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RESUMO

A obesidade é uma doenca que possui uma etiologia multifatorial que pode levar ao
desencadeamento de diversas outras doencas como hipertensao, aterosclerose e diabetes. Além
disso, a expansao do tecido adiposo tem levado a consequéncias nocivas ndo somente neste
tecido, mas de maneira sistémica. Neste sentido, a busca por estratégias que reduzam
adiposidade corporal como o exercicio fisico e as intervengdes dietéticas, tém sido alvos
investigativos em diversos estudos. Desta forma, este estudo teve como objetivo determinar as
concentragfes de marcadores inflamatoérios no tecido adiposo visceral e masculo esquelético,
verificar as alteracdes na massa corporal e na area de adipocitos em ratos obesos apds o
treinamento continuo de intensidade moderada (MICT) e/ou intervencédo dietética. Apos oito
semanas de inducdo a obesidade através do consumo de dieta hiperlipidica palatavel (HFD),
vinte ratos Wistar foram subdivididos em quatro grupos: grupo obeso controle (HFD-SED);
grupo obeso que recebeu o treinamento com MICT (HFD-MICT); grupo intervencéo dietética
através do retorno no consumo de dieta padrdo (CD) (CD-SED); e grupo intervencao dietética
através do retorno no consumo de CD e que recebeu a intervencdo com o MICT (CD-MICT).
Todos os animais dos grupos de treinamento foram submetidos ao MICT com intensidade de
50-80% do Vmax, trés vezes por semana, durante 8 semanas. O musculo gastrocnémio (GAST)
e o tecido adiposo mesentérico (MWAT) foram coletados para quantificar TNF-a, IL-6 e IL-
10, por meio de Ensaio Imunoenzimatico (ELISA). Adicionalmente, o tecido adiposo
retroperitoneal (rWAT) e epididimal (eWAT) foram coletados e pesados. A massa corporal foi
registrada antes e ap0s o protocolo experimental e a morfologia dos adipécitos do mWAT foi
avaliada por meio de analise histolégica. Os resultados mostraram que o grupo HFD-SED
apresentou maior massa corporal, maiores concentracdes de marcadores inflamatorios no
MWAT , aumento na &rea de adipdcitos e demais parametros de obesidade. O grupos CD-SED
e CD-MICT apresentaram reducdes da massa corporal, peso relativo dos depdésitos de gordura
visceral, area de adipocitos do mMWAT, e aumento na capacidade méaxima de exercicio. Além
disso, houveram reducdes nas concentraces de TNF-a, IL-6 e IL-10 frente aos tratamentos no
MWAT, mas ndo em GAST. Além disso, o grupo CD-MICT apresentou valores elevados para
a razdo IL-10/ TNF-o. no mWAT. Finalmente, concluimos que oito semanas intervengao
dietética de maneira independente ou combinada ao MICT sao eficazes em reduzir alguns dos
efeitos deletérios causados pela obesidade.

Palavras-chave: Marcadores inflamatdrios. Tecido adiposo visceral. Musculo esquelético.
Treinamento continuo de intensidade moderada. Intervencdo dietética. Obesidade exdgena.
Dieta hiperlipidica palatavel.



ABSTRACT

Obesity is a disease that has a multifactorial etiology that can lead to the triggering of several
other diseases such as hypertension, atherosclerosis and diabetes. In addition, the expansion of
adipose tissue has led to harmful consequences not only in this tissue, but in a systemic way. In
this sense, the search for strategies that reduce body adiposity, such as physical exercise and
dietary interventions, have been investigative targets in several studies. Thus, this study aimed
to determine the concentrations of inflammatory markers in visceral adipose tissue and skeletal
muscle, to verify changes in body mass and adipocyte size in obese rats after continuous
moderate-intensity training (MICT) and/or dietary intervention. After eight weeks of obesity
induction through the consumption of a palatable high-fat diet (HFD), twenty male Wistar rats
were divided into four groups: control rats fed with HFD (HFD-SED); obesity rats fed with
HFD and submitted to MICT (HFD-MICT); obesity rats that were submitted to a nutritional
intervention by switching HFD to chow-diet (CD-SED); and obesity rats that were submitted
to MICT and nutritional intervention by switching HFD to chow-diet (CD-MICT). All animals
in the training groups were submitted to MICT with an intensity of 50-80% of Vmax, three times
a week, for 8 weeks. The gastrocnemius muscle (GAST) and mesenteric adipose tissue
(mMWAT) were collected to quantify TNF-o, IL-6 and IL-10 through enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA). Additionally, retroperitoneal (rWAT) and epididymal (eWAT)
adipose tissue were collected and weighed. The body mass was recorded before and after the
experimental protocol and mWAT adipocyte morphology was assessed using histological
analysis. The results showed that the HFD-SED presented higher body mass, higher
concentrations of inflammatory markers in mWAT and an increase in adipocyte size and other
obesity parameters. The CD-SED and CD-MICT groups showed reductions in body mass,
relative weight of visceral fat deposits, adipocyte area of mMWAT, and increased maximal
exercise capacity. Furthermore, there was a reduction in the concentrations of TNF-a, IL-6 and
IL-10 in these groups in mMWAT, but not in GAST. In addition, the CD-MICT group showed
high values for the IL-10/TNF-a ratio in mWAT. Finally, we conclude that an eight-week
dietary intervention independently or associated with MICT are effective in reducing some of
the deleterious effects caused by obesity.

Keywords: Inflammatory markers. Visceral adipose tissue. Skeletal muscle. Moderate-
intensity continuous training. Dietary intervention. Exogenous obesity. High-fat diet.
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1. INTRODUCAO

Como resultado de um estilo de vida sedentério associado ao consumo de uma dieta
obesogénica, o numero de individuos obesos tem aumentado em todo o mundo (BRAY et al.,
2016; GOPALAN et al., 2021). O aumento no acumulo de gordura, principalmente em
compartimentos viscerais (UNANUMO et al., 2018) e em locais ectdpicos como o figado e o
musculo esquelético (DI MEO et al., 2017), esta diretamente relacionamento ao aumento na
incidéncia de diversas doencas cronicas como: dislipidemias; hiperinsulinemia; diabetes
mellitus tipo [l; doencas cardiovasculares (WANG et al, 2017; MARTINEZ-
HUENCHULLAN et al., 2019); esteatose hepética ndo alcodlica; e alguns tipos de cancer
(POLYZOS et al., 2017; ENGIN, 2017). Além disso, diversos estudos tém demonstrado que o
remodelamento do tecido adiposo através da expanséo dos adipocitos por meio de hipertrofia
(aumento no tamanho das células adiposas), estd associado a processos como a inflamacéo
sistémica (JAIS; BRUNING, 2017), morte dos adipdcitos, hipoxia local, e aumento no influxo

de &cidos graxos livres para corrente sanguinea (KARCZEWSKI et al., 2018).

Mediante a todas as repercussdes da obesidade, a liberacéo de citocinas por células do
sistema imune, tecido adiposo, muscular e endotelial, é considerada como um importante
biomarcador dos processos inflamatérios (LODISH et al., 2014; PESSENTHEINER et al.,
2020). Essas citocinas podem apresentar acGes pleiotropicas e/ou complementares, possuindo
fungBes pro-inflamatorias, anti-inflamatérias ou moduladoras da inflamacdo (PETERSEN,;
PEDERSEN, 2005; ANTUNES et al.,, 2018). O fator de necrose tumoral-a (TNF-a), a
Interleucina- 1B (IL-1p), a Interleucina-6 (IL-6), e a Interlucina-10 (IL-10), tém recebido vasta
atencdo da literatura, principalmente devido as suas a¢Bes modulatérias nos processos
inflamatdrios frente a tratamentos como o exercicio fisico e intervengdes dietéticas (ANTUNES
et al., 2018; Hap; HERPICH; NORMAN, 2019).

Considerada como uma importante ferramenta ndo-farmacoldgica, o exercicio fisico é
capaz de promover adaptacdes positivas na modulacdo dos processos inflamatdrios, em
humanos e animais obesos (SUSUKI, 2019). Esta estratégia é eficaz em controlar o ganho de
peso, diminuir a massa de gordura, reduzir o tamanho e o conteudo lipidico dos adipocitos, bem
como levar a uma reducdo na expressdo de adipocinas (citocinas produzidas pelo tecido

adiposo), minimizando os efeitos da lipotoxicidade (processo de reducgdo/prejuizo na funcédo de
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6rgdos ndo-adiposos, em resposta ao aumento na concentracdo de acidos graxos na corrente
sanguinea advindos do processo de lipolise) (WEDDEL-NEERGAARD et al., 2019;
BATATINHA et al., 2019).

Adicionalmente, o exercicio fisico também pode modular a liberacdo de miocinas
(citocinas produzidas e secretadas pelo muasculo esquelético), que sdo peptideos com funcgdes
anti-inflamatorias (PEDERSEN et al., 2007; LEAL et al., 2018). Desde o inicio do século,
estudos tém demonstrado que durante exercicio de longa duragéo, foram observados aumentos
nos niveis circulantes de IL-6 (nesse contexto, independente de TNF-a, possuindo uma fungio
anti-inflamatoria) (STEENSBERG et al., 2000; STEENSBERG et al., 2003). Além disso,
durante o exercicio fisico o musculo esquelético expressa e secreta miocinas como a
Interleucina-8 (IL-8), o receptor antagonista de IL-1 (IL-1ra), a Interleucina-15 (IL-15), a IL-
10 e a Irisina (WEDDEL-NEERGAARD et al., 2019; LOMBARDI et al., 2019; GONZALEZ-
GIL; ELIZONDO-MONTEMAYOR, 2020).

Uma das modalidades de exercicio fisico mais utilizada com o objetivo de reduzir os
efeitos nocivos da obesidade, é o treinamento continuo de moderada intensidade (MICT, do
inglés “moderate-intensity continuous training ), caracterizado por intensidades entre 50-75%
da frequéncia cardiaca méaxima (FCmax), 65-70% do consumo méximo de oxigénio (VO2amax),
ou 65-70% da velocidade maxima de corrida (Vmax) (WEWEGE et al., 2017; KHALAFI et al.,
2020; WANG et al., 2017). O MICT tem se mostrado eficiente em modular o ganho de peso
em animais obesos (WANG et al., 2017), promover adaptacdes positivas na maxima capacidade
de exercicio (MEC, do inglés “Maximal Exercise Capacity”’) (KHALAFI et al., 2020), reduzir
o0 tamanho dos adipécitos (KHALAFI et al., 2020; LACERDA et al., 2019), e promover
alteracdes efetivas no perfil inflamatério do tecido adiposo (LIRA et al., 2012) e musculo
esquelético (GOPALAN et al., 2020) através da diminuigdo de citocinas pro-inflamatdrias e

aumento nas citocinas anti-inflamatorias.

Além do exercicio fisico, outras estratégias ndo farmacoldgicas também utilizadas para
reduzir os efeitos prejudiciais causados pela obesidade (e doengas metabdlicas associadas a ela)
sdo as intervencdes dietéticas (LONGO; PANDA, 2016). Essas abordagens podem ocorrer por
meio de alteracfes no tempo de oferta do alimento (AOUICHAT et al., 2020), reducdes na
quantidade de alimento ofertado (LOWE et al, 2020) ou mediante a modulagdes nos
macronutrientes presentes nestas dietas (VANGOITSENHOVEN et al., 2018).
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As relages entre a obesidade e o desenvolvimento do quadro inflamatdrio, e a maneira
como as estratégias de intervencdes (e.g., intervencdo dietética e exercicio fisico) podem

reduzir esses efeitos nocivos, serdo discutidos na sessdo a seguir.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Obesidade

A obesidade é uma doenca crbénica de origem multifatorial, advinda de alteragdes
genéticas, psicolégicas, ambientais, sociais e fisiolégicas (GLOBAL BURDEN OF
DEASEASE STUDY, 2017), no entanto, alteracdes em padrfes comportamentais como o
consumo de alimentos ricos em gorduras saturadas e agucares simples, combinado a um estilo
de vida sedentario ou com baixos niveis na préatica de exercicios fisicos, tém se configurado
como importantes fatores desencadeadores da obesidade (BRAY et al., 2016, 2018;
GOPALAN et al., 2021). Além disso, ao olharmos para dados epidemiolégicos, a nivel global,
de acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), 1,9 bilhdes de individuos apresentam
sobrepeso, caracterizado por um indice de Massa Corporal (IMC) > 25 kg/ m?, e 650 milhdes
de individuos apresentam algum grau de obesidade (IMC > 30 kg/m2) (OMS, 2016).

Essas alteracbes comportamentais (e. g., consumo de dietas obesogénicas e
sedentarismo), levam a um balanco energético positivo, bem como uma diminuicdo no gasto
energético de repouso, que podem desencadear um aumento anormal e excessivo de gordura
nos depdsitos de tecido adiposo (DEPRES et al., 2008; UNANUMO et al., 2018), ou em locais
ectopicos (e.g. musculo esquelético e figado) (SNEL et al., 2012; DI MEO et al., 2017), que
elevardo, consideravelmente, o risco de produzir consequéncias negativas a satde (AFSHIN et
al., 2017; GONZALEZ-MUNIESA et al., 2017), como dislipidemias, hiperinsulinemia,
diabetes mellitus tipo Il, doencas cardiovasculares (WANG et al., 2017; MARTINEZ-
HUENCHULLAN et al., 2019), esteatose hepéatica ndo alcodlica, e alguns tipos de cancer
(MILIC; LULIC; STIMA, 2014; POLYZOS et al., 2017; ENGIN, 2017).

Como descrito anteriormente, a ingestdo elevada de calorias e uma diminui¢do no
gasto energético, levam a um desequilibrio no balanco energético, e esse processo — em
periodos prolongados - promove um desbalanco entre a lipdlise (quebra do triacilglicerol em
moléculas de &cidos graxos e glicerol) e a lipogénese (sintese de acidos graxos e triglicérides,
gue serdo armazenados no tecido adiposo), fazendo com que a taxa lipogénica seja maior que
a taxa lipolitica (KAHN; WANG; LEE, 2019). E frente a esses processos, a expansao do tecido
adiposo acontece, por meio da hipertrofia (expansao dos adipocitos existentes) ou hiperplasia
(formacéo de novos adipdcitos) (GALIC; OAKHILL; STEINBERG, 2010; FURINO, 2021).
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A expansdo e remodelamento do tecido adiposo por processos hipertroficos,
aumentam a predisposicdo na instalacdo de um estado inflamatdrio de baixo grau (discutidos a
seguir), alem de acarretar em outras alteracfes estruturais e funcionais que favorecerdo o
desenvolvimento da resisténcia a insulina, deposicdo de gordura em locais ectopicos, e por
consequéncia a sindrome metabdlica (JAIS; BRUNING, 2017; CHOUCHANI; KAJIMURA,
2019; KAHN; WANG,; LEE, 2019).

2.2. Obesidade e inflamacéo

O tecido adiposo, além de possuir importante funcdo como reserva energeética, se
configura como um 6rgdo metabolicamente ativo e com fun¢des enddcrinas, que regulam o
gasto energético e a homeostase da glicose através da producdo de adipocinas (TRAYHURN
et al., 2007; SPERETTA et al., 2012; BATATINHA et al., 2018). Além disso, ele é composto
por adipacitos, fibroblastos, células endoteliais e populacdes de células do sistema imune, o que
confere a este tecido uma importante fun¢do imuno-modulatdria (CINTI, 2018; BATATINHA
etal., 2018).

A inflamacdo sistémica de baixo grau em individuos obesos, se origina no tecido
adiposo visceral, causado pela hipertrofia dos adipdcitos e sinais de estresse celular
(GOMARASCA; BANFI; LOMBARDI, 2019). Esses sinais desregulam a producdo de
adipocinas, citocinas e quimiocinas (FUENTES et al., 2013). A expansao do tecido adiposo por
hipertrofia pode levar a dois processos responsaveis pelas respostas inflamatérias durante a
obesidade: (a) uma hipoxia local, devido a uma diminui¢cdo na perfusdo sanguinea em
decorréncia de um colabamento dos vasos sanguineos responsaveis pela oferta de oxigénio a
essas células; e (b) aumento no estresse mecanico entre os adipdcitos e a matriz extracelular
(RIUS et al., 2008; SUN et al., 2011; FURINO, 2021)

Embora a expanséo do tecido adiposo por processos hipertréficos tenha sido apontada
como o principal fator desencadeador, diversos outros mecanismos tém sido sugeridos como
possiveis “gatilhos” (do inglés “triggering inflammatory processes”) para o desenvolvimento
da inflamacdo associada a obesidade, e estes, podem ou ndo estar associados entre si
(KARCZEWSKI et al., 2019).

A obesidade esta associada a um aumento na permeabilidade das paredes do intestino,

0 que resulta em um aumento nos niveis circulantes de lipopolissacarideos (LPS) produzidos
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por bactérias Gram-positivas (CANI et al., 2008; DAMMS-MACHADO et al., 2017). Esses
LPS iniciam uma cascata de sinalizagdes via receptores toll-like 4 (TRL4) nos adipdcitos, que
levam a ativacdo de vias metabodlicas que sdo responsaveis pela transcricdo de genes
inflamatorios, criando ou amplificando as respostas inflamatérias neste tecido (JAYASHREE
et al., 2014). Além disso, esses LPS excedentes na corrente sanguinea podem vir a se acumular
em depositos ectdpicos como o musculo esquelético e figado (DI MEO et al., 2017), que por
sua vez, levam a um aumento na infiltracdo de células do sistema imune que produzirdo efeitos
inflamatorios nestes tecidos, além de aumentar a resisténcia local a insulina (BATATINHA et
al., 2018; GOMARASCA,; BANFI; LOMBARDI, 2020).

Além do extravasamento de LPS para a corrente sanguinea, os metabdlitos e
componentes advindos do consumo de uma dieta obesogénica também podem desencadear
processos inflamatdrios (KARCZEWSKI et al., 2018). Em particular, os acidos graxos livres
(AGLs), diacilglicerol (DAG) e ceramidas, séo creditados por possuirem potentes capacidades
sinalizadoras (STERN; RUTKOWSKI; SCHERER, 2016; ERION; SHULMAN, 2010). Os
AGLs promovem respostas inflamatdrias devido a sua alta afinidade aos TRL4 e aos receptores
toll-like 2 (TRL2), que levardo a ativacdo da NF-kB (fator nuclear kappa B) (SAAD et al.,
2016; WANG et al., 2014), e essa por sua vez, aumentara a producdo de diversos mediadores
inflamatorios como a IL-6 e MCP-1 (proteina quimiotatica de mondcitos-1) pelos adipécitos,

levando a uma infiltracdo de macrofagos pro-inflamatérios (M1) (BATATINHA et al., 2018).

Adicionalmente, a morte dos adip6citos também tem sido apontada como importante
fator auxiliador no desenvolvimento do quadro inflamatdrio, pois adipécitos mortos ou que
estdo entrando em processos apoptdticos contribuem para 0 aumento no nimero de macréfagos
M1 observados no tecido adiposo (FISCHER-POSOVSKY et al., 2011; KARCZESKI et al.,
2018).

Neste sentido, em linhas gerais, o desenvolvimento da inflamagdo ocorre de maneira
multifatorial, podendo levar a uma ou mais alteracbes metabdlicas no préprio tecido adiposo,
ou em 6rgdos ndo adiposos como o musculo esquelético, figado e intestino, como demonstrado

na figura 1.
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Figura 1 - Visao geral sobre como a obesidade induz a inflamacéo local e sistémica e suas

manifestacdes no sangue, figado, masculo esquelético e intestino.
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DAMPS: padrdes moleculares associados ao perigo; PAMPS: padrdes moleculares associados
a patogenos; AGLs: acidos graxos livres; IKK: Inibidor da subunidade beta do fator nuclear
kappa- beta ; JNK: c-Jun N-terminal quinase; TLR4: receptor toll-like 4; AP-1: ativador de
proteina-1; NF-xB: fator nuclear kappa B; LPS: lipopolissacarideos. Fonte: Adaptado de
Batatinha et al. (2018).

2.3. Estratégias de controle da obesidade e inflamacao

Dentre os mais variados instrumentos de controle da obesidade e seus efeitos
prejudiciais ao metabolismo, o exercicio fisico e a intervencdo dietética tém recebido
importante atencdo da literatura, principalmente devido a a¢bes como: regulacdo da massa
corporal (MILLER et al., 2017; VANGOITSENHOVEN et al., 2018; VERHEGGEN et al.,
2016; FURINO et al., 2021); diminuicdo da gordura abdominal e do tecido adiposo visceral
(VERHEGGEN et al., 2016; FURINO et al., 2021); e modula¢Bes positivas no perfil
inflamatdrio em individuos obesos (GLEESON et al., 2011; LANCASTER; FEBBRAIO;
2014).
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Além de promover adaptacBes cardiovasculares, musculares e hemodindmicas
(PEDERSEN; SALTIN, 2015), o exercicio fisico promove uma protecdo sistémica contra a
inflamacdo (GLEESON et al., 2011). Essa caracteristica protetora do exercicio, se da atraves
da producdo de miocinas pelas fibras do musculo esquelético que serdo capazes de promover
reducdes na producao e expressao de citocinas pré-inflamatorias (e. g. IL-6 e TNF-a) advindas
o tecido adiposo e células infiltradas no mesmo, além de aumentar a mobilizacdo e oxidacéo de
gordura (o que levara a uma diminui¢do no tamanho dos adipdcitos), diminuindo também o
acumulo lipidico e a expressdo e ativacdo de TLR4 em diversos tecidos como musculo
esquelético, figado e tecido adiposo (LANCASTER; FEBBRAIO, 2014; GOPALAN et al.,
2021; SHIRVANI et al., 2021) (Figura 2).

Figura 2 - O efeito anti-inflamatdrio do exercicio fisico no contexto da obesidade
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TLRA4: Receptores Toll-like 4; MyD88: Fator de diferenciacdo miel6ide 88; IL-10: Interleucina
10; IL-6: Interleucina 6; IL-1ra: Receptor Antagonista de Interleucina 1. Fonte: Adaptado de
Lancaster e Febbraio (2014).

Além disso, as intervencdes dietéticas, como descrito anteriormente, que podem
ocorrer por meio de alteragcbes temporais na oferta do alimento (e.g., restricdo alimentar
temporal de 8 a 12 horas) (AOUICHAT et al., 2020), reducGes na quantidade de alimento
ofertado (e.g., restricdo calorica vs. ad libitum) (LOWE et al., 2020), ou através de modulacGes

nos macronutrientes presentes nestas dietas (e.g., alteracdes na quantidade de gordura presente
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nas dietas) (VANGOITSENHOVEN et al., 2018; COSTA et al., 2021; FURINO et al., 2021),
também tém se firmado como importantes estratégias para a reducdo da obesidade e seus efeitos
metabolicos adversos. Estas intervengdes tém como objetivo criar um balanco energético
negativo promovendo uma reprogramacao dos substratos energéticos, fazendo com que as

células utilizem a gordura para preservar suas reagdes organicas (HOEVENAARS et al., 2014).

Diante do descrito acima, ambas as intervencdes — de maneira independente -
promovem adaptacdes positivas frente a modelos experimentais de obesidade, logo, é possivel
especular que a combinagdo das duas intervencGes possa gerar adaptacbes em maiores
magnitudes, semelhante ao verificado por Verheggen et al. (2016), que demonstrou que a
combinacdo da intervencdo dietética e o exercicio fisico promoveu maiores adaptacGes na
composicao corporal (e.g., diminuicdo da massa corporal e massa gorda, além da manutencao

da massa livre de gordura), quando comparado a intervencao dietética de maneira independente.

Mediante ao demonstrado até o momento, o desenvolvimento de modelos
experimentais que tornem possivel uma translacdo metodoldgica com aplicabilidade em
humanos, é cada vez mais requisitado e desafiador. Furino et al. (2021) verificaram que ambas
as intervengdes promoveram adaptacdes na composicao corporal e adaptacdes metabdlicas
positivas em animais previamente alimentados com dieta hiperlipidica palatavel, entretanto, em
relacdo a utilizacdo das duas intervencgdes (MICT [trés sessdes semanais] e intervencdo dietética
baseada em modulacdo dos componentes presentes na dieta), combinadas ou ndo, frente a
alteracdes inflamatdrias no musculo esquelético e tecido adiposo visceral, pouco se sabe até o

momento.
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3. HIPOTESES

A utilizacdo da dieta hiperlipidica palatavel (HFD; do inglés “high fat diet”) sera
capaz de promover o fendtipo obeso através de aumento na massa corporal dos animais e
adiposidade visceral, bem como promover aumentos na concentracdo de marcadores

inflamatorios no tecido adiposo visceral mesentérico e musculo gastrocnémio.

O treinamento continuo de moderada intensidade (MICT) e intervencdo dietética de
maneira independente serdo eficientes em reduzir o ganho de massa corporal e demais
parametros decorrentes do consumo de dieta hiperlipidica e sedentarismo, bem como, promover
adaptacbes na concentracdo de marcadores inflamatorios no tecido adiposo visceral
mesentérico e musculo esquelético, além de promover adaptacdes na Maxima Capacidade de

Exercicio (MEC) e parametros de adiposidade.

Além disso, a combinacdo de ambas intervencgdes sera capaz de promover adaptagdes
em maiores magnitudes na massa corporal e demais parametros de adiposidade, concentragéo
de marcadores inflamatorios teciduais e MEC, quando comparado aos protocolos realizados de

maneira independente.
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4. OBJETIVOS

4.1.

Objetivo Geral

O presente estudo pretende determinar a modulacdo de marcadores inflamatorios no

tecido adiposo visceral mesentérico e musculo esquelético, massa corporal e adiposidade frente

a intervencdo dietética e/ou MICT em ratos Wistar com obesidade exdgena.

4.2.

Objetivos especificos

Avaliar as adaptacbes frente a dieta hiperlipidica no desenvolvimento do fenotipo
obeso, através de analises da massa corporal, peso relativo dos depoésitos de gordura, e
morfometria dos adipdcitos mesentéricos;

Avaliar os efeitos de 8 semanas MICT sobre massa corporal, adiposidade e as
concentragdes de IL-6, IL-10, TNF-a, e razao IL-10/TNF-a, no tecido adiposo visceral
mesentérico e musculo esquelético gastrocnémio;

Avaliar os efeitos de 8 semanas de intervencdo dietética sobre massa corporal,
adiposidade e as concentragdes de IL-6, IL-10, TNF-a, e razao IL-10/TNF-a, no tecido
adiposo visceral mesentérico e musculo esquelético gastrocnémio;

Quantificar a variacdo na Maxima Capacidade de Exercicio frente a dieta hiperlipidica
palatavel, intervencdo dietética e MICT;

Avaliar o volume de tecido adiposo visceral: retroperitoneal, mesentérico e epididimal
e musculo esquelético, frente aos tratamentos;

Avaliar as adaptacdes na morfometria dos adipdcitos no tecido adiposo mesentérico,

frente aos protocolos de treinamento e/ou intervencéo dietética.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1.  Consideracdes Eticas e Animais.

Este estudo foi realizado em modelo animal e antes do inicio do experimento, 0s
objetivos e intervengdes a serem realizadas durante a pesquisa foram submetidas a anélise da
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de S3o Carlos
(UFSCar). O projeto foi avaliado e aprovado sob o protocolo n® 7631210617 (ANEXO 1).

Foram utilizados 20 ratos Wistar machos (Rattus novergicus var. albinus, Rodentia,
Mammalia) com 40-45 dias de idade (= 300g), obtidos do Biotério Central da UFSCar. O
modelo Wistar foi utilizado em razdo do aumento expressivo da massa e adiposidade corporal
e por apresentar alteracbes em parametros metabdlicos associados a sindrome metabdlica e
desenvolvimento do fendtipo obeso quando alimentados com dieta hiperlipidica (ESTADELLA
et al., 2004; DUARTE et al., 2008; DE CASTRO et al., 2017; COSTA et al., 2021; FURINO
etal., 2021). Os animais foram mantidos no biotério do Laboratério de Nutri¢do e Metabolismo
Aplicados ao Exercicio Fisico (LABNUTRI) presente no Departamento de Educacdo Fisica e
Motricidade Humana (DEFMH), e foram alojados em caixas opacas de polipropileno forradas
com maravalha e tampas de ago inoxidavel, com um namero de 4-5 animais por caixa. As
condigdes ambientais foram mantidas controladas durante todo o periodo experimental:
temperatura ambiente 22-24°C controlada por ar condicionado; umidade relativa entre 50-60%
controlada por ar condicionado; ciclo claro-escuro (12/12h), com a luz sendo acesa as 18h e
desligada as 06h. Aos animais, foram ofertados racdo e agua ad libitum ao longo de todo o

estudo.

5.2. Protocolos Experimentais

O desenho experimental do presente estudo foi composto por dois periodos de oito
semanas cada, sendo o primeiro um periodo de inducéo a obesidade e o segundo um periodo de
intervencdo dietética e/ou treinamento continuo de moderada intensidade (MICT). O

delineamento experimental sera descrito nesta sessdo e ilustrado na Figura 3.

Ao completarem 107 dias de idade, todos os animais foram submetidos a um protocolo
de inducéo a obesidade através do consumo de HFD por um periodo de oito semanas. Estudos

prévios do nosso grupo ja demonstraram que a utilizacdo da HFD por oito semanas foi eficaz
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em promover o fenotipo obeso em ratos Wistar, através de alteragdes na massa corporal total,
percentual de gordura, hipertrofia de adipocitos e peso relativo dos depositos de gordura
visceral mesentérico, retroperitoneal e epididimal (COSTA et al., 2021; FURINO et al., 2021).

Apo6s o periodo de oito semanas de inducdo a obesidade, os 20 animais foram
subdivididos em 4 grupos: (A) Grupo obeso controle (HFD-SED, n = 5); (B) Grupo obeso que
recebeu o treinamento com MICT (HFD-MICT, n =5); (C) Grupo intervencdo dietética atraves
do retorno no consumo de dieta padrdo (CD) (CD-SED, n = 5); e (D) Grupo intervencéo
dietética através do retorno no consumo de CD e que recebeu a intervengdo com o MICT (CD-
MICT, n = 5). Este periodo experimental teve uma duragdo de oito semanas e todos o0s animais
foram eutanasiados por decapitacdo em guilhotina, 48 horas apds a Ultima sessdo de

treinamento.

Os animais realocados aos grupos sedentarios (HFD-SED e CD-SED) permaneceram
em suas caixas durante todo o periodo experimental sem nenhum tipo de exercicio fisico,
enquanto os animais designados ao grupo treinamento (HFD-MICT e CD-MICT) realizaram

oito semanas de corrida em esteira, sendo iniciado ao mesmo tempo em ambos 0s grupos.
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Figura 3 - Desenho Experimental.
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CD-SED: Grupo intervencao dietética através do retorno no consumo de CD sem intervencgao
com o treinamento; CD-MICT: Grupo intervencado dietética através do retorno no consumo de
CD e treinamento continuo de moderada intensidade; HFD-SED: Grupo que continuou
recebendo a dieta hiperlipidica palatavel sem intervencdo com o treinamento; HFD-MICT:
Grupo que recebeu dieta hiperlipidica palatavel e recebeu a intervencdo com o treinamento
continuo de moderada intensidade. Fonte: elaborada pelo préprio autor.

5.3.  Composicao das Dietas

Foram ofertadas aos grupos experimentais dois tipos de dieta: (I) dieta padréo para
roedores (CD [do inglés Chow-Diet]) da marca Agromix® (Jaboticabal, SP, Brasil) em formato
de pellets, contendo ~23g de proteina, ~39g de carboidratos, ~4.8g de gordura, ~5g de fibras,
e ~28g de outros nutrientes por 100g de dieta (tabela 1); e (I1) dieta hiperlipidica palatavel (HFD
[do inglés High-Fat Diet]) contendo ~18g de proteina, ~33g de carboidratos, ~20g de gordura,
~3g de fibras, e ~26g de outros nutrientes por 100g de dieta (tabela 1).
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Para a producdo da HFD, os ingredientes eram distribuidos em uma proporcéo de
3:2:2:1 (ESTADELLA et al., 2004). A cada 100g foram utilizados: 37,5g de racéo padrdo para
roedores; 25g de amendoim torrado; 25g de chocolate ao leite; e 12,5g de biscoitos doces
(maisena). Os ingredientes eram pesados em balanca de precisdo (Marte Cientifica AS 2000C,
Sdo Paulo, SP, Brasil), e posteriormente eram triturados, homogeneizados e modelados em
forma de pellets. Essa dieta foi padronizada por Estadella et al. (2004) e desde entdo, tem sido
utilizada por diversos estudos como uma eficiente ferramenta na inducéo da obesidade em ratos
Wistar (DUARTE et al., 2008; DE CASTRO et al., 2017; FURINO et al., 2021). A composi¢édo
centesimal das dietas foi previamente estimada por bromatologia, tendo a HFD uma
composicao de 20% de gordura versus 4.8% da CD (IKA 5000, CBO, Valinhos, SP, Brasil)
(COSTA et al., 2021) (tabela 1).

Em resumo, a intervencao dietética realizada neste estudo foi baseada em um retorno
para o consumo de dieta padrdo para roedores (apds 8 semanas de HFD). Nao foram realizadas
restricfes caloricas baseadas em mudancas na oferta de alimento em quantidade ou tempo,

apenas modulagf)es nos macronutrientes presentes nas mesmas.



Tabela 1- Composicdo Nutricional das Dietas

HFD (Dieta Hiperlipidica

CD (Dieta Padrao)

Palatavel)
Valor energético (cal/g) 4,665 3,854
Umidade e volateis (%) 14.72 12.47
Gordura (%) 20 4.80
Carboidratos (%0) 32.90 39.23
Proteina (%) 18.12 22.81
Fibras (%) 2.97 5.82
Matéria mineral (%0) 3.29 6.87
Potassio (%) 0.60 1.26
Calcio (%) 0.52 1.2*
Saédio (%) 0.14 0.22
Vitamina A (Ul/kg) 1,149.00 25,000.00*
Vitamina D3 (Ul/kg) 836.90 4,000.00*
Vitamina E (mg/kg) 229.94 80.00*

Maltose (%0)
Xilose livre (%)
Glicose livre (%)
Frutose livre (%0)

Sacarose (%)

Lactose (%0)

Galactose livre (%0)

Rafinose (%0)

Né&o detectado
Né&o detectado
0.12
0.17
12.49
1.88
Né&o detectado
0.30

Né&o detectado

Né&o detectado

Né&o detectado

Né&o detectado
1.65

Né&o detectado

Né&o detectado
0.74

Os valores ndo detectados estdo abaixo do limiar de quantificagdo de 100mg/kg (0.1%).
*Informac&o nutricional obtida do fabricante. Fonte: Adaptado de Costa et al. (2021).
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5.4. Protocolos de Treinamento
5.4.1. Adaptacdo ao Treinamento

Com o objetivo de minimizar o estresse causado pelo treinamento, bem como melhorar
a mecénica de movimento e padréo de corrida, os animais foram submetidos & um protocolo de
adaptacdo a corrida em esteira (KUNSTETTER et al., 2018). Durante a oitava semana de
inducdo a obesidade, todos os animais foram alocados em uma esteira ergométrica adaptada

para ratos e realizaram um protocolo experimental adaptativo de 5 dias (FURINO et al., 2021).

O protocolo consistia em uma progressao na duracdo e velocidade, sessdo a sessao.
Nos dias 1 e 2, os animais correram com uma velocidade de 6m/min durante 10 minutos, nos
terceiro e quarto dia, a velocidade progrediu para 8m/min e com duracdo de 12 minutos, e no
quinto e ultimo dia, a velocidade utilizada foi de 10m/min com 15 minutos de duragéo (Figura
4).

Durante este periodo de adaptacdo, foi realizada uma avaliacdo da responsividade
destes animais ao treinamento de corrida em esteira, com o objetivo de selecionar quais animais
seriam designados aos grupos que realizariam o MICT. Seguindo o modelo de avaliacdo
propostas por Rachetti et al. (2013), os animais selecionados para o grupo MICT foram os que
possuiram a maior média aritmética (em uma escala de 1 a 5), durante os 5 dias de adaptacédo
(FURINO et al., 2021). O modelo adaptado da medida de avaliacdo do desempenho dos animais

durante o periodo de adaptagdo esta descrito na tabela 2.

Tabela 2- Medida para avaliacdo do desempenho dos animais durante a adaptacao

Classificacéo Desempenho
1 Recusou-se a correr
2 Corredor abaixo da média — esporadico, para e vai, sentido errado
3 Corredor na média
4 Corredor acima da média — consistente, ocasionalmente caiu para tras na
esteira
5 Bom corredor — permaneceu consistentemente na frente na esteira

Fonte: adaptado de Rachetti et al. (2013).
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5.4.2. Teste de M&xima Capacidade de Exercicio

Para determinacdo das adaptacbes geradas pelo MICT, bem como determinar a
intensidade do treinamento, foram realizados testes de Maxima Capacidade de Exercicio (MEC,
do inglés “Maximal Exercise Capacity”). Esses testes ocorreram em trés momentos durante as
16 semanas experimentais: (a) 48 horas apos a finalizacdo periodo de adaptacdo e com um
intervalo de 48hrs antes do inicio dos protocolos de MICT; (b) na quarta semana de treinamento
(para que a intensidade do treinamento fosse reajustada); e (c) 48 horas apds a ultima sesséo de

treinamento.

Apds um periodo de aguecimento com velocidade de 6m/min durante 5 minutos e sem
nenhuma inclinacao, foram sendo realizados incrementos de 2m/min de velocidade a cada 2
minutos, até a fadiga dos animais (BROOKS; WHITE, 2018; SOUZA et al., 2018; FURINO et
al., 2021). Foi determinado como exaustéo, a incapacidade de o animal em manter o padrdo de
corrida durante os incrementos de velocidade. A méaxima velocidade atingida (em m/min.) foi
determinada como 100% da MEC e utilizada para determinar a intensidade realizada durante
as sessdes de treinamento, bem como para verificar as adaptacdes geradas pelo treinamento de
corrida em esteira. Durante todo o procedimento, nenhuma forma de choque foi utilizada como

estimulo, sendo utilizada apenas a pressao manual na regido distal da cauda do animal.

5.4.3. Protocolo de Treinamento Continuo de Moderada Intensidade (MICT)

O protocolo de treinamento continuo de moderada intensidade (MICT) foi realizado
em uma esteira ergométrica adaptada para ratos que possuia seis pistas individuais separadas
por baias acrilicas. O protocolo teve uma frequéncia de trés sessbes semanais e foi realizado
durante oito semanas, sempre entre as 8-12h respeitando o ciclo claro/escuro dos animais. A
duracéo de cada sessao era de aproximadamente 60 minutos, com uma intensidade de 65-80%
da velocidade méxima (Vmax) (FURINO et al., 2021).

No primeiro dia de treinamento, o protocolo foi realizado durante 20 minutos,
fracionados em 10 minutos de aquecimento (50-60% da Vmax) € 10 minutos com intensidade de
80% da Vmax. No segundo dia, a duragdo do protocolo foi de 40 minutos fracionados em:
aquecimento (10 minutos a 50-60 da Vmax); parte principal (20 minutos a 80% da Vmax); € 10
minutos de volta a calma (50% da Vmax). Do terceiro ao ultimo dia de treinamento, a sesséo

teve duragdo de 60 minutos, subdivida em trés partes: 10 minutos de aquecimento (0-5 minutos:
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50% da Vmax; € 5-10 minutos: 60% da Vmax); 40 minutos de parte principal (65-80% da Vmax);
e 10 minutos de volta a calma (50% da Vmax) (FURINO et al., 2021). Os protocolos de

adaptacdo ao treinamento e MICT estdo ilustrados na figura 4.

Figura 4 - Protocolo de Adaptacéo e Treinamento dos Animais.

Adaptacio ao Treinamento — Protocolo de
Furino et al. (2021)
Dia 1 — 6ém/s Durante 10 minutos
Dia 2 — 6m/s Durante 10 minutos
Dia 3 — 8m/s Durante 12 minutos
Dia 4 — 8m/s Durante 12 minutos
Dia 5 — 10/min Durante 15 minutos

/14

Treinamento Fisico — Protocolo de Furino et al. (2021)

S 224°C Treinamento Dial Dia 2 Dia 3 (até o final)
) Intensidade 30— 80% 50—80% 50— 80%
50-60% Duracio 20 min 40 min 60 min

Aquecimento 10 min (50-60%). 10 min (50 — 60%) 10 min (50 — 60%)

(8h s 12h)

\ Ciclo Escuro . . .
v Treinamento 10 min (80%) 20 min (80%) 40 min (65 - 80%)

Volta a Calma 10 min (50%) 10 min (50%)

min: minutos; m/min: metros/minutos. Fonte: elaborada pelo préprio Autor

5.5. Coleta dos Tecidos

Os tecidos adiposos epididimal (eWAT [do inglés Epididymal White Adipose Tissue]),
retroperitoneal (rWAT [do inglés Retroperitoneal White Adipose Tissue]), mesentérico
(mWAT [do inglés Mesenteric White Adipose Tissue]), e o0 musculo gastrocnémio (GAST)
foram dissecados, pesados e imediatamente congelados em nitrogénio liquido e posteriormente
transferidos e armazenados a -80°C. Além disso, uma pequena por¢do de mWAT foi fixado em
formalina 10% para realizacéo das analises histologicas. Os valores descritos para a massa dos

tecidos foram relativizados em relacdo a massa corporal total dos animais pela formula:
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Massa relativa dos tecidos (g/100g) = Massa absoluta dos tecidos x 100/ Massa Corporal

5.6. Avaliacdo da Massa Corporal Total e Consumo Alimentar

A Massa Corporal Total (g) de cada animal foi avaliada semanalmente (reportados em
semana 0, 8 e 16) e o consumo alimentar a cada 2-3 dias (reportados em média total), sempre
entre 8 e 12 horas, durante todo o periodo experimental. As dietas foram ofertadas trés vezes
por semana e 0 consumo alimentar didrio foi calculado (g/dia) pela férmula: Consumo

Alimentar (g/dia) = Ragdo Ofertada — Sobra da Ragdo Ofertada

E a ingestdo caldrica diaria (kcal/dia), foi calculada como: Ingestdo Caldrica Diaria =
Consumo Alimentar Diario (g/dia) x Energia Total da Dieta Alimentar (kcal/g). No qual, a
HFD apresentava um valor energético de 4.665 kcal/g e a CD apresentava um valor de 3.854

kcal/g.

5.7.  Analise Histoldgica

Um pequeno fragmento do mWAT foi alojado dentro de cassetes histoldgicos e fixado
em formalina tamponada 10% por 48 horas. Apds a fixacdo, os tecidos foram transferidos para
um recipiente contendo alcool 70% até a realizacdo das analises histologicas.

Para realizacdo da histologia, os tecidos passaram por um processo de desidratacdo em
banhos de alcoois (90% e 100%) por periodos de 1 hora cada, posteriormente, foi realizada uma
troca de recipiente e um armazenamento overnight em alcool absoluto (100%) e no dia seguinte,
foram realizadas mais 2 trocas de 1 hora cada em alcool absoluto. ApGs o processo de
desidratacdo, os tecidos passaram pelo processo de diafinizacdo em 3 banhos de 1 hora cada
em 50% Xilol e posteriormente foram impregnados em parafina 58-62°C por 1 hora e depois a
60°C overnight. No dia seguinte os tecidos foram impregnados por mais 1 hora em parafina 58-
62%, e por fim, foram incluidos em parafina histologica (Merck Milipore, Sdo Paulo, SP,
Brasil). Apds inclusos em parafina, os fragmentos foram seccionados em Spum de espessura em
micrétomo rotativo e estendidos sobre banho maria em temperatura entre 40-42°C durante 1

minuto para aumentar a aderéncia sobre as laminas.

Apds esses procedimentos, as laminas contendo 2 fragmentos de tecido,
permaneceram em estufa por 24 horas em temperatura de 37°C para completa fixagédo sobre a

lamina e posteriormente passaram por processo de: desparafinizagcdo em xilol; hidratagdo em



37

banhos crescentes de alcoois; reidratacdo em agua destilada; e por fim, foram corados com
hematoxilina e eosina (HE). Ap0Os esse processo, os tecidos foram desidratados em alcool
absoluto e clarificados em xilol até a montagem permanente em resina Permount (Fischer

Chemical™).

As laminas coradas com HE foram scaneadas (3D Histech Pannoramic Desk BF) e
digitalizadas utilizando o software Pannoramic Viewer. Neste estudo, digitalizamos 5 imagens
para cada animal na objetiva de 20x e a area de 100 adipdcitos (um?) foram analisadas através
do software ImageJ Fiji ([v 2.0.0] (National Institutes of Health, USA) e seu respectivo plugin
Adiposoft (v. 1.15) (GALARRAGA et al., 2012; PARLEE et al., 2014).

5.8. Extracdo e Quantificacdo de Proteinas Teciduais

Em parceria com o Laboratério de Bioquimica e Biologia Molecular (LBBM) da
UFSCar, os protocolos de extracdo e quantificacdo de proteinas teciduais foram realizados.
Amostras de mMWAT (~200mg) e GAST (~100mg) foram homogeneizados, respectivamente,
em 600ul e 500ul de um tampéo de extracdo proteica contendo: SDS 0,1% (p/v); Triton 1%
(v/v); Tris-HCI pH 7.8; 50nM; NaCl 150nM; EDTA 15nM; EGTA 5nM; e inibidores de
protease Complete-Mini Roche® (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). As amostras de mWAT
foram processadas em rapidas agitacbes com beads de cerdmica (2x30 segundos a 6m/s) e a
amostras de GAST (3x30 segundos a 4m/s) utilizando o equipamento FastPrep-24™ (MP
Biomedicals, CA, USA). Posteriormente, as amostras foram centifugadas (Eppendorf®
Centrifuge 5430/5430R, Alemanha) durante 10 minutos em 10.000 rota¢des por minuto (rpm)
(mMWAT) e durante 15 minutos em 13.000 rpm (GAST), ambos em temperatura de 4°C. O
sobrenadante foi transferido para microtubos estéreis e armazenados a -80°C para posteriores

analises.

A quantificagdo proteica foi analisada através de um ensaio colorimétrico de proteinas
a bases de acido bicinconinico (BCA, Aro146-500), seguindo as especificacdes do fabricante
(Boster Biological Tecknology, Pleasanton, CA, EUA). As amostras foram dispostas em
microplacas de ELISA (NEST Biotechnology, Wuxi, Jiangsy, China) para leitura e analise pelo
leitor de microplacas SpectraMax i3 (Software SoftMaxPro, Molecular Devices, LLC.,
Sunnyvale, CA, EUA). A quantificacdo proteica foi baseada na curva padrdo em relacdo as

concentragdes de cada amostra e foram expressas em pg/mil.
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5.9. Analise da Concentracdo das Citocinas Teciduais

Em parceria com o Laboratério de Inflamacdo e Doencas Infecciosas (LIDI) da
UFSCar, a analise das concentracdes das citocinas teciduais foi realizada. As quantificacfes
foram determinadas pelo método de Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) nos tecidos
homogeneizados (apds todas as etapas descritas anteriormente — item 5.8.), seguindo as
especificacbes de cada kit (BD Biosciences Pharmingen®, San Diego, California, EUA). As
citocinas analisadas foram: IL-6 (Cat. No. 550319); IL-10 (Cat. No. 555134) e TNF-a (Cat. No.
558535).

A técnica se baseou no modelo ELISA sanduiche, na qual microplacas de alta
afinidade foram sensibilizadas com anticorpos monoclonais anti-citocinas e permaneceram
overnight. Posteriormente, as microplacas foram lavadas 3 vezes com 300pl/poco de solucdo
salina tamponada de fosfato (PBS) pH 7,2-Tween-20 0,05% (PMS-Tw) e incubadas com uma
solucdo bloqueadora contendo albumina (PMS pH 7,2 + 4%) por 1 hora, em temperatura
ambiente. Em seguida, ap6s mais um ciclo de lavagens, as amostras foram adicionadas em
duplicatas (25-50ul por poco) e efetuadas curvas padrédo de citocinas recombinantes. As
microplacas foram mantidas em temperatura ambiente por 2 horas e, em seguida, uma nova
lavagem foi realizada. Apds esta etapa, foram adicionados os anticorpos anti-citocinas
biotinilados ou conjugado com enzima peroxidase e mantidos por 1 hora e 30 minutos em
temperatura ambiente. Apos 5 ciclos de lavagens com PBS, foi adicionado 100l de solucédo
reveladora contendo 3,3°,5,5’-tetrametilbenzidina. A reacéo foi bloqueada com 50pul de &cido
sulfurico 1 molar e a leitura realizada no espectrofotobmetro 450nM. As concentracdes das
amostras foram calculadas a partir da curva de concentracdo dos padrbes e as concentracdes

finais expressas em pg/ml.

As concentragOes finais das amostras foram calculadas a partir da curva de
concentracdo dos padrdes de citocinas e das concentracfes finais de proteina nos tecidos, e

foram expressas em pg.mg™.
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5.10. Andlise Estatistica

O tratamento estatistico e a confeccdo dos graficos foram realizados através da
utilizacdo do software GraphPad Prism (8.0.2.) e os resultados estdo apresentados como média
e erro padrdo da média (EPM) para todas as variaveis, e a normalidade dos dados foi verificada
pelo teste de Kolmogorov-Smirnov.

O Teste t pareado foi utilizado para comparacGes pré e poés oito semanas de
treinamento e/ou intervencdo dietética, para a variavel Maxima Capacidade de Exercicio
(MEC). O teste paramétrico de analise de variancia para dois fatores (ANOVA Two-way) foi
usado para identificar possiveis alteragdes induzidas pelos fatores intervencdo dietética e/ou
treinamento nas variaveis: massa corporal, peso relativo dos tecidos, consumo alimentar, indice
de adiposidade, area de adipdcitos e concentracdo de marcadores inflamatdrios no tecido
adiposo mesentérico e musculo gastrocnémio. Quando o teste ANOVA Two-way detectava
diferengas estatisticas, o teste de compara¢Ges multiplas Post-hoc de Tukey foi utilizado. O
nivel de significancia adotado foi de 95% (p < 0.05).
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6. RESULTADOS
6.1  Caracterizacdo Temporal da Massa Corporal e Consumo Alimentar

Como observado na tabela 3 (pagina 41), os valores da massa corporal no inicio do
experimento (semana 0) ndo apresentaram diferencas estatisticas (p > 0,05), demonstrando a
homogeneidade da amostra durante o inicio dos procedimentos experimentais. Apés as oito
semanas de inducéo da obesidade com o consumo de HFD (semana 8), 0s animais tiveram uma
média de ~35% de aumento na massa corporal total, sem diferencas entre os grupos (p > 0,05),
demonstrando que a indugdo da obesidade ocorreu de maneira homogénea entre todos 0s

animais.

Apds a inducdo da obesidade, a proxima etapa teve por objetivo verificar os efeitos do
MICT e/ou intervencdo dietética sobre a massa corporal total (g) (semana 16). Os nossos
achados demonstraram que o grupo HFD-SED apresentou valores superiores para a massa
corporal total, e que ap6s 8 semanas de intervencdo dietética (CD-SED) (p = 0,002), e 8
semanas intervencao dietética combinada ao treinamento (CD-MICT) (p = 0,003) esses valores

foram reduzidos (tabela 3).

Ao verificarmos os efeitos do treinamento e¢/ou intervengdo dietética (A%) entre a
semana 16 e a semana 8, também pudemaos analisar a magnitude das intervenc¢des — combinadas
ou ndo — na modulacdo da massa corporal total dos animais. Apds o tratamento estatistico,
verificamos que o grupo que realizou a intervencdo dietética (CD-SED) (p = 0,02) e ao grupo
que recebeu as duas intervencdes combinadas (CD-MICT) (p = 0,002) apresentaram valores

reduzidos quando comparado aos animais controles obesos (HFD-SED) (tabela 3).
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Tabela 3- Mudancas na massa corporal total (g)

Massa Corporal Total (g)

Grupo Semana 0 Semana 8 Semana 16 A % (S16-S8)
HFD-SED 400.2+£12.3 559.6 £ 28.3 641.7 £ 33.9 146+£1.6
HFD-MICT 392.8+7.0 551.4 + 20.1 588.6 +17.3 69+19
CD-SED 359.6 £ 23.6 465.0 = 40.6 470.4 £ 32.72 2.0+3.22
CD-MICT 370.0+21.1 488.0 + 32.7 474.8 + 34,92 -2.6 + 3.62

HFD-SED, dieta hiperlipidica sedentario (n = 5); HFD-MICT, dieta hiperlipidica e MICT (n =
5); CD-SED, dieta padréo sedentario (n =5); e CD-MICT, dieta padrdo e MICT (n =5). Dados
apresentados em média = EPM (p < 0.05). # Comparado a HFD-SED. HFD: dieta hiperlipidica;
CD: dieta padrdo; g: grama; S: semana. Fonte: elaborada pelo préprio autor.

Os valores médios do consumo alimentar diario (g/dia) e ingesta calérica (kcal/dia)
estdo apresentados na Tabela 4. Diante do consumo diario, 0s grupos ndo apresentaram
diferencas estatisticas entre si (p > 0,05), no entanto, ao avaliarmos os valores para a ingesta
caldrica - baseada no célculo descrito no item 5.6 - o grupo CD-SED apresentou valores
inferiores quando comparado ao grupo HFD-SED (p = 0,009).

Tabela 4- Consumo alimentar (g/dia) e Ingesta Calorica (kcal/dia)

Grupo Consumo Diério (g/dia) Ingesta Caldrica (kcal/dia)
HFD-SED 23.33+0.7 108.9+34
HFD-MICT 21.38+0.5 99.8 £ 2.7
CD-SED 23.30+1.0 89.9+4.12
CD-MICT 25.00+1.3 96.4+£5.0

HFD-SED, dieta hiperlipidica sedentario (n = 5); HFD-MICT, dieta hiperlipidicae MICT (n =
5); CD-SED, dieta padrédo sedentério (n = 5); e CD-MICT, dieta padrdo e MICT (n =5). Dados
apresentados em média = EPM (p < 0.05).  Comparado a HFD-SED. HFD: dieta hiperlipidica;
CD: dieta padrdo; g/dia: gramas por dia; kcal/dia: quilocalorias por dia. Fonte: elaborada pelo
préprio autor.

6.2. Massa dos Tecidos e indice de Adiposidade

Ap0s as oito semanas de treinamento e/ou intervencdo dietética, os animais foram
eutanasiados e a massa dos depositos de tecido adiposo visceral (epipidimal [eWAT],
retroperitoneal [rWAT], e mesentérico [MWAT]) e musculo gastrocnémio (GAST) foram
pesados e relativizados pela massa corporal total dos animais (massa do tecido x 100/ massa

corporal total).

Os valores para o peso relativo dos tecidos normalizados pela massa corporal total

estdo apresentados na tabela 5. Para o tecido adiposo mesentérico (mMWAT), os grupos CD-SED
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(p = 0,003) e CD-MICT (p = 0,0009) apresentaram valores reduzidos quando comparado ao
grupo HFD-SED. Para o tecido adiposo epididimal (eWAT), 0s mesmos grupos apresentaram
reducdes nos valores quando comparados ao grupo HFD-SED (p = 0,01 e p = 0,0001,
respectivamente). Para o tecido adiposo retroperitoneal (rWAT), os grupos CD-SED (p =0,001)
e CD-MICT (p = 0,003) apresentaram valores reduzidos quando comparado ao grupo HFD-
SED. Além disso, para o rWAT, o grupo CD-MICT apresentou valores inferiores quando
comparado ao grupo HFD-MICT (p = 0,04). Nenhuma diferenca foi verificada no peso relativo

no musculo gastrocnémio (GAST), entre os grupos (p > 0,05).

Tabela 5- Peso relativos dos tecidos (g/100 massa corporal total)

Peso Relativo dos Tecidos (g/100 massa corporal total)

GRUPOS mMWAT eWAT rWAT GAST
HFD-SED 1.99+0.32 2.93+0.53 2.73 +0.47 0.43 +0.03
HFD-MICT 1.10+0.18 1.89 +0.28 1.63+0.31 0.47+£0.01

CD-SED 0.61 +0.09 1.24 £0.23% 0.77 £ 0.24° 0.50 £ 0.00
CD-MICT 0.44 £ 0.05% 0.81£0.10° 0.37 £ 0.06* 0.52+0.01

HFD-SED, dieta hiperlipidica sedentario (n = 5); HFD-MICT, dieta hiperlipidica e MICT (n =
5); CD-SED, dieta padréo sedentario (n = 5); e CD-MICT, dieta padrdo e MICT (n =5). Dados
apresentados em média £ EPM (p < 0.05). 2 Comparado a HFD-SED. ¢ Comparado a HFD-
MICT. mWAT: tecido adiposo mesentérico; eWAT: tecido adiposo epididimal; rWAT: tecido
adiposo retroperitoneal; GAST: musculo gastrocnémio. Fonte: elaborado pelo proprio autor.

Apos a analise dos pesos relativos dos tecidos, a razdo entre os depositos de gordura
visceral e a massa corporal foi calculada para que tivéssemos acesso ao indice de adiposidade
(IA) que é um indicador do estoque excessivo de tecido adiposo no corpo do animal (TAYLOR;
PHILLIPS, 1996). O calculo de IA é descrito como: gordura epipidimal + retroperitoneal +
mesentérica / massa corporal total. Os nossos achados (figura 5) demonstram que o grupo
HFD-SED apresentou valores elevados para o IA, apresentando redugdes para ao grupos CD-
SED (p = 0,003) e CD-MICT (p = 0,0005).

Figura 5 - Indice de Adiposidade.
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Dados apresentados em média + EPM (p < 0.05). HFD-SED, dieta hiperlipidica sedentario (n
= 5); HFD-MICT, dieta hiperlipidica e MICT (n = 5); CD-SED, dieta padrdo sedentario (n =
5); e CD-MICT, dieta padrdo e MICT (n =5).? Comparado a HFD-SED. Fonte: elaborado pelo
préprio autor.

6.3. Morfologia do Tecido Adiposo Mesentérico

Os valores do diametro dos adipocitos (um?2) sdo apresentados na figura 6. Semelhante
a massa corporal e ao peso relativo do dep6ésito mMWAT, os grupos CD-SED (47,16 £ 6,25 um2,
p =0,01) e 0 CD-MICT (37,59 + 4,73 um2, p = 0,002) apresentaram diametros dos adip6citos
reduzidos quando comparado ao grupo HFD-SED (71,72 £ 4,79 um?), sem diferenca para o
grupo que recebeu apenas MICT (HFD-MICT, p = 0,58). Esses dados sugerem que a
intervencdo dietética isolada e associada ao MICT, é eficaz em reduzir a expansdo do tamanho
dos adipdcitos causada pelo consumo da HFD e pelo sedentarismo, a fim de manter as

caracteristicas saudaveis desse tecido.
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Figura 6 - Morfologia do Tecido Adiposo Mesentérico.
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Dados apresentados em média + EPM (p < 0.05). HFD-SED, dieta hiperlipidica sedentario (n
= 5); HFD-MICT, dieta hiperlipidica e MICT (n = 4); CD-SED, dieta padrdo sedentario (n =
5); e CD-MICT, dieta padrdo e MICT (n = 4).  Comparado a HFD-SED. Fonte: elaborado
pelo proprio autor.
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Figura 7 - Fotomicrografia representativa dos adipocitos mesentéricos corados com HE.
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HFD-SED, dieta hiperlipidica sedentario (n = 5); HFD-MICT, dieta hiperlipidica e MICT (n =
4); CD-SED, dieta padrdo sedentario (n = 5); e CD-MICT, dieta padrdo e MICT (n = 4). As
imagens foram tiradas com amplia¢do de 20x, com barra de escala preta representando 50um.

Fonte: elaborada pelo préprio autor.

6.4. Capacidade Maxima de Exercicio (MEC)

As variaveis do treinamento, obtidas durante os testes de Capacidade Maxima de

Exercicio (MEC) estdo reportadas na tabela 6. Durante o periodo pré-intervencdo com o

treinamento, o grupo HFD-MICT apresentou valores superiores para as variaveis tempo de
exaustdo (min) (p = 0,001), distancia percorrida (m) (p = 0,002) e MEC (m/min) (p < 0,001),

guando comparado ao grupo CD-SED. Ap6s 8 semanas de treinamento, ambos 0s grupos

apresentam adaptacOes positivas quando comparado ao valores pre-treinamento em todos 0s

parametros (p < 0,001).

Ao compararmos a magnitude das adaptacdes na MEC (A%) geradas mediante ao

treinamento e intervencdo dietética baseada em retorno ao consumo de dieta padrédo, foi

verificado que o grupo que recebeu a intervencdo dietética (CD-MICT) apresentou valores
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superiores quando comparado ao grupo que permaneceu se alimentando com a dieta
hiperlipidica palatavel (HFD-MICT) (p < 0,001).

Tabela 6- Variaveis do Treinamento

HFD-MICT CD-MICT
MEC (m/min) 26.80 % 0.49° 21.20 £ 0.49
. Pre- Tempo de exaustdo (min) 21.20 + 0.49° 16.00 £ 1.09
treinamento
Distancia percorrida (m) 568.80 + 21.48" 340.80 £ 29.56
MEC (m/min) 33.60 + 0.74¢ 34.40 + 0.74¢
_Pos- Tempo de exaust&o (min) 29.60 + 0.74¢ 30.40 + 0.67¢
treinamento
Distancia percorrida (m) 996.80 + 47.68¢ 1047.60 + 45.08°
A da MEC
(%) 25.36 £ 1.80 62.72 £ 5.99°

HFD-MICT, dieta hiperlipidica e MICT (n = 5); e CD-MICT, dieta padrdo e MICT (n =5).
Dados apresentados em média = EPM (p < 0.05). ® comparado a CD-MICT. ¢ comparado a
HFD-MICT. ¢ Pré-treinamento vs. pos-treinamento no mesmo grupo. m/min : metros por
minuto; min: minutos; m: metros; MEC: maxima capacidade de exercicio. Fonte: elaborada
pelo préprio autor

6.5. Citocinas Teciduais

Na figura 8 (painel A, B e C) observam-se os valores de concentragdo das citocinas
teciduais (pg.mg™) para o tecido adiposo mesentérico (MWAT). Para a citocina IL-6 (figura
8A), os valores estavam elevados no grupo HFD-SED, apresentando somente um efeito redutor
para 0 grupo que recebeu os dois tratamento de maneira combinada (intervencao dietética e
MICT [CD-MICT])(p = 0,04), sem nenhuma diferenca estatistica verificado para os grupos que
realizaram as intervencdes de maneira independente: HFD-MICT (p = 0,82); ou CD-SED (p =
0,13). Para a citocina IL-10 (figura 8B), os valores também estavam elevados para o grupo
HFD-SED, sofrendo apenas influéncia mediante ao treinamento de maneira isolada (HFD-
MICT) (p = 0,02), sem nenhuma diferenca para os grupos CD-SED (p = 0,06) ou CD-MICT (p
=0,16). Os valores da a citocina TNF-a (figura 8C) — também elevados no grupo HFD-SED —
foram reduzidos em todos os tratamentos, de maneira independente (HFD-MICT [p= 0,006]; e
CD-SED [p =0,01]), ou combinadas (CD-SED [p = 0,003]).

Na figura 8 (painel D, E e F) observam-se os valores de concentracdo das citocinas

para 0 musculo gastrocnémio (GAST). Os valores ndo apresentaram nenhuma alteracéo frente
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ao consumo de dieta hiperlipidica palatavel e sedentarismo (HFD-SED) e nenhuma adaptacao
ocasionada pelos protocolos experimentais — de maneira dependente ou independente — para

nenhuma das citocinas (p > 0,05) .

Figura 8 - Concentracao de Citocinas Teciduais no tecido adiposo mesentérico (MWAT)

e musculo gastrocnémio (GAST).
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Dados apresentados em média + EPM (p < 0.05). (A)(D) IL-6: interleucina-6, (B)(E) IL-10:
interleucina-10, (C)(F) TNF-a: fator de necrose tumoral —alpha. HFD-SED, dieta hiperlipidica
sedentario (n = 5); HFD-MICT, dieta hiperlipidica e MICT (n = 5); CD-SED, dieta padrédo
sedentario (n =5); e CD-MICT, dieta padrdo e MICT (n =5). # Comparado a HFD-SED. Fonte:
elaborado pelo proéprio autor.

Na figura 9 encontram-se os valores para a razéo I1L-10/ TNF-a. Para o tecido adiposo
mesentérico (figura 9A) o grupo que recebeu as duas intervengdes combinadas (CD-MICT)
apresentou valores mais elevados quando comparado ao grupo HFD-SED (p = 0,01), HFD-
MICT (p = 0,003) e CD-SED (p = 0,03). Esses achados, demonstraram que a combinacao das
duas intervencdes estimulou a producao de citocinas com caracteristicas anti-inflamatérias de
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maneira mais elevada do que a producdo de citocinas com caracteristicas pro-inflamatorias,
conferindo um efeito positivo no perfil inflamatorio desde tecido. No entanto, para o muasculo
gastrocnémio (GAST) (figura 9B), nenhuma diferenca foi verificada sob nenhuma das

condicGes, obesidade, intervencgdo dietética e/ou treinamento (p > 0,05).

Figura 5 - Razbes IL-10/ TNF-a teciduais no tecido adiposo mesentérico (mWAT) e

musculo gastrocnémio (GAST).
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Tecido adiposo mesentérico (MWAT)(A); musculo gastrocnémio (GAST) (B). Dados
apresentados em média + EPM (p < 0.05). HFD-SED, dieta hiperlipidica sedentario (n = 5);
HFD-MICT, dieta hiperlipidica e MICT (n = 5); CD-SED, dieta padréo sedentario (n = 5); e
CD-MICT, dieta padrdo e MICT (n =5). ® comparado a HFD-SED. ¢ comparado a HFD-
MICT. ¢ comparado a CD-SED. Fonte: elaborado pelo préprio autor.
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7. DISCUSSAO

Esse estudo reporta os efeitos do exercicio aerébico de moderada intensidade (MICT)
e intervencdo dietética — associadas ou ndo — na massa corporal, parametros de obesidade, area
de adipdcitos e na modulagdo de marcadores inflamatorios em ratos Wistar obesos previamente
alimentados com dieta hiperlipidica palatdvel (HFD). De acordo com nossas hipoteses, era
esperado que o protocolo de treinamento proposto, a intervencao dietética ou a combinacéo dos
dois tratamentos fossem capazes de regular o ganho de massa destes animais, promover
adaptacGes na maxima capacidade de exercicios (MEC), reduzir a area de adipdcitos, e gerar
adaptacbes no perfil inflamatério do tecido adiposo mesentérico (MWAT) e mausculo
gastrocnémio (GAST), promovendo alteracfes nas concentracdes de marcadores inflamatorios
como a IL-6, IL-10 e TNF-a. No entanto, nem todos estes resultados foram confirmados. Ao
contrério das hipdteses, 0s nossos achados demonstraram somente adaptacfes geradas no
MWAT ap0s 48 horas do ultimo teste de MEC, enquanto nenhuma adaptacdo nos marcadores
inflamatorios no GAST foi verificada. Adicionalmente, o protocolo de intervencdo dietética
combinada ao MICT com intensidade de 65-80% do Vmax, foi capaz de diminuir o ganho de
massa corporal dos animais, melhorar a maxima capacidade de exercicio e perfil inflamatorio
no tecido adiposo, reduzir a area de adipdcitos e o peso relativo dos trés compartimentos
adiposos avaliados. Além disso, a intervencdo dietética de maneira independente foi capaz de
gerar adaptacGes em todos os parametros relacionados a obesidade (massa corporal total, peso
relativos dos depdsitos de gordura, indice de adiposidade e area de adipdcitos). Esses achados
sugerem que a reducdo na adiposidade corporal e na expressdo de marcadores inflamatorios no
tecido adiposo mesentérico desempenharam um maior papel nos beneficios induzidos pela

intervencdo dietética e a combinacéo dos dois tratamentos.

Ap0s oito semanas de inducdo da obesidade através da HFD, os animais apresentaram
aproximadamente 35% de ganho na massa corporal, demonstrando que mesmo com um teor de
20% de gordura, a HFD utilizada neste estudo foi eficiente em causar alteragGes neste
parametro. A maioria dos estudos que utilizam HFD, apresentam dietas com alto teor de
gordura (~45-60%) para o desenvolvimento da obesidade precocemente, o que dificulta a
translacéo de resultados para a area clinica, principalmente frente a protocolos de intervencdes

cujos objetivos sdo reduzir a obesidade e seus efeitos deletérios, uma vez que esses valores sdo
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superiores ao consumo humano, cuja dieta ultra processada possui entre 30-40% de gordura
(LAI; CHANDRASEKERA; BARNARD, 2014; LANG et al., 2019).

Além disso, estudos tém demonstrado que a utilizacdo da dieta com 20% de gordura é
capaz de desenvolver o fenotipo obeso em animais através de alteracbes como a instalacdo de
um quadro de inflamacéo crénica de baixo grau e disfuncdo endotelial (OISHI et al., 2019),
aumento da massa corporal, alteracBes em pardmetros metabdlicos associados a obesidade e
outras comorbidades, aumento nos depdsitos adiposos viscerais, além de alteracdo da
composicao corporal (e. g., aumento no percentual de gordura) (FURINO et al., 2021), e
também aumento na taxa de lipogénese nos tecidos adiposos (SENE-FIORESE et al., 2008;
DUARTE et al., 2008).

Os efeitos do MICT e intervencdo dietética na modulacdo da massa corporal em
animais obesos, tém sido amplamente investigados na literatura, entretanto, seus resultados
continuam controversos. Wang et al. (2017) verificaram que 0 MICT (65-70% do VO2max) foi
capaz de causar uma reducdo na massa corporal do animais - com uma menor magnitude
quando comparado ao HIIT (do inglés, “high-intensity interval training”’) - porém significante
guando comparado aos animais controles. Em contrapartida, estudos verificaram que o MICT
com intensidade de 70% da capacidade maxima de corrida (MARTINEZ-HUENCHULLAN et
al., 2019) ou 65-70% do Vmax (KHALAFI et al., 2020) néo foi eficiente em promover diferencas
na modulagcdo da massa corporal causada pelo consumo de HFD. Estes estudos tiveram um
range de 7-10 semanas de indugdo da obesidade e de 8-12 semanas de treinamento, no entanto,
nenhum deles teve como objetivo realizar uma intervencdo dietética. Além disso, diversos
estudos tém demonstrado que a intervencao dietética baseada em restricdo caldrica é efetiva em
reduzir a massa corporal devido a um balango energético negativo e uma reprogramacao dos
substratos energéticos, fazendo com que a célula utilize a gordura como fonte energética para
realizar suas fun¢Ges metabdlicas (MILLER et al., 2017; VANGOITSENHOVEN et al., 2018).
Adicionalmente, a associacao entre o exercicio fisico e intervencdo dietética possui um maior
impacto adaptativo para massa corporal, do que as adaptacGes geradas pelas intervencdes de
maneira independente (VERHEGGEN et al., 2016).

Em acordo com estes estudos, nossos achados demonstraram que frente a oito semanas
de intervengdo dietética combinada ou ndo com o MICT (CD-SED e CD-MICT,

respectivamente), o ganho de massa causada pela HFD descrito anteriormente, foi revertido.



51

Ademais, assim como verificado por Furino et al. (2021), os mesmos protocolos foram capazes
de reduzir o peso relativo dos depdsitos de gordura viscerais, enquanto o MICT de maneira
independente ndo foi capaz de promover tais adaptacbes. Estes resultados podem estar
associados a reducdo da frequéncia semanal em nosso protocolo de treinamento, que quando
comparado aos estudos prévios da literatura (3 sessdes semanais vs. 5 sessdes semanais), talvez
ndo tenha sido efetivo em promover um aumento no gasto energético de repouso ou criar um
balanco energético negativo suficiente. Em contrapartida, diferentemente dos estudos que
realizaram intervencdes dietéticas, 0s nossos achados sugerem que uma pequena varia¢do no
percentual de gordura (~14,2%) seja eficiente em reduzir a massa corporal de animais obesos,
ndo sendo necessaria a utilizacdo de dietas baseadas em restricdo calorica (temporal ou em
quantidade) (AOIUCHAT et al., 2020; LOWE et al., 2020), ou com grandes modulacdes na
quantidade de gordura presente na dieta (e. g. A51%) (VAINSOITSENHOVEN et al., 2018;
HANSSON et al., 2019).

Em relacdo aos demais parametros relacionados a adiposidade corporal e os efeitos
nocivos ao metabolismo, recentes estudos do nosso laboratorio tém reportado aumento
exacerbado na area dos adipocitos do tecido adiposo branco, bem como aumento no peso
relativo destes tecidos frente ao tratamento crénico com a HFD (OISHI et al., 2018, ALVES,
2019; FURINO et al., 2021). Além disso, ja é bem demonstrado que 5 sessGes semanais de
MICT - de maneira independente - se configuram como uma importante ferramenta de combate
a hipertrofia dos adipdcitos e esses efeitos sdo resultados de um aumento no gasto energético
de repouso, o desenvolvimento de um balango energético negativo e também um aumento na
taxa lipolitica frente ao protocolo de treinamento (KHALAFI et al., 2020; LACERDA et al.,
2019). Complementarmente, a area de adipdcitos em ratos cujo fendtipo obeso foi
desencadeado frente ao consumo de HFD (60% de gordura) possuem grande influéncia frente
a protocolos de intervencdes dietéticas com uma reducéo de ~51% na quantidade de gordura
presente na dieta, ou o0 retorno ao consumo de dieta padrdo (VAINSOITSENHOVEN et al.,
2018; HANSSON et al., 2019).

Em acordo parcial a literatura que versa sobre as reducdes na area de adipocitos frente
a utilizacdo do MICT ou intervencdo dietética de maneira independente, 0s nossos achados
sugerem que somente a intervencao dietética (CD-SED) e a combinacgéo das duas intervencoes

(CD-MICT) foram capazes de promover tais adaptagOes, sem nenhuma diferenca para o grupo
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que realizou somente o MICT (HFD-MICT) de maneira exclusiva. No entanto, ao olharmos
para a Figuras 6 e 7, e compararmos as diferencas entre os valores médios de cada grupo,
podemos observar que quando comparado ao grupo HFD-SED, o grupo HFD-MICT apresentou

uma diminuigdo de ~30% na &rea de adipocitos.

Frente a estes resultados é possivel que devido a frequéncia semanal de treinamento
utilizada em nosso estudo (3 vezes por semana) tenha sido insuficiente em promover tais
mudangas — assim como na massa corporal total - , enquanto a estratégia utilizada no protocolo
de intervencdo dietética (A 15,2% de gordura entre a HFD e dieta padrdo [CD]) foi efetiva em
reduzir a area de adipdcitos como nos estudos mencionados anteriormente, demonstrando que
a utilizacdo de intervencdes dietéticas com alteracdes menos acentuadas (e. g. diferente das
observadas na literatura) ja se configuram como importante ferramenta redutora da hipertrofia
dos adipdcitos frente a HFD e o sedentarismo. Adicionalmente aos dados de massa corporal e
demais parametros relacionados a composicdo corporal, 0 MICT de maneira independente
também ndo foi efetivo em reduzir a area dos adipocitos do mMWAT, e esse achado pode estar
relacionado ao fato de 0 mMWAT possuir uma importante caracteristica em aumentar suas taxas
lipogénicas ap0Os o exercicio, com o objetivo de reestabelecer os niveis lipidicos que foram
utilizados durante a pratica do mesmo, prejudicando a reducdo de massa corporal e hipertrofia
dos adipdcitos analisados (LEHNIG et al., 2019).

Em relagdo ao consumo alimentar, a literatura tem demonstrado que a ingestédo de uma
dieta hiperlipidica pode induzir a hiperfagia, levando os animais a aumentarem a frequéncia das
refeicdes devido a palatabilidade da dieta (LOUIS-SYLVESTRE; GIACHETTI; LE
MAGNEN, 1984; WARWICK, 1996; LEIGH; KENDIG; MORRIS, 2019; SULEIMAN;
MOHAMED; BAKAD, 2020). Entretanto, estudos que versam sobre a influéncia da HFD no
consumo alimentar e ganho de massa corporal ainda sdo controversos. Embora existam estudos
que ndo observaram altera¢fes no consumo alimentar, verificaram que os animais alimentados
com HFD tiveram um aumento na massa corporal e aumento no peso relativo dos depdsitos de
gordura, independentemente do padrdo de consumo alimentar (GAO; MA; LIU, 2015;
FURINO et al., 2021), enquanto outros estudos verificaram que o consumo diario nos grupos
alimentados com HFD foi inferior quando comparado aos controles e mesmo assim o ganho de
peso foi superior aos animais alimentados com dieta padrdo (ZAMBON et al., 2009;
SPERETTA et al., 2012; ROCHA et al., 2016; COSTA et al., 2021). E possivel que 0 aumento
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na ingestdo caldrica advinda da dieta HFD (4.665 kcal/g vs. 3.854 kcal/g da CD) e a quantidade
de lipidios presentes nesta dieta (20% vs. 4.8% da CD) tenham levado a respostas que
aumentam a saciedade (DIAZ-URBINA et al., 2018), bem como podem ter levado a um nivel
mais alto de eficiéncia energética, reduzindo o consumo diario (DIAZ-URBINA et al. 2018;
GAO; MA; LIU, 2015), o que pode explicar a auséncia de diferengas no consumo alimentar

observado em nosso estudo.

Diante do demonstrado até o0 momento, € possivel afirmar que embora 0 modelo de
MICT utilizado em nosso estudo (65-80% do Vmax, 3 vezes por semana) ndo tenha sido efetivo
em reduzir os pardmetros relacionados a obesidade, ele foi capaz de gerar adaptacdes na
capacidade maxima de exercicio (MEC). E a correlacdo positiva entre 0 MICT e a MEC em
animais alimentados com HFD também tém sido amplamente investigados na literatura,
entretanto os dados se apresentam controversos. Enquanto, Ribeiro et al. (2019) verificaram
que dois meses de MICT com intensidade de 50% do Vmax (5 sessdes semanais) néo foi capaz
de alterar este pardmetro em animais obesos, Khalafi et al. (2020) verificaram que com
intensidade de 65-70% da Vmax (5 sessdes semanais), 0 MICT realizado por doze semanas
promoveu adaptacdes positivas na MEC, distancia e tempo de corrida no grupo MICT quando

comparado ao grupo sedentario.

Em nossos achados, ambos os grupos que realizaram o treinamento (HFD-MICT e
CD-MICT) apresentaram adaptacgdes positivas paraa MEC, quando comparado aos valores pré-
treinamento. No entanto, ap0s as oito semanas de treinamento, as magnitudes das adaptacdes
entre os grupos foram diferentes, no qual o grupo HFD-MICT apresentou variagdes (A% MEC)
em menores magnitudes quando comparado ao grupo CD-MICT (~25% e ~63%,
respectivamente). Essas diferencas adaptativas na MEC em modelos animais frente ao
protocolo de exercicio fisico em animais obesos também ja foram reportados na literatura,
principalmente devido a alguns efeitos da HFD no metabolismo destes animais como: (a) um
rapido acumulo de lactato sanguineo, devido a uma diminuigéo na atividade da LDHB (lactato
desidrogenase isoforma B- uma enzima responsavel pela conversao de lactato em piruvato) no
masculo esquelético, bem como uma diminuicdo na atividade da MCT-2 (proteina
transportadora de monocarboxilato tipo 2) no figado (proteina que regula a circulagdo de
lactato) (CHEN et al., 2017); (b) alteracdo no metabolismo da glicose através do aumento de

ceramidas e acidos graxos causadas pela HFD, que induzem a uma resisténcia insulinica bem
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como uma intoleréncia a glicose (MARDARE et al., 2016); (c) prejuizo na fungdo mitocondrial
no musculo esquelético através de uma diminui¢do na atividade da enzima Citrato Sintase
(importante enzima para o ciclo de Krebs), e uma ativacdo no NAD(P)H oxidase no musculo
que leva a um aumento na producdo de espécies reativas ao oxigénio (EROs) que aumentam o
estresse oxidativo além de prejudicar a cadeia transportadora de elétrons (TAKADA et al.,
2015); (d) reducdo na sinalizagcdo de vias lipoliticas pelo aumento do TRVP4 (receptor do
potencial transiente vanil6ide do tipo 4), que regula negativamente a PGC-1a (coativador-1 alfa
do receptor ativado por proliferadores de peroxissoma gama) que estd associada a funcéao
mitocondrial (CHEN et al., 2015). E em nosso estudo, nés especulamos que estas possiveis
alteracdes nesses parametros fisioldgicos e bioquimicos tenham influenciado a magnitude das
adaptacdes e performance do grupo HFD-MICT ao final do periodo experimental (uma vez que
ambos os grupos realizaram o0 mesmo modelo de treinamento, somente as dietas aplicadas eram
diferentes), principalmente devido aos efeitos deletérios no masculo esquelético (RIBEIRO et
al., 2019).

Com o objetivo de consolidar o desenvolvimento do fenotipo obeso e do
desenvolvimento de um quadro inflamatorio através da expressdo e concentracdo de
marcadores como as citocinas, nés verificamos as concentracfes de alguns destes marcadores
inflamatorios (e.g., IL-6, IL-10 e TNF-a) no mMWAT. No grupo HFD-SED, esses valores
estavam elevados quando comparados aos demais grupos, o que confirma a instalacdo de um
quadro inflamatorio tecidual. Em complemento, nossos achados demonstraram que essas
concentracOes foram reduzidas ap6s oito semanas de intervencdo dietética (TNF-a), apds oito
semanas de treinamento (IL-10 e TNF-a) ou apos oito semanas de intervencdo dietética

combinada ao treinamento (IL-6 e TNF-a).

Entretanto, assim como descrito anteriormente, ainda ndo ha um consenso sobre 0
inicio da resposta inflamatdria na obesidade, pois parece que existem diversos mecanismos
associados ao desenvolvimento deste quadro, podendo estes, estarem ou ndo associados entre
si (KARCZEWSKI et al., 2018). Além da infiltracdo de macrofagos do tipo M1 no tecido
adiposo, diversos “gatilhos” tém sido apontados como importantes fatores na associacao entre
obesidade e inflamacdo como: (a) presenca de lipopolissacarideos (LPS) produzidos pelas
bactérias gram-positivas, que por um aumento na permeabilidade do intestino, extravasam para

a corrente sanguinea produzindo uma resposta inflamatéria através de sua alta afinidade aos
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receptores toll-like 4 (TLR-4) (CANI et al., 2008; DAMMS-MACHADADO et al., 2017,
BATATINHA et al., 2018); (b) aumento nos niveis de acidos graxos livres (AGLS) na corrente
sanguinea sem que haja a oxidacdo dos mesmos, fazendo com que se liguem a receptores TLR-
4 e TRL-2 que levardo a fosforilagdo de vias que serdo responsaveis pela transcricdo de
quimiocinas, que por sua vez, aumentardo ainda mais a infiltracdo de macréfagos do tipo M1 (
NGUYEN et al., 2007; LEE et al., 2004); (c) a morte dos adipocitos que liberam proteinas que
se ligam a receptores de outros adipdcitos (estruturas “crown-like”), levando também a um
aumento na expressao de quimiocinas e infiltracdo de macréfagos M1 (FISCHER-POSOVSKY
et al., 2011); e (d) a expansdo do tecido adiposo que pode levar a um aumento no estresse
mecanico associado com a interacdo entre os adipdcitos expandidos e a matriz extracelular; e a
hipdxia através de uma diminuicao na perfusdo sanguinea para estas células (RIUS et al., 2008;
SUN et al., 2011).

Além da diminuicdo da area de adipdcitos, massa corporal e peso relativo dos
depdsitos de gordura verificados em nosso estudo, a diminui¢do de citocinas inflamatorias no
MWAT mesentérico causada pelas intervenc@es, pode ter ocorrido de maneira multifatorial,
através da reversdo de todos estes processos citados acima. Em adicdo, diversos estudos
apontam que diminuicdo da inflamacdo pode estar associada a fatores como a inibi¢do da
inflamacéo do tecido por uma regulacéo na ativacéo e expressao TRL4, supressao na infiltracéo
de macrofagos, uma aceleragdo do “switching” fenotipico de macrofagos M1 para M2
(KAWANISHI et al., 2010), diminuicdo na infiltracdo de macrofagos e neutréfilos no tecido
adiposo (KAWANISHI et al., 2015) e também uma redugdo na expansdo dos adipocitos
(GUZIK et al., 2017). Exceto pela morte dos adipdcitos, todos estes processos envolvidos no
desenvolvimento e exacerbacdo do quadro inflamatdrio mediante ao quadro de obesidade, bem
como os efeitos reversores deste processo frente a protocolos de intervencdo dietética e
treinamento, estdo associados a ativacdo ou inibicdo — respectivamente - da NF- kB (fator
nuclear kappa B), que é uma via responsavel pela transcrigdo de genes inflamatdrios como o
aumento na expressdo de quimiocinas que levardo ao recrutamento de células inflamatdrias, e
citocinas pro-inflamatdrias que podem levar a uma polarizagdo pro-inflamatéria de células do
sistema imune (REILLY; SALTIEL, 2017; KARCZEWSKI et al., 2018).

Diferentemente da IL-6 e TNF-a, a citocina IL-10 apresenta uma caracteristica anti-

inflamatoria e possui um importante papel na modulagdo dos processos inflamatérios durante
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a obesidade, principalmente na regulacéo e diminui¢do do processo inflamatério causado pelo
exercicio fisico (DAFTARIAN et al., 1996, LIRA et al., 2009a; 2009b; FEBBRAIO, 2014;
ROCHA-RODRIGUES et al., 2017). Em contrapartida, 0s nossos achados demonstraram que
a concentragdo de IL-10 no mWAT estava elevada no grupo HFD-SED. Alguns estudos
também verificaram um aumento nesta citocina causado pela obesidade, associando esse
fendmeno ao aumento de concentracdo LPS e/ou citocinas pro-inflamatorias (e.g. 1L-6 e TNF-
a) que levam a um aumento na produgdo de IL-10 por contra regulacdo, com o objetivo de
minimizar o estado inflamatério (ESPOSITO et al., 2003; JUGE-AUBRY et al., 2005,
YAMASHITA et al., 2010). Esse mecanismo contra regulatério ocorre, pois a IL-10 é uma
citocina capaz de estimular a sua prépria producdo, inibir a producdo de outras citocinas
inflamatdrias (e.g., IL-1B, TNF-a e IL-6), diminuir a producdo de EROs e também aumentar a
secrecdo de receptores soltveis a TNF, que antagonizam os efeitos inflamatoérios do TNF-a no
tecido adiposo (YAMASHITA et al., 2010).

Curiosamente, em seu estudo, Yamashita et al. (2010) verificou que uma intervencéo
dietética baseada em restricdo na ingesta caldrica (reducdo de 20% na ingestdo caldrica diaria
guando comparado ao grupo controle) em ratos alimentados previamente com dieta HFD (15
semanas) foi eficiente em levar a uma diminuicdo na expressdo de IL-10 em dois
compartimentos de tecido adiposo (mesentérico e retroperitoneal), entretanto, sem nenhuma
diferenca entre 0s grupos sedentarios e 0s grupos que realizaram 10 semanas de treinamento
continuo de moderada intensidade (55% do VO2msx), enquanto os nossos achados sugerem o
contrario, demonstrando que somente o treinamento foi capaz de diminuir a expressao de IL-
10 no grupo HFD-MICT, enquanto nenhuma diferenca foi vista para 0s grupos que receberam
a intervencdo dietética (CD-SED) ou tiveram as duas intervenc@es realizadas (CD-MICT), e €
possivel que essa diminuicdo na concentracdo de IL-10 frente ao protocolo de treinamento
também tenha ocorrido por um mecanismo de contra regulacao, visto que as concentracoes de

TNF-a foram reduzidas frente a esse protocolo.

Outro mecanismo que poderia explicar os beneficios do treinamento aerébico em
animais obesos esta na liberacdo de miocinas pelas fibras do misculo esquelético. E bem
elucidado na literatura, os efeitos anti-inflamatdrios do exercicio fisico causado pela mediagédo
das miocinas, independentemente da diminuicdo da gordura (ROSA-NETTO et al., 2009;
BALDUCCI et al., 2012). Além disso, estudos recentes tém verificado que a HFD tem gerado
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um aumento na expressao de citocinas pré-inflamatdrias como a IL-6 e 0 TNF-0. no musculo
esquelético, e que o treinamento como MICT (GOPALAN et al., 2021) e a natacdo (SHIRVANI
et al., 2021) tém desempenhado importante papel na diminuicdo deste estado inflamatoério do
tecido. Estes autores associam este fendmeno a diminuicdo na deposi¢cdo de gordura ectdpica
neste compartimento causada pelo treinamento (GOPALAN et al., 2021), ou por uma regulacao
negativa do expressdao de TLR4/ MyD88 (fator de diferenciacdo mieloide 88) (SHIRVANI et
al., 2021). Entretanto, assim como Lacerda et al. (2019), n6s ndo verificamos diferencgas nas
concentragOes das citocinas no muasculo esquelético (GAST) 48 horas apds o ultimo teste de
capacidade maxima. Como néo foram realizadas analises histoldgicas ou de outros parametros
bioquimicos no musculo gastrocnémio no presente estudo, especula-se que nossos protocolos
experimentais talvez ndo tenham sido efetivos em reduzir a deposicao de gordura neste tecido
(nenhuma diferenca foi encontrada para o peso relativo do GAST), porém analises mais
complexas do musculo esquelético sdo necessarias para afirmar quais mecanismos estariam de

fato influenciando nossos achados.

A razdo IL-10/TNF-a tem sido usada em diversos estudos como um indicador de
estado inflamatdrio e morbidades, e seus valores baixos estdo associados a prognosticos
desfavoraveis (LIRA et al., 2012; JUNG et al., 2008; KAUR et al., 2006; LEONIDOU et al.,
2007). Estudos prévios demonstraram que o treinamento aerobico foi capaz de promover
aumentos nesta razdo, tanto em niveis séricos (ROCHA-RODRIGUES et al., 2017; CHAGAS
et al., 2017) ou teciduais (LIRA et al., 2009a; 2012). Em contrapartida, nossos achados
demonstraram que esse efeito ocorreu somente quando houve a combinacéo entre a intervencgéo
dietética com o MICT, sugerindo que ambas as intervencGes — quando combinadas —
apresentam um efeito anti-inflamatoério do tecido adiposo mesentérico. Entretanto, como néo
foram verificadas diferencas nas concentra¢fes das citocinas de maneira independente no
GAST, ja esperdvamos que a razao nao se alterasse. Assim como estes estudos, atribuimos esses
valores elevados na razdo IL-10/TNF-a para o grupo CD-MICT devido a um aumento nas
concentragfes de marcadores anti-inflamatorios (IL-10) que apresentam uma funcao inibitoria

na producgdo de marcadores pré-inflamatorios, como o TNF-o (YAMASHITA et al., 2010).

S&0o poucas as evidencias na literatura, que se debrucaram em investigar os efeitos de
uma intervengdo dietética combinada ao MICT ou ndo, nos valores da razdo IL-10/TNF-a,

porém, neste estudo ndo foram evidenciadas mudancas para o grupo que realizou a intervengédo
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dietética ou treinamento de maneira independente, logo, sugerimos estudos futuros que
busquem investigar esses efeitos em outros depdsitos de tecido adiposo e musculares e/ou

outros modelos de intervencéo dietética e treinamento, associados ou nao.

Este estudo possui algumas limitagcbes como: (1) o nimero de amostras por grupo teve
um limite de 5 animais, talvez um nimero maior de animais poderia elicitar conclusdes mais
robustas; (2) nos ndo realizamos analises histologicas do musculo esquelético para adicionar
este parametro a nossas investigacoes e verificar possiveis alteracbes na deposicao de gordura
neste tecido. Com isso, nds sugerimos novas perspectivas para estudos futuros com um maior

namero de animais por grupo, demais analises musculares e periodos de intervengdo maiores.

A figura 10 resume os principais resultados encontrados neste estudo com a pratica do

MICT, intervencao dietética ou a combinacdo de ambos, em todos 0s parametros analisados.

Figura 6 - Resumo dos principais resultados encontrados no presente estudo.

i N L Razdo
Massa [l:'ni:z;'e':\:\lf:?r Peso Relativo | Didmetro | pEC A | Citocinas | Citocinas IL-10/
Corporal ! mWAT GAST
P e eWAT) (GAST) mWAT TNF-a
/AN
CD-SED (n=5) v
.f/ -\\n,
M TNF-a
~ALY l l — l | | l IL-6 ]mWAT
CD-MICT (n= 5)
If \ o) TNF-o
NN i, — — — — | |mwwo| T |7
HFD-MICT (n= 5) '
Treinamento Continuo de 1 Reducio I Aumento
Moderada Intensidade (MICT)
s Dicta Padrio (Chow-Diet) Nio Sem

—
Analisado Diferenca
-_‘- Dieta Hiperlipidica (HFD)

HFD-MICT, dieta hiperlipidica e MICT (n =5); CD-SED, dieta padrao sedentario (n = 5); e CD-
MICT, dieta padrdo e MICT (n =5); mWAT: tecido adiposo mesentérico; eWAT: tecido adiposo
epididimal; rWAT: tecido adiposo retroperitoneal; GAST: musculo gastrocnémio; MEC: méaxima
capacidade de exercicio; IA: indice de adiposidade. Fonte: elaborado pelo proprio autor.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Por fim, conclui-se que o consumo de dieta hiperlipidica palatdvel com um teor de
20% de gordura foi eficiente em desenvolver o fenotipo obeso em ratos Wistar, através da
andlise de variaveis como massa corporal total, peso relativo dos dep6sitos de gordura, indice
de adiposidade e analises histologicas, demonstrando que a utilizagdo de dietas com teor
lipidico excessivo — como visto em diversos estudos — parece ser muito extremo e
desnecessario. Adicionalmente, o presente estudo foi capaz de verificar que uma intervencao
dietética baseada em um retorno ao consumo para a dieta padrdo (modulando apenas 0s
nutrientes), sem realizar restricdes cal6ricas em quantidade ou de maneira temporal também
promoveu adaptacGes positivas mediante ao quadro de obesidade, como uma reducédo
significativa na massa corporal, area dos adipdcitos, na massa relativas dos depdsitos de gordura
e indice de adiposidade, além de promover uma reducdo nas concentracGes de marcadores
inflamatorios no tecido adiposo visceral mesentérico. E isso demonstra que de fato, realizar
intervencgdes dietéticas consideradas extremas e que estejam associadas a baixa aderéncia do
individuo, ndo seja necessaria para reduzir alguns dos parametros relacionados a obesidade.
Além disso a utilizacdo do modelo de treinamento continuo de moderada intensidade (MICT)
foi efetivo em promover adapta¢des positivas na maxima capacidade de exercicio mesmo nos

animais obesos alimentados com dieta hiperlipidica.

Complementarmente, verificamos que a combinacdo das duas intervencdes foi capaz
de promover adaptacdes positivas em todas as varidveis analisadas neste estudo, reduzindo
todos os parametros relacionados ao excesso de gordura (massa corporal, peso relativo dos
tecidos, indice de adiposidade, e adicionalmente a &rea dos adipdcitos), promovendo alteracdes
na maxima capacidade de exercicio em maiores magnitudes, além de ser mais efetiva em
promover modificacbes positivas no status inflamatério do tecido adiposo mesentérico
(diminuindo IL-6 e TNF-a; elevando a razdo IL-10/ TNF-a). Diferentemente de muitos estudos,
demonstramos que a realizacdo de um protocolo de MICT baseado em 3 sessfes semanais
quando combinado a intervencdo dietética seja efetivo em reduzir os efeitos nocivos da
obesidade, ndo sendo necessaria a realizacdo de um protocolo de treinamento de 5 vezes por

semana.
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Dessa forma, demonstramos aqui, que ambas as intervengdes — quando combinadas -
sdo efetivas em reduzir alguns dos efeitos deletérios causados pela obesidade, principalmente

0s conectados a expansdo exacerbada do tecido adiposo visceral.
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ANEXOS

1) PARECER DO COMITE DE ETICA

Pro Reltoria comisséo de Etica no Uso de Animais o2
. Universidade Federal de S&o Carlos
5 Pesquisa u'FR'I T

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "CONCENTRAGAO SERICA DE IRISINA EM RATOS WISTAR INDUZIDOS A OBESIDADE E FRENTE
AO PROTOCOLO DE TREINAMENTO AEROBICO", protocolada sob o CEUA n2 7631210617, sob a responsabilidade de Vanessa de
Oliveira Furino e equipe; Ana Claudia Garcia de Oliveira Duarte; Carla Roberta de Oliveira Carvalho; Fernanda de Freitas Anibal -
que envolve a produgdo, manutencdo efou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o
homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o
Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacao
Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Sio Carlos
(CEUAJUFSCAR) na reuniao de 18/07/2017.

We certify that the proposal "SERUM CONCENTRATION OF IRISIN IN WISTAR RATS INDUCED OBESITY AND AEROBIC TRAINING
PROTOCOL", utilizing 70 Heterogenics rats (70 males), protocol number CEUA 7631210617, under the responsibility of Vanessa
de Oliveira Furino and team; Ana Cldudia Garcia de Oliveira Duarte; Carla Roberta de Oliveira Carvalho; Fernanda de Freitas
Anibal - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum
Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8,
2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation
(CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Sdo Carlos (CEUA/UFSCAR) in the
meeting of 07/18/2017.

Finalidade da Proposta: Pesquisa
Vigéncia da Proposta: de 01/2018 a 07/2018 Area: Centro de Ciéncias Bioldgicas E da Saude
Origem: Biotério Central da UFSCar

Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Machos idade: 40 a 45 dias N: 70
Linhagem: Wistar Peso: 90al00g

Resumo: A obesidade é uma patologia caracterizada pelo aumento de tecido adiposo determinando uma relacao sinérgica entre
obesidade e inflamacéo. As principais citocinas envolvidas nesse processo aumentam as chances de serem desenvolvidas
Sindrome Metabdlica (SM), resisténcia insulinica (RI), doencas cardiovasculares (DCV) e diabetes mellitus 2 (DM2). Nesse sentido,
ressalta-se a influéncia do exercicio fisico que provoca alteracdes positivas e de correcdes fisiolégicas no musculo e na secregédo
dos marcadores inflamatdrios e reduz o risco de DCV e doencas arteriocoronarias (DAC). Dentre as miocinas secretadas, a irisina
além de exercer efeitos benéficos no metabolismo de glicose e lipidios, estimula a termogénese, lipélise e transdiferenciacéao de
adipdcitos. Mas, ainda existe na literatura uma lacuna de trabalhos que investiguem o comportamento da irisina frente a obesidade
e diabetes. Nesse sentido, o estudo objetiva avaliar o comportamento da producao de irisina durante o desenvolvimento da
obesidade e frente ao protocolo de treinamento aerébico em ratos Wistar. Para tal, ratos machos da linhagem Wistar irdo receber
dieta hiperlipidica durante 16 semanas. Os grupos serao randomicamente divididos e o grupo exercitado sera submetido ao
exercicio aerébico por 6 semanas, 3x/semana, em esteira (20m/min) por 60 minutos com intensidade moderada a vigorosa.

Local do experimento: Laboratério de nutricdo e metabolismo da Universidade Federal de Sao Carlos e os ratos permanecerao no
biotério do mesmo laboratério localizado no departamento de educacao fisica e motricidade humana

Séo Carlos, 17 de abril de 2018
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Profa. Dra. Luciana Thie Seki Dias Profa. Dra. Cleoni dos Santos Carvalho
Presidente da ComissAo de Etica no Uso de Animais Vice-presidente da Comissdo de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal de Sao Carlos Universidade Federal de Sao Carlos
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2) SUBMISSAO DO ARTIGO: “Dietary intervention associated with Moderate-
Intensity Continuous Training (MICT) promote changes in inflammatory profile in
visceral adipose tissue but not in skeletal muscle in diet-induced obese rats” (Costa et
al., 2022). Publicado no dia 24/03/2022, DOI: 10.3389/fphys.2022.836484.
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