal, maior gasto caldrico e maior oxida¢do de gorduras, durante e apos a sessdo de treinamento
(American College of Sports, 2009). E importante salientar que a for¢a muscular desse grupo, analisada
por meio da carga maxima de carregamento, foi semelhante ao do grupo EX durante todo o periodo de
treinamento. Esses resultados estdo de acordo com estudos prévios realizados com ratos obesos
(Speretta, Rosante et al., 2012) e ratas obesas ovariectomizadas (Pereira, Prestes et al., 2010;
Shiguemoto, Prestes et al., 2012), que apresentaram evolu¢do na carga de carregamento semelhante a
esse estudo. Leite et al., (2009) analisando o perfil lipidico de ratas ovariectomizadas submetidas ao
treinamento resistido, demonstraram que esse estimulo ¢ um meio eficiente para diminuir o perfil
lipidico corporal total. Benton et al., (2011) apresentam como estratégia para o tratamento da obesidade
sarcopénica em humanos o exercicio resistido, uma vez que esse tipo de exercicio ¢ capaz de aumentar
a taxa metabolica basal, gerando dessa forma, balango energético positivo.

Juntamente com a obesidade, o sedentarismo também estd associado ao desenvolvimento de
doengas cardiovasculares, hipertensdo arterial, sarcopenia, dentre outras, uma vez que a inatividade
fisica impossibilita a melhora nos indices relacionados a saude, bem como na composi¢do corporal.
Isso pode ser notado nos animais do grupo C que apresentaram massa corporal e massa gorda
significativamente maiores e valores de massa magra menores quando comparado com os animais do
grupo EX, indicando que o treinamento resistido proposto pode ser uma maneira eficiente para
melhorar a composigao corporal. Esses resultados foram semelhantes aos apresentados por Panveloski-
Costa et al. (2011), que induziram a obesidade com dieta hiperlipidica em ratos Wistar e observaram
que os animais do grupo controle quando comparado com os do grupo exercitado apresentaram maiores
valores de peso corporal e massa adiposa periepididimal.

Os beneficios do exercicio fisico ainda podem ser observados na capacidade dos animais em
responder aos estimulos de for¢a impostos pelo treinamento proposto. A carga de carregamento
maxima (em valores absolutos) dos animais do grupo EX e do grupo EX-Ob ndo apresentaram
diferenca significativa, no entanto, quando analisado a forga relativa (massa corporal/carga
carregamento maxima), os animais do grupo EX apresentaram valores estatisticamente maiores. Esses
resultados indicam que as mudancas no consumo energético induzidas por meio da dieta hiperlipidica
diminuem a capacidade fisica e a capacidade de remodelamento do musculo, afetando assim, a forca

contratil, mostrando que os animais sem dieta hiperlipidica possuem maior capacidade de gerar forga
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durante o treinamento.

Diante dessa perspectiva acima mencionada, a obesidade sarcopénica favorece diminui¢do na
forca e funcdo muscular. Em geral, o desequilibrio no metabolismo ocasionado pelo sedentarismo e
dieta inadequada sdo aspectos chaves para desenvolver a obesidade sarcopénica, pois geram
diminuicao na for¢a muscular, comprometimento funcional e fragilidade fisica em humanos (Benton,
Whyte et al., 2011). A obesidade sarcopénica, portanto, interfere negativamente na proliferagdo e
diferenciagdo das células satélites musculares, responsaveis pelo processo de hipertrofia do musculo
esquelético (Adams, 2006).

Peterson et al., (2008) observaram em ratos Zucker com sindrome metabolica, que ocorre
diminui¢do da proliferagcdo e diferenciagdo das células satélites, devido ao aumento da expressao de
citocinas pro-inflamatorias que contribuem para o desequilibrio no metabolismo proteico; essa
diminui¢do favorece o catabolismo do tecido muscular, contribuindo para uma menor capacidade de
gerar forga. Em humanos, esta estabelecido que as citocinas pro-inflamatérias (IL-1, IL-6 e TNF-a)
representam um estimulo catabdlico que continua pelo decorrer da vida. Esse estimulo catabolico,
associado a auséncia de um ambiente anabdlico (sedentarismo e ingesta inadequada de nutrientes), sao
fatores chaves para diminui¢do da massa magra durante o envelhecimento em homens e mulheres
(Benton, Whyte et al., 2011). Kosek et al., (2006) utilizaram o treinamento resistido durante 12
semanas, com 2 ou 3 sessdes por semana, como estratégia para o aumento da hipertrofia e da area de
seccdo transversa das fibras do tipo I e II, com isso observaram melhora na capacidade intrinseca de
endurance e forca do tecido muscular. Por fim, o controle energético e proteico na alimentagdo também
contribui para a preven¢do do aumento de massa gorda e perda de massa muscular. Além disso, o
treinamento resistido tem sido utilizado como estratégia para minimizar os efeitos deletérios da dieta
hiperlipidica, uma vez que o aumento de massa muscular tem sido inversamente relacionado com os

efeitos negativos da dieta hiperlipidica.

5- CONCLUSAO

O treinamento resistido promoveu mudangas importantes na composicao corporal, atividade da

MMP-2 nos musculos biceps e gastrocnémio, na adiposidade e na capacidade de carregamento de
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carga, podendo ser considerado uma ferramenta contra os efeitos deletérios induzidos pelo consumo de

uma dieta hiperlipidica associado ao sedentarismo.

6- LIMITACOES DO ESTUDO

Auséncia de andlises das citocinas pro-inflamatorias, que poderiam auxiliar na explica¢do dos
mecanismos envolvidos na maior ativagdo da MMP-2. Auséncia de andlises na diferenciagdo e
migracdo das células satélites, bem como andlises da area de secc¢do transversa dos musculos estudados,
afim de explicar o aumento da massa muscular nos grupos treinados. Por fim, ndo ter realizado a
medida da composicdo corporal pelo DXA durante o treinamento, visando acompanhar as

modifica¢des impostas pela dieta hiperlipidica e o treinamento aos animais.
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