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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi analisar a resposta da Omentina e Vaspina frente a um
protocolo de treinamento intervalado de alta intensidade (HIIT) em ratos alimentados com
dieta hiperlipidica. Para tal, ratos machos, da linhagem wistar, divididos em 4 grupos,
receberam dieta padrdo ou dieta rica em gordura dependendo do grupo, durante 4 semanas.
Apds este periodo de inducdo ao ganho de gordura corporal, teve inicio o protocolo de
treinamento, com duracédo de 10 semanas, dividido em 2 semanas de adaptacéo e 8 de HIIT.
Os animais dos grupos treinados realizavam 3 treinos por semana. A massa corporal e a
ingestdo alimentar foram mensuradas diariamente. Ao término do periodo experimental
ocorreu a eutanasia por decapitacdo, 48 horas ap0s a Ultmima sessdo de treinamento e
sangue, o musculo gastrocnémio, o figado, os tecidos adiposos branco epididimal (EPI),
retroperitoneal (RET) e visceral (VIS) foram removidos e imediatamente pesados. As
concentracdes sericas das citocinas TNF-a, IL-6, PCR, IL-L8, IL-10, IL-4 e adipocinas
omentina, vaspina e adiponectina, foram determinadas pelo método ELISA e a expressdo
proteica de omentina e vaspina por Western blotting. Os resultados estdo expressos em
média e desvio padrdo, as comparagdes estatisticas foram feitas através de analise de
variancia, sendo considerado significante p<0,05. Os resultados demonstraram que 0
protocolo de dietahiperlipidica é capaz de, em 4 semanas, promover ganho significativo de
gordura corporal, além de promover, ao final do experimento, um aumento dos niveis
séricos de vaspina e de triglicerideos. Ja o treinamento intervalado de alta intensidade se
mostrou capaz de melhorar a capacidade mé&xima de exercicio dos animais e de desacelerar
0 incremento do ganho de gordura, entretanto, o treinamento promoveu aumento nos niveis
de colesterol total e reducdo dos niveis séricos de adiponectina e IL-10. Assim, a
investigacdo reforca as evidéncias de que o treinamento intervalado de alta intensidade é
capaz de mobilizar gordura de forma significativa em populacdo com excesso de gordura
corporal, contudo, devido a supressdo dos niveis de adiponectina e IL-10, talvez, este ndo
seja 0 protocolo ideal para esta populagdo, em tais circunstancias e reforcamos o uso da

vaspina como biomarcador para a obesidade.

Palavras Chave: Obesidade, HIIT, Inflamacéo



ABSTRACT

This study aims to analyze the behavior of Omentin and Vaspin in relation to a high
intensity interval training protocol (HIIT) in rats fed a hyperlipidic diet. To this end, male
Wistar rats, divided into 4 groups, received standard or high fat diet depending on the group
for 4 weeks. After the induction to body fat gain, the training protocol began, with duration
of 10 weeks, divided in 2 weeks of adaptation and 8 of HIIT. The animals in the trained
groups performed 3 training sessions per week. Body mass and food intake were measured
daily. At the end of the experimental period euthanasia occurred by decapitation, 48 hours
after the last training session. Blood was collected and the tissues: gastrocnemius muscle,
liver, epididimal white (EPI), retroperitoneal (RET) and visceral (V1S) adipose tissue were
removed and immediately weighed. Serum concentrations of the cytokines TNF-a, IL-6,
PCR, IL-L8, IL-10, IL-4 and adipokines omentin, vaspin and adiponectin were determined
by ELISA and protein expression of omentin and vasin by Western blotting . The results
are expressed in mean and standard deviation, the statistical comparisons were made
through analysis of variance, and p <0.05 was considered to denote statistical significance.
The results demonstrated that the hyperlipid diet protocol is able to promote a significant
gain of body fat in 4 weeks, besides promoting, at the end of the experiment, an increase in
serum levels of vasin and triglycerides. On the other hand, the high-intensity interval
training was able to improve the animals' maximum exercise capacity and to slow the
increment of the fat gain. However, training promoted an increase in total cholesterol levels
and a reduction in serum adiponectin levels in IL- 10. Thus, the research supports the
evidence that high-intensity interval training is able to mobilize fat significantly in a
population with excess body fat, however, due to suppression of adiponectin and IL-10
levels, this may not be the ideal protocol for this population in such circumstances and we
reinforce the use of vaspin as a biomarker for obesity.

Keywords: Obesity, HIIT, Inflammation
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1- INTRODUCAO

A obesidade é uma doenca cronico-degenerativa, de origem multifatorial,
essencialmente caracterizada pelo acimulo excessivo de tecido adiposo. A etiologia da
obesidade é de complexa determinacdo, embora exista uma forte relacdo com os genes que
desempenham papel na programacdo dos mecanismos fisiologicos que regulam a alimentagéo
e 0 metabolismo energético. E sabido também, que o meio contribui de maneira
significantiva, através do estilo de vida e outros fatores ambientais (BERNARDI e col., 2009;
DAMASO, 2009; CHAN e WHO, 2010).

Segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a obesidade mais
que dobrou desde 1980, sendo que, em 2014, cerca de 1,9 bilhGes de pessoas com 18 anos de
idade ou mais estavam com excesso de peso (IMC >25 kg/m?), dos quais cerca de 600
milhGes eram obesos (IMC>30 kg/m?), representando, respectivamente, 39% e 13% da
populacdo mundial. No Brasil, sequndo dados de 2016 da vigilancia de fator de risco e
protecdo para doengas crbnicas por inquérito telefonico (VIGITEL) de 2016, 53,8% da
populacdo adulta encontra-se com sobrepeso, dos quais 18,9% estdo obesos. Tais nimeros
corroboram o fato da obesidade ser classificada como um sério problema de satde publica
(BRASIL, 2014; OMS, 2016). Dessa forma, como a obesidade é problema crescente e
caracteriza-se por um acumulo excessivo de tecido adiposo, tanto central quanto periférico,
este vem se tornando um dos principais focos das pesquisas, a partir de um novo

entendimento quanto a sua funcéo bioldgica.

O tecido adiposo que, originalmente, era entendido apenas como um 6rgao de
protecdo contra choques mecanicos e armazenamento de energia, passou a ser estudado como
um érgdo enddcrino, com a descoberta da leptina, uma vez que é capaz de produzir e secretar
varias substancias peptideas e ndo peptideas que, coletivamente, sdo chamadas de adipocinas,
sendo bem diversificadas com relacdo as suas estruturas e func¢ées, como ilustrado na Figura 1
(GUYTON e HALL, 2011; OUCHI e col., 2011; SPERETTA, LEITE e DUARTE, 2014):
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Figura 1 - O Tecido adiposo como 6rgao enddcrino
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Representacdo esquematica de inimeras adipocinas secretadas pelos adipécitos (FILHO e col.,2006).

Estas adipocinas possuem papel importante no controle do metabolismo.
Dentre estas, a adiponectina, por exemplo, possui grande importancia na manutencdo da
homeostase do metabolismo energético, sendo capaz de ativar uma série de enzimas
hepaticas, que reduzem a producdo de glicose hepética e aumentam a captacdo de glicose e a
oxidacio de &cidos graxos pelo musculo esquelético (GUIMARAES e col., 2007; (LAGO e
col.,2009; AUGUET e col., 2011; GODOY-MATTOS e col., 2014; URBANOVA e col.,
2014). Além disso, a adiponectina apresenta caracteristicas anti-inflamatdrias, assim como a
Interleucina-10 (IL-10) e a Interleucina-4 (IL-4). A adiponectina tem a capacidade de regular
negativamente, por exemplo, a expressdo de proteina C-reativa (PCR) no tecido adiposo,
enquanto a IL-10 parece ter como principal funcdo a regulagdo do sistema imune, inibindo
significativamente a expressdo e/ou sintese de citocinas ou adipocinas pro-inflamatorias, por
meio de contra-regulacdo negativa. A IL-4 também participa dessa manutengdo, possuindo
papel anti-inflamatério importante (OUCHI e WALSH, 2007; SPERETTA, LEITE e
DUARTE, 2014; WESVEEN e col., 2015).

Além da liberacdo de citocinas anti-inflamatorias, o tecido adiposo pode

também apresentar um papel importante na inflamagdo. Dentre todas as adipocinas
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relacionadas com processos inflamatdrios, podemos citar a interleucina 6 (IL-6), fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) e a Proteina C Reativa (PCR), todas com propriedades pro-
inflamatdrias. A IL-6 tem participacdo importante no metabolismo glicidico e lipidico,
incrementando os valores de lipolise e de liberacdo de acidos graxos livres e glicerol, além de
reduzir a expressdo do substrato do receptor de insulina-1 e de transportador de glicose tipo 4
(GLUT-4) nos tecidos muscular e hepético. (VOLP e col., 2008; EDER e col., 2009; OUCHI
e col., 2011). J4 o TNF-a, por sua vez, tem um papel regulador negativo da transducdo do
sinal da insulina, ativando vias de sinalizacdo inflamatdrias e reduzindo a oxidacéo de acidos
graxos nos hepatdcitos. A PCR, que possui relagdo positiva com o indice de Massa Corporal
(IMC), é considerada um biomarcador util para estados inflamatorios associados & obesidade,
assim como, fator de risco para o desenvolvimento de sindrome metabdlica. (OUCHI e
WALSH, 2007; TZANAVARI, GIANNOGONAS, KARALIS, 2010). Assim, estudos
mostram que o aumento do nivel circulante desses marcadores inflamatoérios reflete uma
producdo aumentada da massa adiposa branca (TRAYHURN e WOOQOD, 2004).

Recentemente, muitas adipocinas foram descobertas e ainda estdo sendo
investigadas, uma vez que seus mecanismos de acdo ndo sdo completamente conhecidos,
como € o caso da omentina e da vaspina. Varios estudos apontam que a reducdo dos niveis de
omentina esta associada a um aumento nos fatores de riscos metabdlicos, sugerindo seu uso
como biomarcador negativo para a obesidade. Estes mesmos estudos mostram que tanto o seu
nivel plasmatico quanto a expressdo do gene estdo diminuidos em condicdo de obesidade.
Reducdes dos niveis plasmaticos de omentina estéo relacionados a baixos niveis plasmaticos
de adiponectina, de lipoproteina de alta densidade (HDL-c) e relacionados negativamente com
niveis plasmaticos de leptina, resistina, resisténcia insulinica, indice de massa corporal e de
indice HOMA (HomeostasisModelAssessment).(LAGO e col.,2009; AUGUET e col., 2011;
GODOY-MATTOS e col., 2014; URBANOVA e col., 2014).

A vaspina, por sua vez, é altamente expressa pelo tecido adiposo visceral em
condicdo de obesidade e a literatura recente sugere que a vaspina seja capaz de melhorar a
acao da insulina e a toleréncia a glicose,sendo que seu nivel plasmatico diminui com o agravo
do diabetes mellitus. Entretanto, embora os mecanismos de agdo da vaspina sejam pouco

compreendidos, especula-se que sua agdo possa representar um mecanismo compensatorio
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sobre as anomalias metabdlicas induzidas pela obesidade (WANG,2014; PROENCA e col.,
2014; BARRACO e col., 2014).

Associado a obesidade, existem inumeras doencas relacionadas, tais como a
hipertensdo arterial, o diabetes mellitus tipo I, alguns tipos de cancer e a esteatose hepética
ndo alcodlica. Tais comorbidades tém sido atribuidas, em grande parte, as alteracoes
metabolicas e enddcrinas que ocorrem no tecido adiposo, a partir de sua expansdo
(FEINGOLD e GRUNFELD, 2012; HWANG e col., 2015; SHIE e col., 2015). Autores, como
Choe e col. (2016), apontaram que a hipertrofia do adipdcito por si s6 € capaz de resultar em
uma funcdo anormal da célula e que, sob tais condicGes, esse remodelamento poderia levar a
uma desregulacdo na producéo das adipocinas e outros metabolitos. O tecido adiposo é capaz
de se expandir de duas formas: (1) hipertrofia e (2) hiperplasia dos adipdcitos e esta complexa
remodelacdo do tecido adiposo associa-se diretamente com a inflamagdo (FUSTER e col.,
2016). Sob condices fisioldgicas de acimulo de tecido adiposo, é apresentado predominio
de macréfagos de fendtipo M2. Nestas condi¢cbes, o tecido adiposo apresenta um numero
equilibrado de células do sistema imunitario e estas, por sua vez, produzem citocinas
especificas capazes de favorecer a polarizagdo M2 do macrofago. A IL-4 é uma citocina
importante nesta acdo (WENSVEEN e col., 2015). O estado de ativagdo M2 do macréfago no
tecido adiposo esta relacionado com a atividade dos receptores ativados por proliferador de
peroxissoma delta (PPAR ) e receptores ativados por proliferador de peroxissoma gama
(PPAR ), reguladores do metabolismo lipidico e da atividade mitocondrial. (LUMERG e
SALTIL, 2011; ODEGAARD e CHAWLA, 2011).

Segundo Wensveen e col. (2015), a polarizacdo do macr6fago M2 para o
fenotipo M1 parece ser um evento chave para a inflamagcdo que acompanha a obesidade.
Costaldi e col. (2016), apontam que o macréfago M1 esta associado a um perfil pré-
inflamatdrio, elevando a expressdo de TNF-a, IL-6 e outras proteinas de caracteristicas pro-
inflamatorias. Com a hipertrofia dos adipécitos, ocorre uma mudanca no perfil de producéo de
adipocinas pelo adipécito, fazendo com que seja secretado, por exemplo, mais MCP-1
(Monocytechemotactic protein-1), uma potente quimiocina, ocorrendo maior infiltracdo de
macrofagos, neutrofilos e células NK (Natural Killer) no tecido adiposo visceral. Desta

forma, ha elevacdo na producgdo de Interferon gama e somado a outros fatores (aumento de



16

lipopolissacarideo, colesterol e acidos graxos livres) ocorre a polarizagdo do macroéfago M2
para M1 (MCARDLLE e col., 2013; WENSVEEN e col., 2015; CHOE e col., 2016).

Uma das maneiras de se reverter este quadro de inflamacéo crénica de baixo
grau é através da reducdo da gordura corporal, 0 que resultaria em um menor peso corporal,
menor circunferéncia da cintura e menor acimulo de tecido adiposo visceral, o que, por sua
vez, gera maiores niveis circulantes de citocinas anti-inflamatorias, como a adiponectina,
associado a uma reducdo das carateristicas pré-inflamatorias; neste processo, 0 exercicio

fisico tem se mostrado uma estratégia eficiente (GLEESON e col., 2011).

Estd bem documentado na literatura que o exercicio fisico consiste numa
ferramenta eficiente no controle do peso corporal, seja ele realizado de forma aerdbia ou
anaerobia (FONSECA-JUNIOR e col., 2013; KESHEL e COKER, 2015), podendo modular o
quadro inflamatorio da obesidade. Varios trabalhos experimentais e revisdes mostram que 0
exercicio fisico € uma poderosa intervencdo ndao medicamentosa no combate a obesidade, seja
ele realizado sob os métodos continuo ou intervalado e, ainda, se for associado a uma dieta
balanceada os resultados sdo potencializados (CATENACI e WYATT, 2007; SHYFT e col.,
2014; CHIN, KAHATHUNDYWA e BRINKS, 2016).

Treinamentos variando de 2 a 5 vezes por semana Sd0 positivos para
importantes ajustes fisioldgicos, regulando o metabolismo lipidico, reduzindo a concentracdo
de gordura visceral, reduzindo a quantidade de lipidio circulante no plasma, o que acarreta na
reducdo do volume dos adipdcitos brancos, contribuindo para o controle de diversas
comorbidades, como a esteatose hepatica ndo alcodlica e dislipidemias, além de aumentar o
HDL e reduzir triglicerideos em animas treinados (DUARTE e col., 2003; CHEIK e col.,
2006; SENE-FIOREZE e col., 2008; ZAMBON e col, 2009)

Além disso, o exercicio fisico ainda apresenta caracteristicas anti-inflamatorias,
oferecendo efeito protetor contra doencas associadas a inflamagdo cronica de baixo grau
presente na obesidade, como mostrado na figura 2. Ha reducéo nos niveis de I1L-6, TNF- a ¢
de proteina C reativa e incremento nos niveis de IL-10 e adiponectina (PEDERSEN e
PEDERSEN, 2005; HERMSDORFF e MONTEIRO, 2004, GHOSHAL e
BHATTACHARYYA, 2015).
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A partir dessas informacGes, uma das estratégias adotadas para a reducdo da
massa gorda em sujeitos obesos € a utilizacdo do HIIT (High Intensitylnterval Training), um
modelo de treino que alterna momentos de alta intensidade com pausas ativas ou passivas. A
literatura sugere que tal método é uma estratégia eficiente para adaptacdes metabolicas
favoraveis, até entdo atribuidas apenas aos exercicios continuos de baixa intensidade. As
conclusBes de véarios estudos recentes sobre o HIIT apontam que 0 mesmo € uma tatica
tempo-eficiente adequada para se prover melhora na aptid@o cardiorrespiratoria, reduzindo-se
riscos cardiometabdlicos, melhorando a oxidacdo de gordura, levando a uma perda
significativa de peso em popula¢Ges sedentdrias com obesidade e sobrepeso (ALAHMADI,
2011; NIE e col., 2012; HEYDARE, 2012; ALAHMADI, 2014).

O HIIT é capaz de gerar adaptacOes fisioldgicas semelhantes as promovidas
por treinos de forga, elevando o contedo mitocondrial e a capacidade aer6bia méaxima e
gerando hipertrofia da musculatura esquelética e, como consequéncia, evitando o surgimento
de doencas, tais como a obesidade (MACINIIS e GIBALA, 2016; ROBINSON e col., 2017).
Além destes beneficios, o uso do HIIT em populacdes obesas pode levar a mudancas do perfil
inflamat6rio, & redugdo de citocinas inflamatérias e ao concomitante aumento das
propriedades anti-inflamatérias, uma vez que o HIT é capaz de promover reducdo do peso
corporal, com reducdo da adiposidade visceral e melhora do perfil lipidico (STECKLING e
col, 2015).

Portanto, tendo por base os aspectos fisiopatoldgicos associados a obesidade e
a possivel interacdo benéfica entre o exercicio fisico e a inflamacgéo cronica de baixo grau
presente na obesidade, este estudo se faz necessario para o possivel entendimento da
influéncia deste método de treinamento sobre algumas adipocinas, marcadores inflamatorios,

composicdo corporal e perfil lipidico em ratos com obesidade experimental.
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Figura 2— Exercicio Fisico e inflamagéo
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A ilustracdo demostra os possiveis mecanismos pelos quais o exercicio fisico e a perda de peso auxiliam na
redugdo do estado inflamatorio presente na obesidade (NICKLAS, YOU e PAHOR, 2005).
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OBJETIVOS

Objetivo geral

- Verificar os efeitos do HIIT e da dieta sobre a composicdo
corporal, producdo de marcadores inflamatdrios e adipocinas em ratos alimentados
com dieta hiperlipidica ou padréo.

Obijetivos especificos

- Avaliar a concentracdo de Omentina e Vaspina no tecido
adiposo branco visceral (VIS) em ratos alimentados com dieta hiperlipidica ou
padréo.;

- Avaliar o perfil lipidico e niveis séricos dos marcadores
inflamatorios: Fator de Necrose Tumoral-a (TNF- o), IL-4 (Interleucina-4), 1L-6
(Interleucina-6), 1L-8 (Interleucina-8), IL-10 (Interleucina-10), Proteina C reativa e
Adiponectina em ratos alimentados com dieta hiperlipidica ou padréo.;

- Avaliar o volume de tecido adiposo retroperitoneal, visceral e
epididimal em ratos alimentados com dieta hiperlipidica ou padréo.;

- Analisar o contetdo de glicogénio muscular e hepatico em ratos

alimentados com dieta hiperlipidica ou padréo.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1  ANIMAIS E GRUPOS EXPERIMENTAIS

Para o desenvolvimento do presente este trabalho foram utilizados 40 ratos v
machos, com peso inicial entre 170 a 200 g, com 90 dias de vida, provenientes do Biotério
central da Universidade Federal de S&o Carlos (UFSCar). Os ratos foram mantidos em gaiolas
coletivas e permaneceram no Biotério do Laboratorio de Nutricdo e Metabolismo Aplicados
ao Exercicio, do Departamento de Educagdo Fisica e Motricidade Humana (DEFMH) desta
Universidade, em temperatura ambiente entre 22 e 24°C e luz controlada em ciclo de 12h
(claro escuro). A agua e a comida foram administradas ad libitum.

Os animais foram distribuidos randomicamente em quatro grupos
experimentais contendo 10 animais: grupo sedentério alimentado com dieta padrao (S); grupo
sedentério alimentado com dieta hiperlipidica (H); grupo treinado alimentado com dieta

padrdo (STR); grupo treinado alimentado com dieta hiperlipidica (HTR).
3.2 DIETA

A dieta padrdo era constituida de racdo balanceada da marca PRIMOR (Sao
Paulo, Brasil) contendo a cada 100g: 23g de proteina, 49g de carboidrato, 4g de gordura, 59
de fibra, 7g de cinza, e 6g de vitaminas, conforme informacdes fornecidas pelo fabricante. Por
sua vez, a dieta hiperlipidica continha a cada 100 g: 20g de proteina, 20g de gordura, 48g de
carboidratos e 4g de fibras, sendo preparada por uma mistura, na seguinte proporcao: 15¢g de
racdo balanceada da marca PRIMOR; 10g de amendoim torrado; 10g de chocolate ao leite e
59 de bolacha maisena. Esses constituintes foram moidos e misturados na proporcdo de
3:2:2:1. (ESTADELLA e col., 2004). A dieta hiperlipidica foi oferecida aos animais dos
respectivos grupos para a inducdo da obesidade até 0 momento da eutanasia dos mesmos. A
densidade caldrica das dietas foi determinada através do calorimetro adiabatico (IKA-C400),

sendo de 5,12 Kcal/g para a dieta hiperlipidica e 4.07 Kcal para a dieta padrao.

3.3 CONTROLE DO PESO E CONSUMO ALIMENTAR

O peso corporal de cada animal foi mensurado semanalmente, durante todo o
periodo experimental, bem como o consumo alimentar, este mensurado a cada 2 dias,
calculado através da diferenca de peso entre a racdo ofertada e a ragdo que restava na gaiola

(resto).
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34 PROTOCLO DE TREINAMENTO

O protocolo de treinamento teve inicio apos quatro semanas do inicio da oferta
de dieta hiperlipidica e teve duracdo de 10 semanas. Este tempo de quatro semanas prévias foi
necessario para a inducdo do acumulo de gordura corporal nos animais.

Os animais de todos os grupos foram adaptados a esteira durante 2 semanas. Os
animais dos grupos STR e HTR corriam na esteira com velocidades entre 10 e 20 m/min. A
adaptacdo teve duracéo total de 6 dias. Os animais ndo treinados também foram submetidos a
adaptacdo a esteira, a afim de serem submetidos a um ambiente similar aos animais treinados,
contudo, estes apenas ficavam sobre a esteira parada sem se movimentar.

Ap6s o término do periodo de adaptacdo foi realizado um teste de esforco
crescente em esteira para determinacdo da capacidade maxima de exercicio (CME). Para tal,
0S animais comecaram a correr na esteira a 06 m/min com 25% de inclinagdo durante 5
minutos, com aumento de 0,5 m/min a cada dois minutos transcorridos. A exaustdo foi
definida como 0 momento em que o animal ndo conseguisse manter a corrida por mais de 15s,
mesmo com 0s incentivos. O tempo e a velocidade de exaustdo foram anotados (Wisloff e
col., 2000 e Hoydal e col., 2007).

O protocolo HIIT envolveu 3 treinos por semana, durante 8 semanas. O
treinamento era precedido de um aquecimento de 5 minutos com os animais correndo a 40%
da CME e entdo, comegava-se a alternancia entre alta intensidade e recuperagéo. O treino foi
realizado de forma que os animais completassem no maximo 6 intervalos alternados de 4
minutos a 85-95% da CME, alternados com 3 minutos a 40-50% da CME (Figura 3). A cada
duas semanas o teste incremental para determinacdo da CME foi refeito, para ajustes das
intensidades (Songstand e col, 2015 e Haran e col., 2015; Kemi e col.).

Figura 3 - Protocolo de treinamento HIIT

4 minutos 3 4 minutos
4 minutos
£5-00% CME 25-00% CME £5-90% CME
5 minutos % mi 3 minutos 3 minutos
minutcs
40-50% CME 40-530% CME 40-50% CME 40-50% CME

Imagem ilustrando como se deu o esquema de treinamento intervalado de alta intensidade dos animais
pertecnentes aos grupos STR e HTR.
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3.5 EXPERIMENTO E COLETA DE AMOSTRAS

A eutanasia dos animais foi por decapitagdo em guilhotina ao final do
treinamento, sendo o0s animais treinados sacrificados 48 horas ap0s a Ultima sessdo de
exercicio. Apos a decapitacdo, o sangue, os tecidos adiposos brancos retroperitoneal (RET),
visceral (VIS) e epididimal (EPI), figado e 0 musculo gastrocnémio foram coletados, pesados
e estocados em freezer a -80°C para posteriores analises bioquimicas e morfométricas.

36 DENSITOMETRIA POR DUPLA EMISSAO DE RAIO-X (DEXA)

Foi realizado analise de composi¢do corporal na semana que antecedeu o inicio
do protocolo de adaptacdo e antes da Ultima sessdo do treinamento. Os animais foram
anestesiados com Ketamina (40mg/kg) e xilazina (bmg/kg) para a mensuracao da composicao
corporal por meio da densitometria por dupla emissdo de raio-x (DEXA) (Lunar DEXA
200368 GE, instrument, Lunar, Wisconsin, EUA). As anélises das imagens foram feitas por
meio de programa especifico com software — Encore 2008, 12.20 GE, HEALTHCARE. As
variaveis de composicdo corporal medidas foram: massa livre de gordura (g) e peso de

gordura (g).
3.7 ANALISES BIOQUIMICAS DO SORO

As determinacdes bioquimicas séricas de colesterol total, HDL-colesterol e
triglicerideos, foram realizadas por kits enziméticos colorimétricos especificos da Laborlab®,
e a unidade de medida adotadafoi mg/dL

3.8 GLICOGENIO HEPATICO E MUSCULAR

As determinac@es de glicogénio foram realizadas como descrito por Bidinotto e
colaboradores (1997). Os tecidos foram descongelados e aliquotas de 100 mg foram separadas
em tubos de ensaio com 1 ml de KOH 6N e levados ao banho fervente por 5 minutos. Logo
apos, os tubos foram agitados levemente para dissolugdo completa dos tecidos e 200 pl do
extrato foram transferidos para outro tubo. Neste tubo foram adicionados 3 ml de Etanol P.A.
e, entdo, o tubo foi agitado por 30 segundos em vortex. Depois, 100 pl de K2SO4 10% foram
adicionados e o tubo foi novamente agitado no vértex por 30 segundos. Na sequénca, 0s tubos
foram centrifugados a 3000 RPM durante 3 minutos. Entéo, 2,5 ml de agua destilada foram
adicionados e o tubo foi novamente agitado no vortex, até a dilui¢do total do pellet. Apds esse

processo, foram adicionados 500 pl de fenol e 2 ml de &cido sulfdrico (H2SO4). A
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concentracdo de acUcar foi estimada em uma concentracdo padrdo de glicose 1mM e a

amostra foi lida em espectrofotdmetro com uma absorbancia de 480 nm.

39 WESTTERN BLOTTING PARA DETERMINACAO DAS CONCENTRACOES
DE OMENTINA E VASPINA

A quantificacdo de omentina e vaspina no tecido adiposo visceral foi realizada
pela técnica de western blotting. Os tecidos foram processados para obter o extrato proteico
total utilizando de tampéo de extracdo de proteina (SDS 0,1 % (p/v); Triton 1 % (v/v);Tris-
HCI ph 7,5 50 mM; NaCl 150 mM; EDTA 15 mM; EGTA 5 mM; NaF 100 mM; Na2P207 10
mM), adicionado de inibidores de protease (Complete-mini Roche® 1x) e de fosfatases
(PhosSTOP, Roche®1x). As amostras foram centrifugadas a 8000g por 20 minutos a 4 °C
para a retirada do material precipitado. O sobrenadante de cada amostra foi congelado e
estocado a -80 °C. A integridade da proteina foi verificada através de eletroforese em gel
SDS-PAGE 12% e quantificada pelo método colorimétrico de Lowry (1951). Os extratos
brutos proteicos referentes a cada experimento foram submetidos a eletroforese de gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE), 12 % e tampdo Tris-glicina 1x (Método de Laemmli),
utilizando-se uma cuba de eletroforese vertical (BioRad). As proteinas foram entdo
transferidas do gel para a membrana denitrocelulose (0.45 pm,Bio-Rad) em procedimento de
transferéncia submerso de acordo com o protocolo do fabricante. O bloqueio das membranas
foi feito com TBST 1x contendo 9% de leite em pd desnatado, por 4 horas em Temperatura
Ambiente. As membranas foram, entdo, incubadas com o anticorpo primario anti-Omentina
(1-1000,sc-104334, Santa Cruz®) e anti-Vaspina (1-1000, sc-79815, Santa Cruz®) TBST 1x
contendo 5% de leite em p6 desnatado, por 16 horas a 4 °C. A membrana foi incubada com
anticorpo secundario conjugadoanti-goat 1gG-HRP: (1-3000, sc-2020) em TBST 1x a
temperatura ambiente por 2 horas, feita a lavagem de 3x de 5 min com TBST 1x e a
imunodetecgdo foi realizada através do uso do kit de quimiluminescéncia (ECL Prime, GE
Healthcare, Life Sciences) e a deteccdo quimioluminescente foi feita pelo equipamento
Chemidoc (Bio Rad). Os valores foram relativizados pelos enddgenos anti-f-actina (1:1000,
Cell Signaling®, 8H10D10).
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310 DETERMINACAO DAS CONCENTRACOES PLASMATICAS DE
OMENTINA, VASPINA, TNF- @, IL-6, IL-8, 1L-10, PROTEINA C REATIVA E
ADIPONECTINA

As quantificacdes de citocinas e adipocinas foram realizadas a partir da coleta
do soro e determinadas pelo método de Ensaio Imunoenzimatico (ELISA), seguindo as
especificacbes correspondentes aos Kits. Para as anélises de citocinas como IL-4, IL-10, IL-6,
TNF-a foram utilizados kits OptEIA (BD Biosciences); para as analises de IL-8, PCR, e
adiponectina foram utilizados kits DuoSet ELISA (R&D Systems®); para as andlises de
Omentina e Vaspina foram utilizados kits EIA- OME e EIA-VAP (RayBiotech®). Para isto,
0 sangue coletado foi acondicionado em tubos sem anticoagulante por aproximadamente 2
horas até a sua coagulagdo. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 3500 rpm por 15
minutos. O soro resultante desta centrifugacdo foi aliquotado em microtubo e congelado a -
80°C. De modo geral, a técnica se baseia no modelo ELISA sanduiche: as microplacas de alta
afinidade foram sensibilizadas com anticorpos monoclonais anti-citocinas e permaneceram
overnight. As placas foram lavadas 3 vezes com 300 pl/pogo de PBS pH 7,2-Tween-20 0,05%
(PBS-Tw), e incubadas com a solucdo blogueadora contendo albumina (PBS pH 7,2 + 4%
Albumina bovina) por 1h, a temperatura ambiente (TA). Em seguida, ap6s mais um ciclo de
lavagens, as amostras foram adicionadas e foram efetuadas curvas padrdo de citocinas
recombinantes. As placas foram mantidas em TA por 2 horas e, em seguida, foi realizada uma
nova lavagem. Foram, entdo, adicionados anticorpos anti-citocinas biotinilados ou conjugado
com enzima peroxidase e mantidos por 1 hora e 30 minutos a TA. Apos 5 lavagens com PBS-
Tw, foi adicionado 100 pl da solugdo reveladora contendo 3,3',5,5'- tetrametilbenzidina
(TMB). A reacédo foi bloqueada com 50 pl de acido sulfurico 1 M e a leitura realizada no
espectrofotbmetro em 450nm. As concentracdes das amostras foram calculadas a partir da
curva de titulacdo dos padrdes de citocinas e as concentracdes finais expressas em pg/ml ou

ng/ml dependendo do Kit.
3.11 TRATAMENTO ESTATISTICO

Os dados foram tratados por procedimentos estatisticos compativeis com 0s
objetivos propostos. Foi realizada a verificagdo da normalidade dos dados pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov, igualdade de variancia (método de Levene) e testes ndo paramétricos

foram usados quando os dados ndo apresentavam distribuicdo normal e/ou igualdade de
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variancia. O teste paramétrico de andlise de variancia Two way ANOVA foi usado para
comparagOes envolvendo 3 ou mais grupos com apenas um fator. O teste de comparacgdes
maultiplas de Tukey foi utilizado quando o teste Two way ANOVA detectava diferenca
estatistica. O test-t independente foi usado para comparac@es entre dois grupos independentes.
Para as conclusBes das andlises estatisticas foram utilizadas o nivel de significancia de 5 %
(p< 0,05). O programa estatistico usado para todas as analises foi o software SigmaStat
(versdo 3.5).
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4. RESULTADOS
4.1 MASSA CORPORAL E CONSUMO ALIMENTAR

Na tabela 1 nota-se que a massa corporal inicial dos animais ndo apresentou
diferenca estatistica entre os grupos, caracterizando a homogeneidade da amostra. Os animais
alimentados com dieta hiperlipidica apresentaram massa corporal significativamente maior
que seus respectivos controles ao final do experimento (S x H e STR x HTR). Além disso, 0s
grupos H e HTR apresentaram menor consumo alimentar diario e ingestdo calorica, quando

comparados aos grupos S e STR, respectivamente.

Tabela 1 - Ganho de massa corporal e ingesta alimentar e calorica calorica em ratos
Wistar antes e apds 10 semanas de treinamento intervalado e dieta hiperlipidica

Massa corporal (g) Consumo Ingesta caldrica
Inicial Final Ganho de Massa diario (g/dia) (Kcal/dia)
S 280,90+15,50 527,80+43,88 246,90+36,85 29,72+2,73 121,98+2,84

STR 273,80+23,69 497,40+31,74  223,6+23,32 29,10 +2,18 118,44+2,67

H 277,40£19,54 619,00+77,94° 341,90£72,42° 22,44+342° 114,89+3,59°

HTR 282,50+14,57 584,70+49,51° 302,20+56,18° 21,45+3,15°  109,87+3,34°

Dados apresentados como média + DP. S, sedentério dieta padrdo (n=10); STR, treinado dieta padrdo (n=10); H,
sedentério dieta hiperlipidica (n=10); HTR, treinado dieta hiperlipidica (n=10). Sao significantemente diferentes
entre eles para p< 0,05. 2vs. S; ®vs. STR.

A figura 4 mostra a evolucdo semanal do peso corporal dos animais. Pode-se
observar que, a partir da quarta semana, ou seja, ao final do periodo de inducdo ao acumulo de
tecido adiposo, o grupo H (433,03g) apresentava peso significativamente maior do que seu
controle (395,97g). Entretanto, ao final do experimento, verificou-se que o treinamento ndo
foi capaz de promover alteragbes significativas para o grupo HTR (584,70g), apesar de

apresentar um valor 5,72% menor para esta variavel que o grupo H (619,009).
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Figura 4 - Evolucdo do ganho de peso corporal calorica em ratos Wistar
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Dados apresentados como média + DP. S, sedentério dieta padrdo (n=10); STR, treinado dieta padrdo (n=10); H,

sedentéario dieta hiperlipidica (n=10); HTR, treinado dieta hiperlipidica (n=10). Sao significantemente diferentes
entre eles para p< 0,05. 2vs. S; P vs. STR.

4.2 CAPACIDADE MAXIMA DE EXERCICIO

As variaveis do treinamento sdo apresentadas na Tabela 2. A capacidade
méaxima de exerciciono inicio do protocolo de treinamento era significativamente diferente
entre os grupos STR e HTR. Ao final de 10 semanas, esta capacidade de treino foi maior em
relagdo ao primeiro teste de capacidade méxima de exercicio, mostrando a evolucdo desta
variavel para os animais treinados com o HIIT, mas ndo houve diferenca entre os grupos STR
e HTR, na condicdo de pds-treino.

Tabela 2 - Capacidade Maxima de Exercicio (m/min) calérica em ratos Wistar antes e
apods 10 semanas de treinamento intervalado e dieta hiperlipidica

Pré-treino Pds-Treino
S - -
STR 13,74+0,87 31,36+3,63¢
H - -
HTR 12,5+0,95° 29,252 67¢

Dados apresentados como média + DP. S, sedentério dieta padrdo (n=10); STR, treinado dieta padrdo (n=10); H,
sedentario dieta hiperlipidica (n=10); HTR, treinado dieta hiperlipidica (n=10). (Teste-t de Student). Séao
significantemente diferentes entre eles para p< 0,05.¢ inicial vs, final
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43 COMPOSICAO CORPORAL

Com relagdo a gordura corporal em gramas (Figura 5), observou-se que ao
final do periodo de inducdo a obesidade (pré-treino), os grupos H (113,76+6,40g) e HTR
(109,12+22,21g) apresentaram maiores valores quando comparados aos respectivos grupos
controle (S:40,40£3,83 e STR:50,02+20,18g). Apo0s as 10 semanas de treinamento com 0
protocolo proposto, este comportamento permaneceu, uma vez que 0S grupos H
(206,03+26,669) e HRT (150,04+ 46,09¢g) apresentaram valores maiores de gordura corporal
em relacdo aos grupos S (78,24+23,68g) e STR (65,80+22,54g). No entanto, o grupo HTR
apresentou valores significativamente menores de gordura corporal comparado ao controle H.
Resposta semelhante observa-se na Figura 6, a qual representa a porcentagem de gordura

corporal destes animais.

Figura 5 - Gordura corporal pré e pos treino calérica em ratos Wistar antes e apos 10
semanas de treinamento intervalado e dieta hiperlipidica
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Dados apresentados como média + DP. S, sedentario dieta padrdo (n=7); STR, treinado dieta padrdo (n=7); H,
sedentério dieta hiperlipidica (n=7); HTR, treinado dieta hiperlipidica (n=7). Séo significantemente diferentes
entre eles para p< 0,05. 2vs. S;®vs. STR; ¢ vs. H*® inicial vs.final

A figura 7 apresenta a massa livre de gordura corporal dos animais, avaliadas
por meio do DEXA, nos momentos pré e pos-treino. N&o houve alteracdo significativa entre

0S grupos para este parametro.



29

Figura 6. Porcentagem de gordura corporal calorica em ratos Wistar antes e apos 10
semanas de treinamento intervalado e dieta hiperlipidica

= 407

S abe

C_E 30- ab ab = abc

S T

o -

S 20

o

> -

'E 10 o

o

O 0
STR H HTR S STR H HTR
pré-treino poOs-treino

Dados apresentados como média £ DP. S, sedentério dieta padrdo (n=7); STR, treinado dieta
padrdo (n=7); H, sedentario dieta hiperlipidica (n=7); HTR, treinado dieta hiperlipidica (n=7). Séo
significantemente diferentes entre eles para p< 0,05. 2vs. S;? vs. STR; ¢ vs. H* inicial vs.final

Figura 7 - Massa livre de gordura - pré e pds treino caldrica em ratos Wistar antes e apos
10 semanas de treinamento intervalado e dieta hiperlipidica
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Dados apresentados como média + DP. S, sedentério dieta padrdo (n=7); STR, treinado dieta padrdo (n=7); H,
sedentério dieta hiperlipidica (n=7); HTR, treinado dieta hiperlipidica (n=7). Séo significantemente diferentes
entre eles para p< 0,05¢ inicial vs.final
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44  PESOS RELATIVOS DOS TECIDOS

O peso relativo dos depdsitos de gordura abdominal visceral, retroperitoneal e
epididimal e tecido adiposo marrom foram maiores nos grupos alimentados com dieta
hiperlipidica quando comparado aos grupos alimentados com dieta padrédo (S x H e STR x
HTR), e o exercicio, como observado na tabela 3, ndo foi capaz de provocar alteracdes nestes
depdsitos de gordura. Os grupos H e HTR apresentaram menores pesos relativos dos tecidos
hepéatico e muscular quando comparados aos grupos S e STR, sem alteracdes significativas
entre 0s grupos exercitados. A dieta foi capaz de levar a reducdo do peso relativo dos tecidos
hepéatico e muscular, uma vez que o grupo H apresentou valores menores que S e STR e 0
grupo HTR menores que STR, sendo que, para estes tecidos 0 modelo de exercicio proposto

também ndo foi capaz de provocar alterac6es significativas.

Tabela 3 - Peso relativo dos depdsitos de gordura abdominal, tecido adiposo marrom,
Figado e musculo gastrocnémio (g/100g peso corporal) calérica em ratos Wistar

Depositos de gordura abdominal 3 )
TAM  FIGADO MUSCULO

EPI RET VIS

S 1,39+0,10 1,35 +0,15 091+0,08 0,04+0,005 2,71+0,19 0,47+0,03
STR 125+0,14 123+ 021 068+0,06 0,05+0,005 2,78+0,18 0,48+0,03

H 270+0,14* 299+0,23* 1,81+0,17% 0,08+0,006% 2,32+0,33* 0,40+0,05°%

HTR 2,79+0,14® 322+0,20" 1,65+0,10° 0,08 +0,008" 2,38+0,17° 0,42+0,04°

Dados apresentados como média + EP. EPI, epididimal; RET, retroperitoneal; VIS, visceral; TAM, tecido
adiposo marrom. S, sedentério dieta padrdo (n=8); STR, treinado dieta padrdo (n=8); H, sedentario dieta
hiperlipidica (n=8); HTR, treinado dieta hiperlipidica (n=8). Séo significantemente diferentes entre eles para p<
0,05.2vs. S; Pvs. STR.

45  FRACOES LIPIDICAS

A Tabela 4 apresenta os valores de fragfes lipidicas no soro, ap6s o
treinamento. O grupo H apresentou valores significativamente maiores de triglicerideos ao ser

comparado com o grupo S. Observa-se, também, que o grupo HTR apresentarou valores
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elevados de colesterol total (CT) comparado ao grupo STR e ndo houve diferenca entre os

grupos para as concentracdes de HDL-c.

Tabela 4 - Fracoes lipidicas calérica em ratos Wistar

Triglicerideos (mg/dl) Colesterol total (mg/dl) HDL-c (mg/dl)

S 34,51 + 10,04 45,69 + 3,12 30,60 + 1,94
STR 30,96 + 8,09 40,31+ 2,33 28,76 + 0,91
H 50,88 £11,73 2 49,94 + 1,86 30,39+ 1,99
HTR 42,08 £ 9,09 52,41 +1,49° 27,14 +0,73

Dados apresentados como média + DP. S, sedentério dieta padrdo (n=8); STR, treinado dieta padrdo (n=8); H,
sedentério dieta hiperlipidica (n=8); HTR, treinado dieta hiperlipidica (n=8). S&o significantemente diferentes
entre eles para p< 0,05. 2vs. S; ®vs. S

46  GLICOGENIO HEPATICO E MUSCULAR

Os valores de glicogénio no periodo pds-treino sdo apresentados na tabela 5. O
glicogénio hepético reduziu no grupo STR comparado ao grupo S. Ja o glicogénio muscular

do grupo H apresentou-se reduzido em relacdo a S e HTR.

Tabela 5 - Glicogénio hepéatico e muscular calérica em ratos Wistar

Glicogénio hepético (umol/100g) Glicogénio muscular (umol/100g)

S 6,65+ 0,12 0,39 + 0,005
STR 6,33 + 0,06° 0,39 + 0,003

H 6,62 +0,10 0,37 + 0,004 &
HTR 6,53 + 0,08 0,40 + 0,006

Dados apresentados como média + DP. S, sedentario dieta padrdo (n=8); STR, treinado dieta padrdo (n=8); H,
sedentério dieta hiperlipidica (n=8); HTR, treinado dieta hiperlipidica (n=8). Séo significantemente diferentes
entre eles para p< 0,05. 2vs. S; ¢ vs. HTR

47  CITOCINAS SERICAS

Na Figura 8, observa-se que o valor serico da IL-6 apresentou-se reduzido no
grupo HRT (218,71£75,58pg/ml) quando comparado aos grupos H (323,06+88,75 pg/ml) e
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STR (305,76+75,58 pg/ml) e com relagéo ao grupo S néo apresentou diferenca (278,43+60,71
pg/ml). Ainda na mesma figura, pode-se observar que ndo houveram alteragOes significativas

decorrentes do exercicio e da dieta nos valores para as citocinas IL-8, PCR e TNF-a.

A figura 9 representa a concentracdo sérica de citocinas anti-inflamatorias.
Observa-se que a adiponectina reduziu no grupo HTR (1455,79+230,77 pg/ml), comparado ao
grupo STR (1916,23+516,79 pg/ml), ndo apresentando diferenca estatistica nos demais grupos
(S, 1909,46+451,97 pg/ml; H,1571,76£274,58 pg/ml). J& a IL-10, apresentou-se reduzida
HTR (19,35+1,44 pg/ml) em comparacdo a grupo STR (29,51+£11,45 pg/ml) e grupo H
(21,56+3,96 pg/ml). A IL-4 ndo apresentou diferenca estatistica entre os grupos (S, 0,97+0,32
pag/ml; STR, 1,14+0,51 pg/ml; H, 1,00+£0,36 pg/ml; HTR, 0,89+0,29 pg/ml).

Figura 8 - Concentrac0es séricas de citocinas pré-inflamatdrias calorica em ratos Wistar
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IL-8, Interleucina8; PCR, Proteina C Reativa; IL-6, Interleucina 6; TNF a, Fator de necrose tumoral alfa. Dados
apresentados como média £DP. S, sedentério dieta padrdo (n=6); STR, treinado dieta padrdo (n=6); H, sedentéario
dieta hiperlipidica (n=6); HTR, treinado dieta hiperlipidica (n=6). S8o significantemente diferentes entre eles
para p< 0,05. P vs. STR; ¢ vs. H.



33

Figura 9 - Concentrac0es séricas de citocinas anti-inflamatorias cal6rica em ratos Wistar
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Dados apresentados como média £ DP. S, sedentario dieta padrdo (n=6); STR, treinado dieta
padrdo (n=6); H, sedentario dieta hiperlipidica (n=6); HTR, treinado dieta hiperlipidica (n=6). S&o
significantemente diferentes entre eles para p< 0,05° vs. STR; ¢ vs. H.

48  ADIPOCINAS: OMENTINA E VASPINA

A concentracdo de vaspina apresentou-se alterada apenas no soro. Observa-se
que o grupo H mostrou valores significativamente maiores que o apresentado pelo grupo S (S,
112,79+35,07 ng/ml; STR, 103,74+22,88 ng/ml; H, 220,20+97,00 ng/ml; HTR,144,41+32,71
ng/ml). J& no tecido adiposo visceral (TAV) (S, 0,48+0,30 ng/ml; STR, 0,42+0,24 ng/ml; H,
0,79£0,31 ng/ml; HTR, 0,76+0,54 ng/ml), os valores ndo sofreram alteracdes, seja pela dieta

seja pelo exercicio (Figura 10).
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Figura 10 - Concentracéo de vaspina no Soro e tecido adiposo visceral calérica em ratos
Wistar
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Western blot representativo do comportamento da vaspina no Tecido Adiposo Visceral (TAV), Vaspina (47
kDa) no TAV frente aos protocolos experimentais, Resultados expressos em média + DP (n=6). S, sedentério
dieta padrdo (n=6); STR, treinado dieta padrdo (n=6); H, sedentério dieta hiperlipidica (n=6); HTR, treinado
dieta hiperlipidica (n=6). Sao significantemente diferentes entre eles para p< 0,05. 2 vs. S.

Considerando-se a resposta da omentina nos grupos experimentais (Figura 11),
ndo foram encontradas diferencas estatisticas tanto no soro (S, 171,04+41,87ng/ml; STR,
145,00+£23,03ng/ml; H, 154,00+17,67ng/ml; HTR, 144,74+22 74ng/ml) quanto no tecido
adiposo visceral (TAV) (S, 0,89+0,27una; STR, 0,80+0,26una; H, 0,71+0,4una; HTR,
0,61+0,19una), mediante as intervencdes do treinamento e dieta.

Figura 11 - Concentracédo de Omentina no Soro e tecido adiposo visceral calérica em
ratos Wistar
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Western blot representativo do comportamento da omentina Tecido Adiposo Visceral (TAV), Omentina (40
kDa) no TAV frente aos protocolos experimentais, Resultados expressos em média + EP (n=6). S, sedentério
dieta padrdo (n=6); STR, treinado dieta padrdo (n=6); H, sedentario dieta hiperlipidica (n=6); HTR, treinado
dieta hiperlipidica (n=6). S&o significantemente diferentes entre eles para p< 0,05 Sem diferenca entre 0s grupos.
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4 DISCUSSAO
4.1 Efeitos da dieta

Neste estudo objetivou-se analisar quais seriam os efeitos do treinamento
intervalado de alta intensidade no processo inflamatério e no metabolismo de ratos
alimentados com dieta hiperlipidica, em condi¢des de obesidade. O uso da dieta hiperlipidica
para inducdo da obesidade € uma pratica ja estabelecida na literatura (ESTADELLA e col.,
2004; SUK e SHIN, 2015). Estudos realizados com esta dieta tém demonstrado que, com
apenas 3 semanas de consumo, ha alteracbes metabdlicas importantes, como por exemplo o
aparecimento de dislipidemias (DUARTE e col.,, 2008), mostrando a eficiéncia deste
protocolo na inducdo da sindrome metabdlica e obesidade. Embora varios estudos estejam
publicados com a utilizacdo desta dieta como modelo, o percurso metabdlico e inflamatorio
da instalacdo da obesidade e suas comorbidades relacionadas ndo esta totalmente elucidado.
Deste modo, compreender os efeitos da dieta € de grande importancia.

No presente trabalho observou-se que os animais alimentados com a HFD
consumiram diariamente menos ragdo do que os animais alimentados com dieta padréo, assim
como no trabalho de Rocha e col. (2016), no qual os autores observaram que o0s animais dos
grupos alimentados com dieta hiperlipidica também apresentaram um consumo, em grama,
menor que os controles alimentados com dieta padrdo. Este fato pode ser decorrente do
aumento da energia ofertada (5,12 Kcal/g), quando comparado a dieta padrdo (4,07kcal/g)
(ZAMBON e col., 2009). Dentre os possiveis mecanismos que podem explicar estes
resultados destacam-se, além da densidade caldrica, a saciedade e a palatabilidade dos
lipidios. Assim, mesmo consumindo menos quantidade de alimento, ao final do experimento
0s animais alimentados com a dieta hiperlipidica apresentaram aumento de massa corporal
corroborando com resultados encontrados na literatura (ESTADELLA e col., 2004,
SPERETTA e col., 2012)

A literatura também mostra trabalhos que apontam que este modelo de dieta
hiperlipidica é capaz de aumentar a taxa de lipogénese, fazendo com que haja maior acimulo
de tecido adiposo nos depédsitos de gordura (ESTADELLA e col., 2004). Este fato foi

comprovano no presente estudo, uma vez que os depoésitos de gordura abdominal (EPI, RET e



36

VIS) foram significativamente maiores, resultando em dados similares aos encontrados na
literatura (SENE-FIORESE e col., 2008; SPERETTA e col., 2012).

Além do aumento do tecido adiposo abdominal, a dieta provocou um aumento
do TAM, o que ja era esperado, uma vez que dietas ricas em gorduras sdo capazes de elevar a
atividade termogénica do TAM, levando a uma maior sintese de UCP, e, como consequéncia,
h& aumento do peso deste tecido (LeBLANC e LABRIE, 2997; ESTADELLA e col., 2004),

comprovando o efeito termogénico da dieta utilizada em nosso estudo.

Apesar de ndo se observar diferencas no conteudo de glicogénio hepatico entre
0S grupos, os animais sedentarios alimentados com dieta hiperlipidica apresentaram um
menor contelldo de glicogénio muscular e menor peso relativo do mdsculo gastrocnémio,

relacionados ao quadro de obesidade sarcopénica (NETO e col., 2012).

Dentre os o6rgaos, um com grande importancia para a regulacdo do fluxo
metabdlico corporal é o figado. O aumento da deposicdo de lipidios neste tecido pode estar
relacionado ao maior fluxo de acidos graxos e concomitante diminuicdo da beta oxidacdo
provocada pela dieta rica em gordura (GAUTHINER e col.,, 2002). Neste estudo foi
observado que o peso do figado estava reduzido nos animais alimentados com dieta
hiperlipidica. Alguns estudos sugerem que este fato estaria relacionado ao menor contetdo de
glicogénio hepéatico (GAUTHINER e col., 2002; ZAMBOM e col., 2009). Outros trabalhos
sugerem que esses efeitos também podem estar relacionados ao acumulo de gordura pelo
tecido (DUARTE e col., 2003; SENE-FIORESE e col., 2008).

Quanto as fracdes lipidicas, temos que uma das complica¢des advindas do
excesso de gordura corporal sdo as dislipidemias. Apesar da dieta hiperlipidica se apresentar
como um modelo eficiente no desenvolvimento da obesidade, pelo aumento da adiposidade,
com relagdo ao desenvolvimento das dislipidemias, os resultados na literatura ainda séo
controversos. Alguns pesquisadores observaram alteragdes no perfil lipidico (ZAMBON e
col., 2009) e outros, apenas aumento nos TG circulantes (SPERETTA e col., 2012), ou no
colesterol total (DUARTE e col., 2012). No presente estudo, observou-se um quadro de
hipertrigliceridemia, diferente dos achados de Rocha e col. (2016), no qual a dieta
hiperlipidica ndo promoveu alteragdes significativas no TG de ratos Sprague-Dawleynao

treinados. Entretanto, no presente estudo, os animais pertencentes a estes grupos apresentaram
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diferenca significativa para os valores de HDL, sendo menores nos animais alimentados com
HFD.

Como ja descrito, a obesidade é considerada uma pandemia pela saude publica
e esta associada a dislipidemia, aumento da gordura corporal e a um quadro de inflamacéo
cronica de baixo grau, no qual hd maior expressdo de citocinas de carater pro-inflamatério
(IL-6, IL-8, PCR e TNF-a, por exemplo), apresentando relacbes com etiologia de outras
patologias associadas a obesidade (LEAL e MAFRA, 2013; MRAZ e HALUZIK, 2014).
Contudo, neste trabalho ndo foi observado nenhum quadro inflamatorio nos animais
alimentados com a dieta hiperlipidica. Foi observado que os niveis séricos de IL-6, IL-8, PCR
e TNF-o ndo foram alterados significativamente pela dieta rica em gordura. Podemos
hipotetizar que o tempo de exposi¢do a condicdo de maior acimulo de gordura pelos animais
ndo tenha sido suficiente para causar alteracdo na producdo de tais adipocinas com
caracteristicas pro-inflamatorias. Neste sentido, Rocha e col. (2016) também néo observaram
diferenca entre os valores de PCR associados a dieta hiperlipica. Todavia, na literatura
encontramos varios trabalhos de revisdao mostrando o aumento destas adipocinas em quadros
de obesidade (STEFANYK e DICK, 2010; TZANAVARI e col., 2010; JUNG e CHOI, 2014).

A dieta hiperlipidica também ndo promoveu alteracdes significativas nos niveis
de IL-10, IL-4 e adiponectina. Trabalhos de revisdo mostram que a dieta rica em gordura
promove o0 aumento de peso corporal, concomitante com o aumento da adiposidade e este fato
relaciona-se com o aumento da circulacdo de adipocinas pré-inflamatorias e uma diminuicdo
das de carater antiinflamatéria (PRADO e col., 2009; LEITE e col., 2009). Este fato ocorre
porque, como descrito por Choe e col. (2016), a hipertrofia do adipdcito causada pelo
aumento do acumulo de tecido adiposo, por si s6 é capaz de resultar em uma funcéo anormal
da célula e que, sob tais condicGes, esse remodelamento poderia levar a uma desregulacdo na
producdo das adipocinas e outros metabolitos, devido & mudanga do microambiente.
BALIESTARI e col., (2010) corroboram tal fato afirmando que, em condi¢do de obesidade,
tais aspectos séo realmente observados e, dessa forma, acreditamos que o tempo de exposi¢cdo
a dieta hiperlipidica ndo tenha sido suficiente para promover as alterac6es relatadas em outros

estudos.
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Além do quadro inflamatdrio, adipocitocinas como a omentina e vaspina,
podem estar envolvidas com a inflamacdo, além de serem diferentemente expressas em
individuos eutréficos e obesos (HIDA e col., 2010). Estas duas adipocinas estdo sendo
estudadas, uma vez que a literatura sugere que possuem papel de biomarcadores de condi¢bes
patoldgicas relacionadas a resisténcia a insulina (FLEHMIG e col., 2014). No presente estudo,
os valores séricosdevaspina no soro foram alterados pela dieta, corroborando com a literatura
(SHAKER e SADIK, 2013; DIMOVA e TANKOVA, 2015), que mostra que 0s ratos
alimentados com dieta hiperlipidica apresentaram uma concentracdo sérica de vaspina maior
que o grupo alimentado com dieta normocaldrica. Este aumento foi acompanhado pelo
aumento do depdsito de gordura visceral. Ja no tecido adiposo, os valores de vaspina nao
foram significativamente afetados pela dieta hiperlipidica. A vaspina € expressa em maior
quantidade pelo tecido adiposo visceral de ratos obesos em comparacgdo ao tecido subcutaneo.
Possui relagdo positiva entre a massa corporal e a expressdo de mRNA no tecido adiposo
visceral, sugerindo que a expressdo de vaspina esta relacionada a obesidade (DIMOVA e
TANKOVA, 2015). Entretanto, o estudo de Auguest e col. (2011), apesar de encontrar
aumento da expressdo de mMRNA da vaspina em mulheres obesas em comparacdo as mulheres
eutrdficas, ndo demonstrou correlagdo positiva com a obesidade. Em geral, os estudos com
vaspina ainda apresentam resultados controversos, uma vez que alguns apontam auséncia de
relacdo de seus niveis séricos com a obesidade e a distribui¢do da gordura, enquanto outros
atestam tal relacdo de forma positiva (BLUHER, 2012).

Em relacdo a omentina, foi observado, neste trabalho, que a concentracdo
sérica e a concentracdo no tecido adiposo visceral ndo sofreram alteracdes provenientes da
dieta rica em gordura. Estes resultados ndo eram esperados, uma vez que a literatura mostra
que a omentina pode estar significativamente reduzida em ratos obesos, quando comparados
aos ndo obesos (BATISTA e col., 2007; FENG e col., 2013; PREONCA e col, 2014).
Contudo, a literatura ainda traz resultados contraditérios com relacdo a concentracdo de
omentina em quadros de obesidade, uma vez que sua resposta ainda ndo foi totalmente
elucidada (DEROSA e col., 2013; SZKUDELSKA e col., 2014).
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4.2 Efeitos do treinamento

A literatura possui dados sélidos que corroboram a premissa de que 0 exercicio
fisico é capaz de promover reducdo na massa corporal, na adiposidade e na inflamacdo em
ratos (ESTADELLA e col., 2004;DUARTE e col., 2008; SENE-FIORESE e col., 2008;
MIYAZAKI e col., 2010). Contudo, também é de consenso, que diferentes intensidades de
esforco, volumes de treino, frequéncia e duracdo do exercicio, bem como o tipo de dieta
ofertada, sdo capazes de promover diferentes adaptacbes metabolicas (HOROWITZ e col.,
2003).

Entretanto, apesar da extensa discussdo existente, ainda existe muita
controvérsia no que diz respeito as respostas fisiologicas e metabdlicas referentes aos
diferentes protocolos de treinamento. Em uma reviséo de literatura, 19% dos estudos mostrou
aumento da ingestdo alimentar em decorréncia do exercicio aerobio de alta intensidade. No
entanto, 65% dos estudos, a partir de exercicios realizados em intensidade leve a moderada,
ndo relatou aumento da ingestdo alimentar (POMERLEAU e col., 2004). No presente
trabalho, observou-se que o exercicio de alta intensidade foi capaz de reduzir o consumo
alimentar do grupo HTR, quando comparado a STR.

Também foi observado neste estudo que o protocolo de treinamento escolhido,
por si s, ndo foi capaz de prevenir totalmente o ganho de massa corporal dos animais
alimentados com a dieta hiperlipidica, mas desacelerou o processo de engorda. Os resultados
sdo semelhantes aos observados por Speretta e col. (2012), que treinaram (natacdo e exercicio
resistido) animais alimentados com dieta padrdo e rica em gordura (semelhante ao presente
estudo) e argumentaram que alteracbes do peso corporal, tanto em humanos quanto em
animais, estariam mais relacionadas a dieta do que ao exercicio. Por outro lado, Sene-Fiorese
e col. (2008) apresentam dados diferentes para o ganho de massa corporal em animais
treinados com natacdo,X de forma fracionada, X e alimentados com dieta hiperlipidica, onde
foi observado grande diferenca entre o ganho de peso corporal com seus respectivos
controles. Neste estudo, o grupo treinado fracionado (sessdes acumuladas) e alimentado com
dieta hiperlipidica apresentou valores significativamente menores de massa corporal que o

treinado de forma continua (com sessdo unica) e alimentado com mesma dieta.
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Songstand e col. (2015), ao compararem ratas Sprague-Dawleysedentarias as
treinadas com protocolo HIIT, ambos os grupos alimentados apenas com dieta padréo,
observaram que ndo houve diferenca entre a massa corporal dos animais apds 6 semanas de
treinamento, assim como os resultados deste trabalho para os grupos alimentados com dieta

padréo.

Os trabalhos de Ramos-Filho e col. (2015), utilizando apenas ratos machos
wistaralimentados com dieta padrdo, e Rocha e col. (2016), com ratos Sprague-Dawley
alimentados com dieta padrdo e com dieta HFD, utilizaram como meio para aplicacdo do
HIIT a natagéo e, nestes estudos, com relagdo ao ganho de massa corporal, foi observado que
o0 protocolo utilizado foi capaz de atenuar o0 ganho de massa corporal nos animais com relacao

a seus controles, de forma similar aos dados encontrados neste estudo.

Por outro lado, na vigéncia da dieta hiperlipidica, o treinamento HIIT foi capaz
de desacelerar o incremento de ganho de gordura (g) desses animais. Enquanto o grupo H teve
um ganho de 81,10%, o grupo HTR teve um ganho de 37,05%, o que ao final do trabalho,
demonstrou ser uma diferenca significativa. Gordon e col. (2017) trazem algo neste sentido,
pois destacam o fato de animais ativos apresentarem porcentagem de gordura corporal
significativamente menor que animais sedentarios. Resposta muito semelhante a descrita
anteriormente é obtida quando se relativiza o peso da gordura corporal pelo peso total do
animal, evidenciando que o treinamento intervalado de alta intensidade foi capaz de promover
uma desacelaregdo do incremento desta variavel, uma vez que o grupo H apresentou um
aumento porcentual de 29,29% ap6s as 10 semanas de intervencdo, enquanto o grupo HTR

apresentou um aumento inferior a 1%.

Complementarmente, com relacdo as avaliagbes realizadas no DEXA,
observou-se que a massa livre de gordura ndo sofreu acdo da dieta e do treino. Ha que se
considerar que as diferencas encontradas foram apenas entre o teste inicial e final e refletem o
crescimento normal dos animais. O treinamento nédo foi eficaz em produzir aumento na massa

livre de gordura dos animais dos grupos treinados.

Apesar do HIT ter sido eficiente em desacelerar o ganho de massa gorda dos
animais alimentados com dieta hiperlipidica, ao analisarmos os principais estoques de gordura

intra-abdominais, ndo houve alteragdes significativas decorrentes do exercicio para ambas as
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dietas. Esses resultados sugerem que houve maior mobilizacdo de &cidos graxos livres de
outros depdsitos de tecido adiposo branco, durante o exercicio, na vigéncia da dieta
hiperlipidica, como por exemplo, o tecido subcutaneo. Ja foi reportado que dietas ricas em
gordura resultam em aumento na oxidacdo lipidica durante o exercicio (HELGE e col., 2001;
LEAL e MAFRA, 2013). Dados semelhantes séo encontrados no trabalho de Duarte e col.
(2003), mostra que animais treinados de forma continua e os animais treinados “fim de
semana” ndo sofreram alteragOes significativas para os depdsitos de gordura analisados (EPI e
RET). Entretanto, Rocha e col. (2016), ao treinarem ratos alimentados com dieta padréo e rica
em gordura e usarem treinamento continuo e intervalado de alta intensidade na natag&o,
conseguiram observar que o exercicio foi capaz de promover valores menores nos depdsitos

EPI e RET em relacdo aos seus controles.

Apesar dos protocolos de treinamento estarem associados ao aumento dos
estoques de glicogénio muscular (JENSEN e col., 2011), no presente estudo, 0s animais
treinados e alimentados com dieta padrdo, apresentaram menor glicogénio hepatico e
nenhuma alteracdo no glicogénio muscular. Por outro lado, na vigéncia da dieta hiperlipidica,
que tem se mostrado associada com diminuicdo na taxa de glicdlise (CHING e col., 1999), o
treinamento ndo alterou os estoques hepaticos de glicogénio. Por sua vez, no musculo, o HIIT
foi capaz de promover uma normalizacdo dos estoques de glicogénio, apesar dos efeitos

negativos da dieta sobre essa variavel.

Dada a reducdo significativa encontrada no glicogénio hepético do grupo STR
e dos valores menores encontrados para o grupo HTR,X podemos hipotetizar que o tempo
entre as sessOes estava curto, ndo permitindo a reposicdo completa dos niveis de glicogénio,

podendo sinalizar o inicio de um quadro de overtraining (ROGERO e col., 2005)

Com relacdo ao perfil lipidico, autores como Mann, Beedie e Jimenez (2014),
apontam que o exercicio fisico é capaz de promover melhora no perfil lipidico, por meio do
aumento da capacidade do musculo esquelético em utilizar lipidios em oposicdo ao
glicogénio, o que levaria a uma reducdo nos lipidios plasmaticos. Sugere-se que existe uma
dose-resposta linear entre o exercicio fisico e a melhora do HDL-c e que exercicios de alta
intensidade sejam mais indicados para a reducdo dos niveis de LDL-c e triglicerideos. J& no

presente estudo, na vigéncia de dieta padréo, o protocolo aplicado ndo foi capaz de promover
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alterac6es do perfil lipidico, assim como na vigéncia da dieta hiperlipidica.Os resultados estdo
em concordancia aos achados de Batacan Jr. e col. (2016), nos quais hnenhuma das variaveis
acima sofreu alteracdo frente a dieta e ao treinamento dentro de 12 semanas e, parcialmente,
de acordo com os resultados de Shen e col. (2015), nos quais apenas o colesterol total do
grupo sedentéario alimentado com dieta hiperlipidica apresentou-se alterado; porém, em

nenhum grupo treinado o exercicio foi capaz de promover altera¢oes significativas.

Estudos recentes mostram que o exercicio pode alterar as concentraces de
adipocinas em individuos obesos, na tentativa de melhorar estados patolégicos (YOU e
NICKLAS, 2008; STEFANYK e DICK, 2010; GOLBIDI e LAHER, 2014). Neste estudo,
como ja mencionado, aparentemente, a dieta hiperlipidica ofertada aos animais, ndo foi capaz
de promover uma desregulacdo na producéo de adipocinas de um modo geral, entretanto, o
protocolo de treinamento foi capaz de reduzir os niveis de IL-6 no grupo HTR. Além disso, 0
grupo HTR apresentou valores menores de adiponectina em comparacdo a STR e de IL-10
comparado a STR e H. E sabido que o estresse promovido pelo exercicio fisico esta ligado a
um aumento da descarga de catecolaminas e que 0s receptores de catecolaminas presentes nos
macrofagos possuem grande importancia na modulacdo da resposta inflamatéria
(MARTINEZ e ALVAREZ, 1999). Em um quadro de obesidade, a dieta rica em gordura
poderia levar a um aumento das catecolaminas, o que por sua vez, via CREB (CAMPresponse
element-bindingprotein) suprimiria a expressdo de adiponectina (LIU e LIU, 2010). Menores
valores de adiponectina e IL-10 nos animais treinados podem significar, também, que o treino
aplicado foi intenso para a condi¢do metabolica dos animais obesos.

Com relacdo a omentina e vaspina, observamos que tais adipocinas ndo foram
responsivas ao treinamento. Entretanto, segundo Castro e col. (2017) em seu trabalho com
animais diabéticos tipo 2 submetidos a diferentes protocolos de treinamento (aerdbio,
resistido e combinado) apenas o exercicio aerébio foi capaz de modular a omentina, X ao
passo que nenhum meio de exercicio foi capaz de modular a vaspina. Pode-se hipotetizar que
0 modelo de exercicio proposto em nosso trabalho, por ndo mobilizar gordura visceral, nédo foi
capaz de promover alteracGes nas adipocinasomentina e vaspina dentro do tempo proposto.
Outro fato importante é que, uma vez que 0 exercicio proposto provocou desaceleracdo no

ganho de peso corporal dos animais, a qual ndo foi acompanhada por reducéo dos depdsitos
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de gordura analisados, pode-se supor que este exercicio mobilizou preferencialmente os

depdsitos de gordura subcutanea.
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5 CONCLUSOES

O formato de dieta hiperlipidica empregado neste trabalho mostrou-se eficiente
para a inducdo do ganho de peso e aumento do acimulo de tecido adiposo nos animais no

periodo de 4 semanas.

Os resultados reforcam que a vaspina possa ser utilizada como X biomarcador
para obesidade, uma vez que seus valores séricos se apresentaram aumentados nos animais
alimentados com a dieta hiperlipidica, o que ndo aconteceu com a omentina.Ambasadipocinas

nédo foram responsivas ao treinamento.

O treinamento HIT, no formato utilizado, foi capaz de desacelerar o
incremento do acumulo de gordura nos animais alimentados com a dieta hiperlipidica.
Sugere-se que esta desaceleracdo ocorreu pela oxidacéo de gorduras do depdsito subcutaneo,
uma vez que os depositos de gordura visceral, retroperitoneal e epidimal ndo foram

responsivos ao treinamento.

O modelo de treinamento mostrou-se inadequado na condic¢ao de obesidade, ao
reduzir os niveis séricos de adiponectina e IL-10, pelo importante papel de ambas para o

organismo.
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ANEXO 1

Pro Reitoria comisséo de Etica no Uso de Animais o3
. Universidads Federal de S8o Carlos
8 Pesquisa ufeyezm

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto inStulade "EFEITO 0O TREINAMENTO INTERVALADD DE ALTA INTEWSIDADE MNA PRDDLII:‘:.-E\D CE
ADIPOCIMNAS E CITOCIMAS INFLAMATORIAS EM RATOS ALIMENTADOS COM DIETA HIPERLIFIDICA °, protocolado sob o CEUA
n® 38830801 18, sob a responsabilidade de Leandro Ribeiro Costa - que envolve a producio, manutencdo efou utilizagio de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfle Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica jou ensino) - enconfra-se de
acondo oom 05 preceitos da Les 11.784, de & de outubro de 2003, com o Deceto 8888, de 15 de piho de 2008, com as nomas
editadas pelo Conselho Macional de Controle da Experimentagao Animal (CONCEA), e foi aprovado pela Comiss3o de Etica no Uso
de Animais da Universidade Federal de 530 Caros (CEUAUFSCAR) em reunifio de 210032016,

¥We cenify that the proposal "EFFECT OF HIGH-INTEMSITY INTERVAL TRAINING IN THE PRODUCTION OF ADIPOKINES
AMND INFLAMMATORY CITOKIMNES IM MICE FED WITH HIGH-FAT DIET”, utizing 43 Heterogenics rats (28 males), protocol
number CEUA 3333080118, under the responsibidity of Leandro Ribeiro Costa - which inwolves the producton, maintenance
andior use of animals belonging to the phylum Chordata, subphyiem Verebrata (except human beings), for scientific research
purposes {or ieaching) - its in accordance with Law 11.784, of October 8 2008, Decree GBED, of July 15, 2008, with the rules
issued by the Mational Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Commities
on Animal Use of the Federal University of 530 Carlos (CEUAUFSCAR) in the meseting of 03/21/2016.

Vigéncia da Proposta: de 0272016 a 022017 Laboratdrio: Departamento De Educacio Fisica E Motricidade
Hurmana

Procedéncia Biotéro Central
Especie: Ratos heterogenicos Génen: Machos idade: 45a20diaz M 48
Linhagem:  wistar Peso: 1803 200g

Mot & obesldade & uma doenga essencialments caracierizada pelo acumuln excesslvn de tecidn adipos, possul uma efiolga de complaa
geterminagdo, exsindo componeries Inbinsecos e exminsecos, podendo ainda haver Imieragio entre ees. A obesidade esty altaments
comelacdonada 3 Indmeras desordens canfiomeEooicas, dentre alas a dsliplidemia & 3 abemsclercse, por exempl). Recenements, evidencias
mostraram que A obesldade estd relacionada a um quadm de prOCSESD INTamatino, que ocomme em decomEncla o aumento da expressdo de
citncings com caracterisicas Imiamabérios, tals como o THF- 7. Enretanio oulras evidenclas comoboram a lgela de que a prafica ragular de exercico
flsico parece reduzir 3 concentracio destas cionas predmfiamaionas. A Omentng & a Vaspina 530 adlposinas relacionadas 3 obesidads & 5UGs
comomidades. O RESSnts estudD tem como obistivh vertiear o efsHn oo Menamentn Intervalad de ata Inensidade sobve @ produgdo fas
adipocinas Omentina & Vaspina, bam como a posshvel atuaglo da atividade sobre o perll Ipldco & marcadores nMlamaionos em ratos almentados
com dista hiperlipidica.

Sio Caros, 21 de marco de 2016
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Prof. Or. Luiz Femando Takase
Coordenador da Comissdo de Elica no Uso de Animais
Universidade Federal de 530 Carlos



