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RESUMO

O excesso de peso e obesidade ocasionados pelo sedentarismo e pela alimentagao
caracterizada pelo elevado consumode gordura, aparece como um dos principais
fatores de risco para o desenvolvimento de doengas crénicas nado transmissiveis
(DCNTs) e tem agravado o quadro de doengas cardiovasculares e metabdlicas, a
exemplo da Sindrome Metabdlica (SMet). Diante disso, no presente estudo,intentou-
se avaliar os efeitos do destreinamento fisico para a suscetibilidade a sindrome
metabdlica dietética em um modelo murino. Camundongos machos C57BL/6 com
idade entre 10-12 semanas, foram randomicamente divididos em quatro grupos
experimentais: um grupo controle sedentario (CS “chow”) e um grupo destreinado
(D“chow”) alimentados com dieta padrao (Nuvilab® Sao Paulo — SP, Brasil); um
grupo controle sedentario (CS HFD) e um grupo destreinado (DHFD), os quais,
inicialmente, foram alimentados com dieta padrdo e, posteriormente, alimentados
com dieta hipercaldrica, durante o periodo de destreinamento. O treinamento foi
realizado durante 4 semanas, 5 dias/semana, 2 vezes ao dia com 90
minutos/sessao, apenas pelos grupos D “chow” e D HFD. Apds o protocolo de
treinamento, os doisgrupos permaneceram 8 semanas em destreinamento e apenas
os grupos CSHFD e D HFD receberam dieta hipercalérica. Ao término do periodo
experimental,o grupo DHFD apresentou ganho significativo de peso corporale
deposicdo de gordura visceral comparado aos CS HFD e D“chow”.Aglicemia de
jejum foi significativamente maior no DHFD comparado aos demais grupos. O
consumo da dieta “high fat” induziu intolerancia a glicose e reducéo da sensibilidade
a insulina, sendo mais acentuada no grupo destreinado (DHFD). O perfil lipidico
plasmatico apresentou aumento do colesterol nos grupos CS HFD e DHFD; os
triglicerideos e VLDL n&o foram diferentes entre os grupos; observou-se diminuicéo
dos AGNE no grupo D“chow’comparado ao CS “chow”. Associado ao aumento de
massa hepatica, o perfil lipidico hepatico mostrou aumento significativo do colesterol,
fragdo VLDL e triglicerideos no grupo destreinado (DHFD vs CS HFD; DHFD
vsD“chow”).Por outro lado, observou-se diminuicdo de VLDL e triglicerideos no
grupo destreinado D“chow” comparado ao sedentario CS “chow” (D“‘chow”vs CS
‘chow”). No entanto, ndo houve diferenga entre os grupos para os niveis de AGNE
hepaticos. Na andlise histolégica do figado, observou-se deposigdo qualitativa
lipidica para micro e macro vacuolos de gordura apenas no grupo DHFD, e para
micro vacuolos no CS HFD. Os marcadores de dano hepatico ALT e AST, assim
como a razao AST/ALT nao apresentaram alteragdes significativas em nenhum dos
grupos. A atividade sistémica e hepatica da enzima catalase nido apresentou
alteragdo significativa em nenhum dos grupos experimentais, assim como a
atividade hepatica da enzima arginase.Diante dos resultados obtidos, conclui-se que
a ingestao de alimentos hipercaldricos durante o periodo de destreinamento é fator
agravante ao desenvolvimento da obesidade, que, em longo prazo, pode favorecer
ao aparecimento da esteatose hepatica e, em maior grau, da SMet.

Palavras-Chave: Suscetibilidade a Sindrome Metabdlica. Treinamento Fisico.
Destreinamento. Dieta hipercalérica.



ABSTRACT

The growing number of overweight and obese people, caused by sedentary lifestyle
and high-fat eating, appears to be one of the main risk factors for the development of
chronic noncommunicable diseases (CDNTs) and has aggravated the cardiovascular
and metabolic diseases, such as Metabolic Syndrome (SMet). Thus, in the present
study, we attempted to evaluate the effects of physical detraining for the susceptibility
to dietary metabolic syndrome in a murine model. Male C57BL / 6 mice aged 10-12
weeks were randomly assigned to four experimental groups: a sedentary control
group (CS “chow”) and a detraining group (D"chow") fed a standard diet (Nuvilab®
Sao Paulo - SP, Brazil); a sedentary control group (CS HFD) and a detraining group
(DHFD) who initially were fed a standard diet (Nuvilab® S&o Paulo - SP, Brazil) and
later fed a high calorie diet during the detraining period. The training was performed
for 4 weeks, 5 days / week, 2 times daily with 90 minutes / session, only by groups D
"chow" and D HFD. After the training protocol the twogroups remained 8 weeks in
detraining and only the CS HFD and DHFD groups received a hypercaloric diet. At
the end of the experimental period, the animals of the D HFD group presented a
significant gain in body weight and visceral fat deposition compared to CS HFD and
D chow, indicating that detraining accentuates the metabolic effects associated with
the hypercaloric diet. At the end of the experiment, fasting glycemia was significantly
higher in D HFD compared to the other groups. The consumption of the high fat diet
induced glucose intolerance and reduced insulin sensitivity, being more pronounced
in the detraining group (D HFD). The plasma lipid profile showed increased
cholesterol in the CS HFD and D HFD groups; the triglycerides and VLDL were not
different between the groups; there was a decrease of the NEFA in the Dchow group
compared to the CS chow. Associated with increased liver mass, the liver lipid profile
showed a significant increase in cholesterol, VLDL fraction and triglycerides in the
detraining group (D HFD vsCS HFD, D HFD vsD"chow"). On the other hand, there
was a decrease in VLDL and triglycerides in the detraining group D "chow" compared
to sedentary CS "chow" (D"chow" vs. CS "chow"). However, there was no difference
between groups for hepatic AGNE levels. In the histological analysis of the liver,
qualitative lipid deposition was observed for micro and macro fat vacuoles only in the
D HFD group, and for micro vacuoles in the CS HFD. The markers of ALT and AST
liver damage, as well as the AST / ALT ratio, did not show significant changes in
either group. The systemic and hepatic activity of the enzyme catalase did not
present significant alteration in any of the experimental groups, as well as the hepatic
activity of the enzyme arginase. In view of the results obtained, it is concluded that
the ingestion of hypercaloric foods during the detraining period is an aggravating
factor to the development of obesity, which in the long term may favor the
appearance of hepatic steatosis and, to a greater degree, SMet.

Key words: Susceptibility to Metabolic Syndrome. Physical
training.Detraining.Hypercaloric diet.
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1 INTRODUGAO
1.1 Problematizagao

Na atual conjuntura socioecondmica, o sedentarismo aparece como um dos
principais fatores de risco para o desenvolvimento de doengas crénicas nao
transmissiveis (DCNTs). Associado a uma alimentagdo inadequada, a inatividade
fisica tem agravado o quadro de doengas cardiovasculares e metabdlicas, a
exemplo da Sindrome Metabdlica (SMet) (MAZZUCATO, 2013),a qualpode ser
evitada com mudancgas nos habitos e no estilo de vida.

A referida sindrome é caracterizada pela presenga de multiplos disturbios
metabdlicos tais como: diabetes tipo 2, hipertensao arterial sistémica, resisténcia a
insulina, dislipidemia, obesidade central (ALBERTI et al, 2009) e a doencga hepatica
gordurosa nao alcodlica (DHGNA)(NUNES-SOUZA et al., 2016; FRAULOB et al.,
2010; ANSTEEN e GOLDIN, 2006), que por sua vez, atuam como fatores de risco
para o desenvolvimento de doencgas cardiovasculares (DCV) (GRUNDY, 2004).

A inatividade fisica é considerada um dos principais problemas de saude em
todo o mundo (ACMS, 2003) e dados do Ministério da Saude mostramque o
sedentarismo é o quarto maior fator de risco de mortalidade global. Segundo a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), 3,2 milhdées de mortes por ano no mundo
sao atribuidas a atividade fisica insuficiente. Apesar da pratica de exercicios fisicos
estar aumentando no Brasil,ainda é crescente o nUmero de pessoas com excesso
de peso no pais, uma vez que 53,8% dos brasileiros estao acima do peso e 18,9%
da populagao esta obesa(BRASIL;2016).

A obesidade é um dos maiores problemas de saude publica do mundo, sendo
um fator de risco para doencas crbnicas, as quaisrespondem por 72% dos 6bitos no
pais (VIGITEL, 2016).Segundo SERTIE (2010), o excesso de peso e a obesidade,
consideradas como principais causas da SMet, estdo mais relacionados a
inatividade fisica do que a alimentagaocom alto teor de gordura, excesso de cloreto
de sddio,baixo consumo de frutas, hortalicas e vegetais. Embora existam evidéncias
bem documentadas na literatura sobre os efeitos do exercicio fisico para a saude
(LAVIE et al., 2015), o ritmo de vida acelerado, o avango tecnolégico, bem como
aspectos socioeconémicos interferem na pratica continua de exercicios fisicos

(GREEN et. al., 2017). Assim, mesmo 0s mais assiduos praticantes de exercicios
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fisicospodem apresentar motivos que os impecam de pratica-los rotineiramente.
Nesta diregcdo, por destreinamento entende-se a interrupgdo do treinamento fisico
por tempo suficiente para a diminuicdo do desempenho desportivo e/ou aptidao
fisica(MUJIKA INIGO, 2000).0 fato de o exercicio fisico apresentar acdo sobre o
controle metabdlico, sistema musculo esquelético e fungdo cognitiva, e que
individuos com niveis elevados de atividade fisica tém menor prevaléncia e menores
taxas de mortalidade por DCV(FERNANDES et al., 2015),atenta-nos a questionar se
um periodo de destreinamento fisico, posterior a pratica de exercicio aerdbico,

influenciaria no desenvolvimento e no agravamento da SMet.
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1.2 Justificativa

Em dez anos (2006 a 2016) houve um aumento em 26,3% no numero de
pessoas com excesso de peso e de 60% de pessoas com obesidade no Brasil
(BRASIL, 2016).Neste levantamento, tem-se que os principais fatores séao
ocasionados pela alimentacido inadequada, caracterizada pelo elevado consumo de
alimentos refinados e industrializados com alto teor calérico, e o sedentarismo que
aumenta com a idade, apesar dos esforcos dos 6rgdos de saude no sentido de
melhorar a alimentacdo e em proporcionar a pratica de atividade fisica (BRASIL,
2016).

Neste sentido, apratica regular de atividade fisica é fundamental para a
manutencado da saude e prevengao e/ou tratamento das DCNTs, que por sua vez,
sao resultados de diversos fatores condicionantes, destacando-se a genética e o
estilo de vida, das quais a SMet se apresenta cada vez mais frequente (NUNES-
SOUZA et al., 2016). No entanto, o ritmo de vida cada vez mais acelerado tem
deixado menos espaco para a pratica de atividade fisica regular como também para
a alimentacdo equilibrada e saudavel, tendo em vista o0 aumento do consumo de
alimentos “prontos”, industrializados (SBEM, 2014).

No cenario exposto, sabe-se que o treinamento fisico aerébio previne e/ou
reduz disturbios metabdlicos induzidos por dieta hipercaldrica (HIGA, 2012), e é
eficaz como um agente terapéutico ndo farmacoldgico para varias situagbes de
morbidade (ELEUTERIO-SILVA et.al, 2013). Ademais, as adaptacdes fisioldgicas
adquiridas com o treinamento fisico sdo reversiveis com a inatividade (SERTIE,
2010). Essa dultima é vistano principio da reversibilidade, a qual defende que a
suspensao e/ou redugao do treinamento leva ao reajuste dos sistemas corporais, de
acordo com a diminuicdo do estimulo fisiologico (MONTEIRO, 2011). No entanto,
pouco se sabe acerca da suscetibilidade aSMet quando cessado o treinamento
fisico, em comparacgéao ao individuo que nunca praticou treinamento fisico regular.

Diante das premissas elencadas, este estudo avalia a suscetibilidade a SMet,
com enfoquenos agravos metabdlicos durante o periodo de inatividade fisica em
camundongosque foram anteriormente submetidos ao treinamentofisico pornatagao.
Para tanto, utilizou-se um modelo animal de treinamento fisico e SMetcom
camundongos (Mus musculus),visto queapresentam genoma muito parecido com o

do ser humano, aproximadamente 99% (CONSORTIUM, 2002), além de protocolos
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ja padronizados tanto por outros grupos (EVANGELISTA et al., 2003) quanto pelo
nosso Laboratorio.

Neste contexto, intenta-se avaliar as alteragbesnoscomponentes
metabdlicosque podem contribuir para o entendimento do papel do destreinamento
fisico associado a dieta hipercalérica como fator de risco ao desenvolvimento de

doencgas metabdlicas, como aquelas descritas na SMet.
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20BJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Avaliaros efeitos do destreinamento fisico na suscetibilidade a sindrome
metabdlica dietética em um modelo murino.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar parametros metabdlicos, biométricos e teciduais, tais como: peso
corporal, peso tecidual relativo,glicemia de jejum, tolerancia a glicose e

resisténcia a insulina em todos os grupos experimentais;

¢ Mensurar o perfil lipidico plasmatico (colesterol, triglicerideos, acidos graxos nao
esterificados e VLDL);

e Avaliar o perfillipidico hepatico: colesterole fragcdo VLDL, triglicerideos eacidos

graxos nao esterificados;

e Avaliar as alteragdes morfo-funcionaise deposi¢cdo qualitativa lipidica hepatica
através da analise histologica do figado e mensuragao sistémica de marcadores

de dano hepatico (alanina aminotransferase e aspartatoaminotransferase);

e Mensurar a atividade sistémica e hepatica da enzima envolvida no equilibrio

redox,catalase;

¢ Mensurar a atividade hepatica da enzima arginase.
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3. REVISAO DA LITERATURA
3.1 Sindrome metabdlica do conceitoao tratamento
3.1.1 Conceito

O termo SMetpassou a ser utilizado em meados da década de 1990(FREITAS et
al, 2008) para designar uma doenga complexa que envolve varios agravos, fatores
de risco para doengas cardiovasculares, dentre eles:obesidade visceral(ALBERTI et
al, 2009),dislipidemias, hipertensao, resisténcia a insulina(OMS,1998;NCEP-ATP llI,
2001), diabetes (IDF,2005)e, mais recentemente, doenca hepatica gordurosa néo
alcodlica (DHGNA) (NUNES-SOUZA et al., 2016; FRAULOB et al., 2010; ANSTEEN
e GOLDIN, 2006) (Figura 1).

Figura 1- Representagcao esquematica dos agravos da SMet.

S O
Dislipid

Inflamagdo {
ObesidadeVisceral
/

/
Estado pré-trombético |

Fonte: Autora. Adaptado de (RASK-MADSEN et al., 2012).

Notas:Agravos e fatores de risco para doengas cardiovasculares (*DCV): obesidade visceral,
dislipidemia, estado pré-trombotico, hipertensao, resisténcia a insulina, inflamagéao,diabetes
e doencga hepatica gordurosa nao alcodlica (‘DHGNA).

Entretanto, datam da década de 20 as primeiras suspeitas de correlacao entre

alguns desses componentes,mas foi somente em meados da década de 40,com
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estudos de Jean Vague, que foi demonstrada a associagdo entre a obesidade e
disturbios metabodlicos(MATSUZAWA et. al., 2011; CORNIERet. al., 2008; FREITAS
et. al.,, 2008). A partir dai verificou-se também um maior risco para o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares em obesos.

Até chegar ao conceito atual, a SMet recebeu outras denominagdes a medida em
que as correlagbes entre os agravos foram evidenciadas. Inicialmente foi chamada
de “Sindrome da obesidade visceral’, quando verificado que a dislipidemia com
depdsito de gordura, principalmente na regido abdominal, predispunha a intolerancia
a glicose (FREITAS et. al, 2008).Mas foi em 1988, na conferéncia
BantingLectureque Gerald Reavensinalizou as implicagdes da resisténcia a insulina
nao somente em obesos, mas também em individuos ndo obesos com tolerancia a
glicose normal. Esta teria um papel central no metabolismo da glicose, dos lipidios e
na hipertensdo arterial ao qual se associou ao risco de doencas
ateroscleroticas(REAVEN; CHEN, 1988). Reaven propds o termo Sindrome X e a
ocasiao é vista como o marco para os estudos sobre a SMet.

Na sequéncia, ainda foi chamada deQuarteto mortal, Sindrome da resisténcia a
insulina(CORNIERet. al., 2008; MATSUZAWAet. al.,2011),Sindrome
plurimetabdlica(CIOLAC; GUIMARAES, 2004)ou sindrome
cardiometabdlica(NEGRAO et. al., 2010). Na sua forma original,a referida sindrome
inclui resisténcia a insulina, intolerancia a glicose, hiperinsulinemia, aumento do
VLDL, de triglicerideos, diminuicdo do HDL e hipertensao(FREITAS et.al., 2008).
Sabe-se hoje que ha outras comorbidades associadas aSMet tais como: apneia do
sono, problemas respiratérios, e varios tipos de cancer, a exemplo o endometrial, de
mama e de préstata (NEGRAO et. al., 2010).

3.1.2 Critérios de Diagndstico

Diante da complexidade da SMet,um dos maiores desafiospassou a ser o seu
diagnostico, pois observou-se que ndo € necessaria a presenca de todos os
agravosconcomitantemente para que se estabeleca a doenga.Com o intuito de
facilitar as investigacbes,as organizagdes de saude por todo 0 mundo passaram a
estabelecer critérios para melhor identificagdo da sindrome e assim facilitar as
investigagcdes clinicas, epidemioldgicase de intervengdo.Contudo, ndo ha um

consenso sobre esses critérios de diagndstico, sendo a principal dificuldade, a



25

determinagdo do método para constatagdo da resisténcia a insulina;seguido das
diferencgas étnicas e regionais das populagdes, o que dificulta a pratica clinica.Dentre
os critérios mais usuais estdo os da Organizagao Mundial da Saude (OMS), os do
“NationalCholesterolEducationProgram’sAdultTreatmentPanel [II* (NCEP-ATP Ill) e
os da “International Diabetes Federation” (IDF).

A Organizagao Mundial da Saude (OMS, 1998) propbs os primeiros critérios de
diagndstico para a SMet.Neste, a doenca seria identificada na presenca da

resisténcia a insulina associada a dois ou mais componentes dos quais: obesidade,

dislipidemia, hipertensao arterial e microalbuminuria.No entanto, a complexidade do

metodo para a determinacdo da resisténcia a insulina e o uso do teste de tolerancia
a glicose limita seu uso na pratica clinica.

Em 2001, o NCEP-ATP Il propbés a hiperglicemia de jejum somada a trés ou
mais componentes:obesidade, dislipidemia e hipertensao arterialpara a identificacao
da SMet, que pela praticidade do diagndsticopassou a ser a definigdo mais aceita.

A definicdo do IDF,em 2005, foi uma tentativa de unificar os critérios existentes
considerando a etnia populacional e a obesidade central como principal critério para
o diagnostico da SMet conforme a Tabela 1.

Com base nas premissas elencadas,os principais critérios de diagndstico para a
Sindrome Metabdlica de acordo com a OMS, NCEP-ATP Ill e IDF estdo expressos

na Tabela 2.



Tabela 1-Valores de circunferéncia da cintura conforme etnia para diagnéstico
de SindromeMetabdlica (IDF, 2005).

Circunferéncia da Cintura

Homem Mulher
Europeus 294 cm =80 cm
Americanos =102 cm =88 cm
Sul-asidticos =90 cm =80 cm
Chineses =290 cm =80 cm
Japoneses =90 cm =80 cm

Sul-americanos e central-

americanos

Africanos

Populagdo mediterranea

e arabe

Usar ponto de corte para sul-asiaticos

Usar ponto de corte dos europeus ate que dados
especificos estejam disponiveis
Usar ponto de corte dos europeus ate que dados

especificos estejam disponiveis.

Fonte:“International Diabetes Federation” - IDF (2005).
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Tabela 2- Critérios de diagnoéstico para Sindrome Metabdlica, segundo diferentes

diretrizes.
oms’ NCEP-ATP III? IDF?
Resistencia & DM 2%, IGJ°ou  Glicemia de jejum  Glicemia de jejum
Insulina cllizees =110 > 100mg/dL =100 ma/dL ou
mg/dLpara Diagndstico prévio
individuos nao 4
diabéticos. e
Obesidade Central RCQ° Homens CC’ Definida de acordo
Homens> 0.90 2102 cm com CC especifica
Mulheres > 0.85 Mulheres CC por etniaou
e/ou >88 cm IMC® = 30 Kg/m2

IMC®> 30 Kg/m2

Dislipidemia TG"> 150 mg/dL TG"2 150mg/dL TG"> 150 mg/dL
HDL'"-colesterol ~ HDL'"-colesterol  HDL'’- colesterol
Homens Homem Homens
< 35 mg/dL <40 mg/dL <40 mg/dL
Mulheres Mulheres Mulheres
<39 mg/dL <50 mg/dL <50 mg/dL

Pressao Arterial

= 140/90 mmHg

= 130/85 mmHg

= 140/90 mmHg

Microalbuminuria

= 20 g/min ou

Albumina/creatinina = Sl
Fonte: Adaptado de 'Organizacdo Mundial de Saude (1998); “National
CholesterolEducationProgram’sAdultTreatmentPanel 111" (2001); *International Diabetes

Federation” (2005); “Diabetes Mellitus; °Intolerancia a glicose em jejum; °Relagéo Cintura
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— Quadril; “Circunferéncia da Cintura; ®indice de Massa Corpérea; °Triglicérides; '° "high
densitylipoprotein’(lipoproteina de alta densidade).

3.1.3 Prevaléncia da SMet no Brasil

No Brasil, a miscigenacao da populacéo e a falta de consenso sobre os critérios
de diagnéstico da citada sindrome, dificulta a identificagdo e as investigagbes
epidemiolégicas e de intervengcdo da mesma.

A prevaléncia mundial da SMet, entre a populagao adulta, varia de 25% a 35%
(BORTOLETTO et al., 2014). Embora nao haja dados dos 6rgaos de saudesobre a
prevaléncia da SMetna populagao brasileira, os estudos transversais (KUSCHNIR et.
al., 2016;SAAD et. al., 2014; VIDIGAL et.al,,
2013)apresentamestimativasemdiferentespopulacbes no pais, apesar das
diferengasmetodoldgicasquantoaoscritérios de diagndsticoutilizados.

Em estudo realizado com adolescentes de 12 a 17 anos, em escolas das
macrorregiées do Brasil (KUSCHNIR et. al., 2016), a prevaléncia nacional foi de
2,6%, considerando os critérios de diagnodstico do IDF para criangas e
adolescentescom até 15 anos(IDF,2007), e em adolescentes com mais de 16
anos,utilizou-se os critérios IDF para adultos (IDF, 2005). Na populagdo adulta,
encontrou-se uma variagao da prevaléncia entre 7,1%, em adultos jovens, e 56,9%
em idosos (BORTOLETTO et.al., 2014). Vidigal e colaboradores (2013) encontraram
uma prevaléncia geral de 29.6%na populagao brasileira entre 19 a 64 anos com
SMet, considerando critérios de diagndstico do NCEP-ATP Ill. Quando considerada
a populacdo idosa, essa prevaléncia aumenta consideravelmente, e dependendo do
critério de diagnéstico utilizado, varia ente 45,6% (NCEP-ATP Ill) a 68,9% (JIS —
Joint Interim Statement).

Nos ultimos anos, o Brasil passa porum periodo de transicdo epidemioldgica,
como crescimento significativo das DCNTs em relagdo asdoengas infecciosas. Estas
constituem umproblema de saude que responde por mais de 70% das causas de
mortes no Brasil e também s&o responsaveis por gerar incapacidades e alto grau de
limitagdo das pessoas doentes, com expressiva perda de qualidade de vida(IBGE,
2014).

Por constituir um sério problema de saude publica, que gera alto custo para o
sistema de salde, as DCNTs tem impulsionado a busca por acdes voltadas a sua

prevencdo e tratamento. O Programa de Vigildncia de Fatores de Risco para



28

Doencgas Cronicas Nao Transmissiveis do Ministério da Saude monitora a frequéncia
e distribuicdo dos principais fatores de risco. Os inquéritos domiciliares, Pesquisa
Nacional por Amostra de Domicilios (PNAD), Pesquisa Nacional de Saude (PNS) do
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) sao realizados a cada cinco
anos, enquanto a Vigilancia de Fatores de Risco e Protecédo para Doencas Crbnicas
por Inquérito Telefénico (VIGITEL) é realizada anualmente(IBGE; 2014).

Embora a SMet ndo seja evidenciada pelos programas de vigilancia em saude,
possivelmente pela dificuldade de diagndstico, o excesso de peso e a obesidade,
principais causas da citada sindrome,tém sido abordados por esses programas com
o proposito de desenvolver e fortalecer agdes de cuidado das DCNTSs.

Em 2004,uma comissao organizada por representantes da Sociedade Brasileira
de Hipertensdao (SBH), Sociedade Brasileira de Cardiologia (SBC), Sociedade
Brasileira de Endocrinologia e Metabologia (SBEM), Sociedade Brasileira de
Diabetes (SBD) e Associacdo Brasileira para o Estudo sobre a Obesidade
(ABESO),elaborou a | Diretriz Brasileira de Diagnostico e Tratamento da SMet(l-
DBSM, 2005).

O documento se baseia nos critérios de diagnéstico da OMS (1998), NCEP-ATP
Il (2001) e IDF (2005), mas recomenda a definicho do NCEP-ATP Il pela
simplicidade e praticidade. Dispde ainda de recomendagbes quanto a prevengao
primaria da SMet,ao preconizar a adogao de estilos de vida relacionados a
manutencdo da saude, como dieta equilibrada, com baixo teor de gordura,
principalmente aquelas saturadas,bem como apratica regular de atividade fisica,
preferencialmente desde a infancia;do tratamento n&o medicamentoso, que
considera a realizacdo de um plano alimentar associado ao exercicio fisico; do
tratamento medicamentoso decomorbidadescomo a hipertensdo arterial, diabetes
mellitus, dislipidemias e obesidade, como também de abordagem conjunta,
considerando medidas terapéuticas tanto medicamentosas quanto néo

medicamentosas.

3.1.4 Fatores de risco para SMet

Segundo a OMS, cinco dos fatores de risco para DCNTs estao relacionados a
alimentacdo e a atividade fisica:hipertensao arterial, hipercolesterolemia, ingestao

insuficiente de frutas, hortalicas e leguminosas, sobrepeso ou obesidade e
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inatividade fisica, dos quais trés deles tém impacto no desenvolvimento da SMet(l-
DBSM, 2005).

Uma alimentagdo com mais de 30% de gordura, provoca um processo
inflamatdrio sistémico presente em pessoas obesas(NOGUEIRA et al., 2017), além
de comprometer a mobilizagdo, a captacdo e oxidacdo de gordura pela
desregulacdo da lipase lipoprotéica (LPL) e da lipase hormdnio sensivel
(LHS)(FARIAS et. al., 2013).Essa desregulagdo também ocorre com a diminuigaoda
LPL no musculo esquelético ao passo que aumenta nos adipdécitos, o que por sua
vez inibe a LHS e diminui o metabolismo de gordura, aumentando seu
armazenamento nos adipécitos (BROOKS et.al.,2013).

A grande quantidade de gordura corporal, tanto de depédsito de gordura visceral
quanto de gordura subcutdnea e muscular (NEGRAO et. al., 2010), relaciona-se
aresisténcia a insulina (RI),principal componente da SMet.No entanto, a deposi¢cao
de gordura na regido abdominal apresenta um risco maior no desenvolvimento da
RI, além de afetar o metabolismo hepatico com a liberagdo de gordura diretamente
na circulagdo portal (BROOKS et.al.,2013). Além disso, o acumulo de gordura no
figado pode progredir para a DHGNA, o que aumenta o risco de doenga cardiaca
isquémica e diabetes mellitus (SINGH et al., 2015).

Essa liberacdo de &cidos graxos livres na circulagdo portal aumenta as
concentragdes de colesterol VLDL, comprometendo a degradagaode triglicerideos e
estimulando a producgao de LDL, resultando em dislipidemia, como também diminui a
capacidade do figado de depurar a insulina, causando hiperinsulinemia (BROOKS
et.al.,2013;NEGRAO et. al., 2010). Por outro lado, a persisténcia do estado
hiperinsulinémico resulta na RI e posteriormente em tolerancia a glicose reduzida e
DM2 (HIGA, 2012).

O DM2 por sua vez, pode causar complicacbes cardiovasculares como a
hipertensao arterial sistémica (BERGAMO, 2010), que também pode ser ocasionada
por ingestdo elevada de sal, o que aumenta o0 volume sanguineo, assim como
resisténcia vascular periférica.Em obesos, a razdo do volume expandido do tecido
acarreta diminuicdo da densidade capilar (BROOKS et. al., 2011).

O aumento da massa corporal também acarreta desordens musculoesqueléticas
como a osteoartrite e dores de coluna por modificagdes posturais (BROOKS

et.al.,2011). Além disso, ha prejuizos na captagéo de glicose no musculo esquelético
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decorrente da deposi¢gdo de gordura no mesmo (BERGAMO, 2010; GUERRERO-
ROMERQO et. al., 2010).

O tecido adiposo desempenha um papel central na regulagdo do metabolismo
energético, sendo responsavel pelo armazenamento de energia, distribuicdo e
mobilizacao de lipideos e pela regulagdo homeostatica da glicose(LUO; LIU, 2016).
No entanto, o acumulo de gordura também é responsavel pelo aumento do estresse
oxidativo, um importante mecanismo daSMet associado a obesidade(FARIAS et. al.,
2013;FURUKAWA et al., 2004).

A geracdo de compostos oxidantes e a atuagdo dos sistemas de defesa
antioxidantes, durante os processos metabdlicos, caracteriza o Status Redox, sendo
o desequilibrio dessa reacao denominada de estresse oxidativo(SIES, 1985) (Figura
2).

Figura 2- Representagao esquematica do desequilibrio redox.

! Antioxidantes

Oxidantes

No desequilibrio redox ha maior geragdo de compostos oxidantes em detrimento dos
antioxidantes ocasionando estresse oxidativo. Fonte: Autora, 2018, adaptado de Guedes,
2009.

A geragao de radicais livres constitui um processo continuo e fisioldgico. Sua
producdo, emproporcdes adequadas, atua em varias reagdes bioquimicas
necessarias e participa de mecanismos de defesa durante o processo de infeccao.

Porém, a produgao excessiva pode resultar em danos oxidativos (BARBOSA et al.,
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2010; SIES, 1997) como a morte das células B do pancreas no diabetes tipo |, na
injuria tecidual por perfusao apds cirurgia e em algumas formas de cancer (BROOKS
et.al.,2013).

O sistema de defesa antioxidante tem a funcao de inibir e/ou reduzir os danos
causados pela acao deletéria dos radicais livres e/ou espécies reativas nao radicais,
esse sistema pode ser enzimatico constituido pelas enzimas: superéxido dismutase
(SOD), que dismutaradicais superoxidos (1); a catalase , que por sua vez, degrada o
peréxido de hidrogénio em agua e oxigénio (2); e a glutationaperoxidase (GPX) que
catalisa a reducao de H,O, com auxilio da glutationa reduzida (GSH) resultando em
glutationadisulfito (duas moléculas de glutationa) e agua (3), e ndo enzimatico que
pode ser constituido por uma variedade de substancias de origem enddgena ou
dietética (MENEZES-SILVA, 2016; BROOKS et al.,2013; BARBOSA et al., 2010;
SIES, 1997).

20,7 +2H" 5P H,0,+ 0, (1)
2H,0; _ “AT— 2H,0+0, (2)
2GSH +H202 _ ®"*_ GSSG + H20 (3)

No que tange as defesas antioxidantes ndo enzimaticas, estas incluem o acido
ascorbico (vitamina C), a tocoferol (vitamina E), retinol (vitamina A), o selénio,
ubiquinona e os flavonoides(MENEZES-SILVA, 2016; BROOKS et.al.,2013).

O estresse oxidativo decorrente de espécies reativas nao radicais esta
relacionado a elevada produgdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
(ERONSs). Essas espécies sao produzidas naturalmente pelo metabolismo celular, e
em condicdes adequadas auxiliam na defesa do organismo contra agentes
infecciosos, sendo prejudiciais em excesso, ocasionando doengas como cancer,
aterosclerose (MENEZES-SILVA, 2016) e outros disturbios cardiovasculares,
diabetes e doencga deAlzheimer (MIRANDA, 2017).

A arginase, uma metaloenzima que hidroliza L-arginina para L-ornitina e ureia,
pode ocasionar acdo antioxidante ou pré-oxidante por esta envolvida na
biodisponibilidade de '‘NO, haja vista que sua diminuicdo desempenha papel
importante na patogénese dos agravos cardiometabdlicos (MENEZES-SILVA, 2016;
RABELO et. al., 2015).
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Quando do tecido adiposo, o estresse oxidativoesta associado ao aumento de
adipocinas pré-inflamatérias como TNF-a (“tumoral necrose fator a”; fator de necrose
tumoral a),interleucina-1(IL-1B) e interleucina-6 (IL-6)(LUO; LIU, 2016; FARIAS et.
al., 2013), o que contribui para o aumento da RI e do DM2. Por outro lado, a
inflamacao crénica, também esta associada a doencas neurodegenerativas como
Parkinson e Alzheimer, além de cancer de c6lon e mama (MIRANDA, 2017).

Somando-se a isso, outro fator relevante envolvido no desenvolvimento da
obesidade e disturbios relacionados é a desregulagcédo de Leptina, um horménio da
saciedade que regula o equilibrio energético, a ingestdo alimentar, e
consequentemente,0 peso corporal; além de modular o metabolismo de glicose e
lipideos.Alguns efeitos da leptina, in vitro, incluem a redug¢ao da agao da insulina nos
hepatécitos, aumento da oxidacdo de acidos graxos e deplecdo de triglicerideos.
Portanto, a leptina € um dos fatores responsaveis pelo controle de acbes e
sensibilidade a insulina(MORVAN et. al., 2009). Camundongos com deficiéncia de
leptina apresentam aumento da ingestdo de alimentos, hiperplasia, diminuicdo do
dispéndio de energia e consequentemente obesidade grave de inicio precoce. Além
disso, a leptina conduz as células-f pancreaticas a modulagdoda homeostase da
glicose produzindo efeitos na secregao e expressao de insulina(LUO; LIU, 2016).

Portanto, a disfuncédo do tecido adiposo desempenha um papel proeminente no
desenvolvimento da obesidade e disturbios relacionados, como a resisténcia a
insulina, doengas cardiovasculares, diabetes, depressao, cancer (LUO; LIU, 2016) e

consequentemente para SMet.

3.1.5 Tratamento da SMet

Por se tratar de uma doenca de fatores de risco inter-relacionados, a SMet
apresenta um aumento de 2,5 vezes na mortalidade (VIDIGAL et. al.,, 2013; |-
DBSM,2005). O tratamento exige uma abordagem terapéutica preferencialmente
associada a medidas ndo medicamentosas comoo plano alimentar e a pratica de
exercicio fisico. No entanto,faz-se necessario utilizar medicamentos para o
tratamento das comorbidades especificas (I-DBSM, 2005).

A I-DBSM, recomenda o tratamento medicamentoso como objetivo de reduzir a
morbidade e a mortalidade, além de prevenir 0 agravamento metabdlico.No que se

refere ao tratamento ndo medicamentoso,a recomendacao é de adogédo de um plano
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alimentar capaz de promover a redug¢ao sustentavel do peso corporal inicial entre
5% e 10%, com ingestdao de calorias e macronutrientesconforme Quadro 1.,
associado a realizagao de exercicio fisico como indicado no Quadro 2. Além disso,
sugere-se o controle das situagdes estressantes, cessagcdo do fumo e controle na

ingestado de bebida alcodlica.

Quadro 1- Plano alimentar recomendado para a SMet, segundo a |- DBSM.

Calorias e macronutrientes Ingestao recomendada
Carboidratos 50% — 60% das calorias totais
Fibras 20 g - 30 g/dia
Gordura total 25% — 35% das calorias totais
Acidos graxos saturados (AGS) < 10% das calorias totais
Acidos graxos poliinsaturados (AGPI) até 10% das calorias totais
Acidos graxos monoinsaturados (AGMI) até 20% das calorias totais
Colesterol < 300 mg/dia
Proteina 0,8 g a 1,0 g/kg peso atual/dia ou

15%

Adaptado da | — DBSM, 2005.

Em geral, a recomendagéo da I-DBSM para exercicio fisico por individuos com
SMet é de pelo menos 30 minutos de atividade fisica leve amoderada de forma
continua ou acumulada na maioria dos dias de semana. Exige aumento das

atividades diarias, bem como de atividades de lazer mais ativas.

Quadro 2 — Recomendacgoes de exercicio fisico para individuos com SMet de acordo
com a |I-DBSM.

Tipo de Exercicio Exercicio aerdbio (caminhada, ciclismo, corrida,

natagao, danca)

Frequéncia 3 a 5 vezes/semana

Duragéao 30 — 60min continuos

Intensidade Moderada (50% — 70% da FC de reserva ou 50% — 65%
do VO2)

Tipo de Exercicio Exercicios resistidos (musculagao, pilates)
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Frequéncia Em associacdo com os exercicios aerdbios
Duragéao N&o especificado
Intensidade Com peso, até 50% da forga maxima

Adaptado da I-DBSM, 2005.

O treinamento fisico para pessoas com SMet, ou mesmo obesas requer
prescricao especifica e supervisionamentocuidadoso, pois estas tendem a ter maior
incidéncia de doencas cardiovasculares, e o exercicio de alta intensidade pode
resultar em um risco aumentado de mortalidade(NOGUEIRA et. al., 2017).

As pessoas acometidas pela SMet acima de 35 anos devem realizar uma
avaliagao clinica e ergométrica (teste de esforgo) antes da pratica deexercicio fisico,
e para os participantes de programa de exercicio fisico individualizado, o teste
ergométrico ou ergoespirométrico,obrigatoriamente (MORVAN et.al., 2009; I-DBSM,
2005).

Uma vezque o] €XCesso de peso e a obesidade,
consideradoscomoprincipaiscausas da SMet, estaomaisrelacionados a
inatividadefisica do que com a alimentagaoinadequada(SERTIE, 2010; NEGRAO et.
al., 2010; CIOLAC; GUIMARAES, 2004), o exerciciofisico & utilizadocomo um
importanterecursoterapéuticondomedicamentoso, tantopara o]
tratamentoquantoparaprevencdo (MIRANDA, 2017;ELEUTERIO-SILVA et. al., 2013;
FARIAS et. al., 2012).

3. 2Aspectos conceituais da Atividade Fisica eExercicio Fisico

Os termos atividade fisica e exercicio fisico sao frequentemente utilizados como
sinbnimos, no entanto, atividade fisica é definida como todo movimento corporal
produzido por musculos esqueléticos que resultam em gasto energético, ou seja,
sao atividades do dia a dia. A atividade fisica pode ser classificada como atividades
de lazer, atividades domésticas, laborais e de locomocdo (MENEZES-SILVA, 2016;
ACMS, 2014;CASPERSEN et. al., 1985).

Por outro lado, o exercicio fisico € um subtipo da atividade fisica, definido como
toda atividade fisica planejada, estruturada e repetitiva, com intensidade, frequéncia

e duragao pré-determinadas com o objetivo de desenvolver, manter e/ou melhorar



35

componentes da aptidao fisica. Esses componentes podem estar relacionados a
saude, como aptidao cardiorrespiratéria, flexibilidade, composicao corporal e forca e
resisténcia muscular; ou relacionados ao desempenho esportivo, como agilidade,
velocidade, coordenagao, equilibrio e poténcia (MENEZES-SILVA, 2016; ACMS,
2014;CASPERSEN et. al., 1985).

O exercicio fisico pode ainda ser dividido em anaerdbico e aerdbico, dependendo
do substrato energético predominante utilizado para a realizacdo do mesmo
(MENEZES-SILVA, 2016). O exercicio anaerdbico caracteriza-se por atividades de
poténcia e velocidade que duram poucos segundos até um minuto e utilizam fontes
de energia imediatas como ATP-CP (Adenosina Trifosfato — Creatina fosfato);
glicose e glicogénio muscular, a exemplo o levantamento de peso e corrida de 100 a
400m respectivamente (BROOKS et. al., 2013). O exercicio aerdbico caracteriza-se
por exercicios de resisténcia, com duracdo acima de dois minutos e sua fonte
energética € proveniente de mecanismos oxidativos: glicogénio muscular e hepatico,
glicose e lipidios. Como exemplo a maratona (BROOKS et. al., 2013).

Datam do final do século XIX os primeiros estudos sobre a atividade fisica como
meio de promogdo da saude (NOGUEIRAet. al., 2017), desde entdo um volume
crescente de investigacbes busca desvendar os mecanismos fisioldgicos da
atividade fisica e do exercicio fisico e os seus efeitos para a saude, considerando a
prevencao e o tratamento de doencas.

Aatividade fisica e/ou exercicio fisico promovem adaptagdes fisiolégicas em
diversos 6rgaos e sistemas que resultam em uma melhoria da qualidade de
vida(SERTIE, 2010; CIOLAC; GUIMARAES, 2004). Exercicios regulares aumentam
a capilaridade muscular, levando a uma melhora da capacidade oxidativa(MOTTA,;
MANDARIM-DE-LACERDA, 2012)einduzem adaptacbes cardiovasculares como
bradicardia, diminuicdo da presséo arterial, mesmo em individuos com predisposicéo
a hipertensao(MORVAN et. al.,2009).

Os exercicios fisicos aerobicos tem efeito lipolitico por aumentar a mobilizagcaode
4cidos graxos em funcdo da demanda energética aumentada (SERTIE, 2010),
aumentam os niveis de colesterol HDL e diminuem os niveis de triglicerideos, LDL e
VLDL.Além disso, aumentam a atividade das enzimas LPL e HSL, diminui o
tamanho dos adipdcito e melhoram sua resposta a insulina(SOUZA, 2011).

Pessoas com resisténcia a insulina melhoram a sensibilidade em 22% apds a

primeira sessdao de exercicios e em 42% apdés seis semanas de
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treinamento(MORVAN et. al.,, 2009).0 aumento da sensibilidade a insulina pelo
exercicio é independente da reducido de peso e mudangas na composi¢cao corporal.
Ademais, ha indicagdes de que o exercicio fisico diminui a resisténcia a insulina no
figado e aumenta a sinalizagdo e a captagdo de glicose nos adipdcitos (SOUZA,
2011).

O exercicio fisico também exerce influéncia sobre o equilibrio entre ataque
oxidativo e os mecanismos dedefesa antioxidante. Durante os exercicios fisicos,
principalmente de resisténcia, ocorrea formagdo de EROS. No entanto,com o intuito
de proteger os tecidos contra os danos causados por estas EROS, enzimas
antioxidantes como SOD, CAT e GPX/GR respondem de maneira adaptativa,
elevando suas atividades nos tecidos e 6rgaos de individuos treinados(PRADA et.
al., 2004).

A arginase é outra enzima que pode ocasionar agao antioxidante, mas também
pode ser pro-oxidante, isto por que estd envolvida na biodisponibilidade de
oxidonitrico(*NO), importante agente nos mecanismos de vasodilatagao (MENEZES-
SILVA, 2016; RABELO et. al., 2015; PERNOW; JUNG, 2013).

A arginase e a eNOS utilizam a L-arginina como substrato, sendo assim, o
aumento da atividade da arginase pode reduzir a disponibilidade de L-arginina para
a NO sintase, reduzindo a producao de *NO, aumentando a formacdo de EROs e
levando a disfungéo endotelial (PERNOW; JUNG, 2013).

O aumento da atividade e expressao de arginase desempenha papel importante
na patogénese dos agravos cardiovasculares (MENEZES-SILVA, 2016; RABELO et.
al., 2015; PERNOW; JUNG, 2013) ao ponto que a inibicdo da arginase aumenta a
biodisponibilidade de *NO, reduz o estresse oxidativo e melhora a fungao vascular
(PERNOW; JUNG, 2013).

O exercicio fisico aerdbico também estimula a liberacdo de *NO das células
endoteliais, e embora haja evidéncias consideraveis mostrando a associacdo do
treinamento fisico e *NO, existem poucos relatos demonstrando a associagcao do
treinamento fisico com arginase.(TSUKIYAMA et. al, 2017).

TSUKIYAMA e colaboradores (2017) verificaram que a atividade da arginase
aumentouparalelamente ao aumento do nivel de exercicio, e queo exercicio fisico
aerdbico induziu um aumento transitério nas EROs das mitocéndrias, o que induziu
o coativador de transcricao nuclear, PGC1a /  a ativar varios fatores de transcricao

nuclear, incluindo o PPARy eseus alvos, superdxido dismutase (SOD) 1, SOD2,
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glutationaperoxidase (GPx) 1 e catalase (CAT), resultando na acédo deenzimas
endogenas de defesa de EROs no musculo esquelético, indicando que apéds a
intervengao com treinamento fisico aerébico houve aumento da capacidade anti-
oxidativa.

Em vista do exposto, sugere-se que o exercicio fisico aerébico € um recurso para
a protecdo das células contra o estresse oxidativo e um fator importante para a
prevencdo de DCV por aumentar a biodisponibilidade de *NO intrinseco e a
atividade de enzimas anti-oxidantes (TSUKIYAMA et. al, 2017). Por sua vez, é
utilizado para melhorar a qualidade de vida e diminuir as taxas de mortalidade
associadas a SMet(MORVAN et. al, 2009).

3.3Modelos animais para aSMet e Exercicio Fisico

Os animais sao utilizados em pesquisa mesmo antes de Cristo com cientistas
como Aristoteles, Galeno e Hipocrates que procuravam em varias espécies as
semelhangas e diferengas entre os 6rgaos dos animais e do homem para entender
processos patologicos que afetavam a espécie humana, com a chamada ‘patologia
comparada’. Os modelos animais podem ser comparados com o homem, baseado
nas semelhangas anatémicas e fisiopatolégicas(ANDRADE et. al, 2002).

Por depender de técnicas invasivas, o estudo de mecanismos fisiolégicos nem
sempre é possivel de ser realizado em humanos, por isso, tém-se como opc¢ao a
utilizacdo de modelos animais(MENEZES-SILVA, 2016)que podem ajudar os
estudos relacionados a pesquisa clinica(MOTTA; MANDARIM-DE-LACERDA, 2012).

Os camundongos (Mus musculus) passaram a ser mais utilizados nas pesquisas
por apresentarem seu genoma muito parecido com o do ser humano,
aproximadamente 99% (WATERSTON et. al., 2002), além de serem pequenos,
muito proliferos, ter periodo de gestacdo curto, ser de facil manipulacido e
manutencdo(ANDRADE et. al, 2002;CHORILLI et. al., 2007).

Além disso, o genoma do camundongo pode ser facilmente modificado para
reproduzir doencgas e disfungdes observadas em humanos (CHORILLI et. al., 2007)
como também é possivel identificar os genes envolvidos na adaptagédo de exercicios
agudos e crénicos(KREGEL et. al, 2006).

O modelo genético para obesidade é o LEP°®

, CUjos animais ndo possuem a

proteina leptina, apresentam hiperfagia, hiperglicemia, intolerdncia a glicose,
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hiperinsulinemia, aumento no nimero e tamanho dos adipdcitos e aumento de peso
em até trés vezes a mais que o peso normal em quatro semanas(ANDRADE et. al.,
2002; CHORILLI et. al., 2007).

Outra forma bastante utilizada para reproduzir a obesidade em camundongos é
por ingestao de dieta hipercalérica com alto teor de gordura(NUNES-SOUZA et. al.,
2016;FRAULOB et. al., 2010; GUEDES, 2009). O modelo dietético para a SMet é
amplamente utilizado por se aproximar do padrdo dietético dos individuos
acometidos pelo agravo, tanto os roedores quanto os humanos tendem a ganhar
peso com alta ingestao caldrica (NOVELLI et. al., 2007).Como dito anteriormente, a
maioria dos componentes da SMet estao relacionados a alimentagcédo inadequada e
a inatividade fisica. O exercicio fisico promove alteragdes em praticamente todos os
orgaos e tecidos do corpo, contribuindo com muitos beneficios para a saude; assim
como a falta de exercicio implica em muitos problemas crénicos de saude (KREGEL
et. al,2006).

Dentre os modelos experimentais de exercicio estdo os deesteira rolante, da
roda de exercicio voluntario e da natacdo, cadamodelo apresenta diferencas
nodesempenho, também relacionado a espécie animal utilizada(KREGEL et. al,
2006). Camundongos C57BL/6 estdo entre as piores espécies para a pratica de
exercicio em esteira rolante, pois o treino prolongado pode afetar suas
articulagdes.Juntamente com o grau de controle de variaveis como a intensidade,por
parte do pesquisador, e o custo financeiro, estes aspectos definem a escolha do
modelo experimental(KREGEL et. al, 2006).

Além de diferentes modelos experimentais de exercicio, ha uma variedade de
protocolos que diferem entre si na duragado (quantidade de semanas) e nas sessodes
de treinamento (minutos/sessdes), na frequéncia (MENEZES-SILVA, 2016) e na
intensidade(CAMPOQOS et. al.,2014; EVANGELISTA et al., 2003). Contudo, a escolha
do protocolo depende do objetivo do estudo, no que se refere aosaspectos agudos
ou crbnicos da adaptacdo ao exercicio(KREGEL et. al, 2006),e do resultado
esperado,a exemplo condicionamento fisico (PRADA et. al., 2004), recuperagao
cardiaca e anti-inflamatéria(PUHL et. al., 2015), tratamento de DHGNA, obesidadee
resisténcia a insulina(SCHULTZ et al., 2010).

De acordo com American Psychological Association (KREGEL et. al, 2006), os
roedores sdao mais utilizados em experimentos utilizando a natagdo como

modalidade de exercicio, principalmente, por apresentar uma capacidade inata de
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nadar. Uma das principais vantagens do exercicio de natacédo é o recrutamento
deumgrande volume de massa muscular, com adaptagdes extensivas ao sistema
cardiovascular. Além disso, a natacao requer aparelhos menos dispendiosos e a
duracao e a carga do exercicio podem ser controladas.

Evangelista e colaboradores (2003)avaliaram diferentes protocolos de
natacaoconsiderando intensidade, frequéncia e duracdo do treinamento fisico com
natacdo para designar um protocolo capaz de promover ajustes aerdbicos e
hipertrofia cardiaca fisiolégica em camundongosC57BL / 6J.

Diante do exposto, o protocolo testado porEvangelista e colaboradores (2003)
(com duracdo de 4 semanas, 5 dias por semana,2 vezes por dia, sem carga
adicional) foi utilizado no presente estudo por estimular respostas do metabolismo
aerobico, com intensidades de moderada a alta para camundongos, sem
necessidade de sobrecaga e estar associado a beneficios para a saude em geral

que respondem as necessidades de tratamento da SMet.

3.4Destreinamento e a suscetibilidade a SMet

Ao contrario do sedentarismo, que trata da falta de atividade fisica, o termo
destreinamentorefere-se a interrupgdo do treinamento fisico por tempo suficiente
para diminuicdo do desempenho desportivo e/ou aptidao fisica(MUJIKA; PADILHA,
2000). Essa interrupgdo € também diferente do intervalo relacionado ao descanso
necessario entre as sessdes de treinamento, ou entre as repeticdes do exercicio,
este é fundamental para que haja adaptagéo fisiolégica, a qual, por sua vez
promovera melhora na aptidado fisica e no desempenho desportivo (MONTEIRO;
NEIRA, 2011).

Dentre os principios do treinamento fisico, o da reversibilidade afirma que
enquanto o treinamento fisico pode aumentar o desempenho, odestreinamentoo
reduzira (BROOKS et. al., 2013; MONTEIRO; NEIRA, 2011;MUJIKA; PADILHA,
2000). A suspensao ou reducdo do treinamento fisico reajusta os sistemas
corporais, de acordo com a diminuigao do estimulo fisiolégico, o que leva o individuo
destreinado por periodos prolongados a condi¢gdes proximas a de um sedentario
(MONTEIRO; NEIRA, 2011).

Em estudo de 12 semanas de destreinamento em atletas com regularidade de

treinamento,Coyle e colaboradores (1984) observaram declinio do volume sistdlico
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de 10% a14% que implicou em rapida perda de condicionamento cardiovascular,
enquanto que o VOzmax teve uma queda de 7% na primeira semana de
destreinamento, estabilizando-se em um nivel 16% abaixo do nivel de treinamento, e
embora o débito cardiaco e o volume sistdlico tenham sido reduzidos, o VO,max
permaneceu em 17% acima dos niveis de um sedentario. A maioria das adaptagdes
ocorreram no intervalo de 8 semanas, incluindo aumento de 18% no consumo de
oxigénio e de 17% na frequéncia cardiaca, mas o maior declinio ocorre durante a
primeira semana de destreinamento.(MONTEIRO, 2011;NIEMAN, 2011; MUJIKA;
PADILLA, 2000).

Interessantemente, mesmo apoés 12 semanas de destreinamento, os atletas
apresentaram alto nivel de densidade capilar com queda de apenas 7%, o que
indica adaptagcbes persistentes, que segundo estudos podem ser mantidos
reduzindo a frequéncia de pratica de exercicios e aumentando a intensidade
(NIEMAN, 2011; MONTEIRO, 2011).

O treinamento aerdbico e o destreinamento tem o potencial de alterar, nao
apenas dimensdes cardiacas(EVANGELISTA; BRUM,1999), mas também
contratilidade miocardica, pré-carga e pds-carga durante o repouso e condigbes de
exercicio (NEUFER, 1989).

Tradicionalmente conhecida como “memoria muscular”, o aumento de nucleos
musculares adquiridos com hipertrofia pode permanecer apés meses de
destreinamento e parece nao ser dependente da manutengcdo da hipertrofia. O
aumento de mionucleos posteriormente retarda a atrofia pelo destreinamento, e
consequentemente proporcionam um retorno mais rapido aos niveis de forgca do
inicio do treinamento(BRUUSGAARD et. al., 2010). No entanto, a diminuicao do
potencial metabdlico muscular ocorre em dias ou semanas apos a cessacido do
treinamento(NEUFER, 1989).

Atletas destreinados mostram um declinio inicial rapido na atividade enzimatica
oxidativano musculo(NEUFER, 1989).Evidéncias confirmam que no destreinamento
ha uma maior dependéncia de carboidratos como substrato de energia e diminuicdo
do metabolismo lipidico (BAE et. al., 2017; MUJIKA; PADILHA, 2000).

A cessacao do treinamento fisico também resulta em rapido acréscimo da massa
adiposa e ganho de peso. O aumento da ingestao caldrica leva a um acréscimo da
massa adiposa, que esta relacionada ao aumento da atividade lipogénica(BAE et.
al., 2017; SOUZA, 2011; PAULLI, 2007).
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Atualmente, tem-se destacado a propriedade do tecido adiposo branco (TAB) em
secretar citocinas pro-inflamatérias produzidas e secretadas pelos adipécitos, dentre
elas o TNF a, que se correlaciona negativamente com o metabolismo da glicose
induzindo a resisténcia a insulina (SOUZA, 2011;TRAYHURN; BEATTIE,
2001;HOTAMISLIGIL et al., 1995). Mesmo odestreinamento de curto prazo é
suficiente para diminuir a agdo da insulina(DIRKS et al., 2016; PAULI, 2007).

Nessas condi¢cdes, 0 aumento da adiposidade provocada pelo destreinamento é
capaz de desenvolver o diabetes e aobesidade.Em estudo de 4 semanas de
destreinamento, Souza (2011) verificou que os animais destreinados aumentaram a
ingestdo alimentar e tiveram um incremento de massa adiposa epididimal superior
aos grupos treinados e sedentarios, indicando que o destreino é capaz de provocar
uma rapida diminuicdo na atividade da enzima LPL, no tecido muscular e aumento
da atividade no tecido adiposo o que contribui para disponibilizagao de acidos
graxos que podem ser acumulados em forma de triglicerideos. (SOUZA, 2011).

Considerando que o aumento do peso corporal e da adiposidade ocasionado
pelo consumo de dieta com alto teor de gordura, também observados em condi¢des
de destreinamento, independente da dieta, esta relacionado as dislipidemias, a
DHGNA e a resisténcia a insulina e podem progredir para a SMet, o presente estudo
teve como objetivo avaliar se o destreinamentofisico aumenta a suscetibilidade a

SMet dietéticaem camundongos C57BL/6.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais e delineamento experimental

Os animais, camundongos C57BL/6 machos provenientes do Biotério Central

(BioCen) da UFAL, foram mantidos no Laboratério Experimental (LabExp) do
Laboratério de Reatividade Cardiovascular (LRC/ICBS-UFAL) sob condigbes de ciclo

claro-escuro de 12 horas, temperatura de 22° + 1°C, com exaustor de baixo ruido e

dieta e agua “ad libitum”. O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da UFAL (Protocolo 070/2014).

Com idade entre 10-12 semanas, os animais foram randomicamente divididos

em quatro grupos experimentais de gaiolas coletivas:

Grupo controle sedentario (CS “chow”; n=4), que nao foi submetido ao
protocolo de natacdo e cujos animais foram alimentados com dieta
padrao (NuviIab®Séo Paulo - SP) durante todo periodo experimental,
Grupo destrinado(D“chow”; n=5), que foi submetido ao protocolo de
natacao e cujos animais foram alimentados com dieta padréo(NuviIab®
Sé&o Paulo - SP) durante todo periodo experimental;

Grupo controle sedentario + HFD (CSHFD; n=6), que nao foi submetido
ao protocolo de natagdo e os animais foram inicialmente alimentados
com dieta padrdo (Nuvilab® Sdo Paulo - SP) e apds 4 semanas,
alimentados com dieta hipercalérica (HFD — “high fat diet”, com ~58,4%
das calorias provenientes de lipidios saturados) (Nunes-Souza, et al.,
2016);

Grupo destreinado + HFD(D HFD; n=5), que foi submetido ao protocolo
de natacdo e foram alimentados com dieta padrao (Nuvilab® Sdo Paulo
- SP)durante o periodo de treinamento; e posteriormente foram
alimentados com dieta hipercaldrica(HFD — “high fat diet”, com ~58,4%
das calorias provenientes de lipidios saturados), durante o periodo de

destreinamento.Figura 3.
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Figura 3- Representagao esquematica do delineamento experimental.
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Divisdo randémica dos grupos. Inicialmente, durante as 4 semanas do protocolo de natagéo,
dois grupos treinados e alimentados com dieta padrao (Nuvilab® Sdo Paulo - SP) e dois
grupos controle sedentarios alimentados com dieta padrdo (Nuvilab® Sdo Paulo - SP);
posteriormente, os quatro grupos, em inatividade fisica, dois grupos continuaram a ingerir
dieta padrao (Nuvilab® Sao Paulo - SP), CS e D; dois grupos passaram a ingerir dieta HFD
(Nunes-Souza, et al.,2016), CS HFD e DHFD.

— 4 semanas

~— 8 semanas

4.2 Dieta hipercalodrica

A dieta hipercaldérica oferecida aos animais sob a forma de pelletfoi
manipulada e padronizada no LRC (NUNES-SOUZA et al., 2016) contendo 58,4%
das calorias provenientes dos lipidios saturados, 26,6% de carboidratos e 15% de
proteinas. A dieta padrdo(Nuvilab®Sdo Paulo - SP) continha 14% das calorias
provenientes dos lipidios, 63% de carboidratos e 23% de proteinas. A Tabela 3
mostra a composi¢ao dos macronutrientes das dietas utilizadas, sendo ilustradas na

Figura 4.
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Tabela 3-Distribuigao do percentual calérico dos macronutrientes das dietas padraoe

hipercalérica.

Macronutriente Dieta padrao Dieta hipercalérica
Carboidratos (% cal6rico) 63,0 26,6
Proteinas (% caldrico) 23,0 15,0
Lipidios (% calérico) 14,0 58,4

Fonte: (NUNES-SOUZA et al., 2016).

Figura 4 — (A) dieta padrao para roedor;(B) dieta hipercalodrica.

4.3 Treinamento

O treinamento foi realizado em tanque aquatico de vidro(Figura 5), com
divisdo de raias individuais sob temperatura controlada (30 + 2°C) (EVANGELISTA
et. al., 2003). Os grupos D “chow” e D HFDpassaram por adaptagéo ao treinamento
durante uma semana, onde o tempo das sessdes, iniciado em 20 minutos,
foiaumentado gradualmente de 10 em 10 minutos até atingir aquele estipulado no
protocolo, 90 minutos. Os grupos CS “chow” e CSHFD foram mantidos no tanque
aquatico por apenas 5 minutos com o intuito de mimetizar o estresse causado aos
animais pelo contato com a agua. O protocolo de treinamento teve duragcédo de 04
semanas, com frequéncia de cinco dias semanais, duas vezes ao dia, com 90
minutos por sessdo, em horario pré-estabelecido (1% sessao iniciando entre
11h30min e 12h; 22 sesséo iniciando entre 16h30min e 17h), respeitando o intervalo
de descanso de 4 horas entre as sessdes, conforme calendario de treinamento no

Quadro3.Apo6s o periodo de natagao, os animais dos grupos D “chow” e D HFD
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ficaram em inatividade fisica por 8 semanas, periodono qual os grupos CSHFD e D
HFD passaram a ingerir dieta hipercaldrica (HFD — “high fat diet”, com ~58,4% das

calorias provenientes de lipidios saturados).

Figura 5- Tanque aquatico de vidro. Foto de acervo préprio.

Tanque aquatico de vidro, com divisdo de raias individuais sob temperatura controlada (30 +
2°C).

Quadro3 - Calendario de treinamento. Periodo de adaptagao do 1° ao 7° dia; Periodo
de treinamento do 8° ao 20° dia.

Semana 1 Dia 1 Dia 2
20’ 30’

Semana 2 Dia 6 Dia 7
70° 80’

Semana 3

mw Z » O v MmO

Semana 4

O w Z2>» O MmO

Nota: O descanso sempre em dias de quarta-feira e domingo.

4.4 Avaliagodes invivo
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4.4.1 Ingestao alimentar e peso corporal

A ingestao liquida e sdlida dos animais foi mensurada trés vezes por semana
em balanga semi-analitica (0,001 g; Shimatzu® Barueri — SP, Brasil) durante todo o
protocolo experimental, sempre no mesmo horario, ao final da tarde. Ao final do
periodo experimental foi realizada uma estimativa da quantidade de alimento sélido
ingerida por cada animal, normalizada pelo peso corporal dos animais, ou seja, a
média de consumo semanal foi dividida pelo peso de cada animal.

O peso corporal dos animais foi mensurado em balanga semi-analitica (0,001
g; Shimatzu®Barueri — SP, Brasil), uma vez por semana, nos mesmos dias e horarios

durante todo o protocolo experimental.

4.4.2 Glicose de jejum

Os niveis de glicose foram mensurados com aparelho Accu-
ChekPerforma®Roche®Sao Paulo— SP, Brasil) nos tempos T0, antes do protocolo
de treinamento, T1 ao término do protocolo de treinamento e antes da oferta de dieta
hipercaldrica, T2 apds quatro semanas de oferta de dieta hipercalérica e T3 ao final
de oito semanas de oferta de dieta hipercaldrica.A glicemia foi avaliada apés um
periodo de jejum noturno de 12 horaspor meio de um pequeno corte na ponta da

cauda do animalpara a coleta de sangue a partir da veia caudal.

4.4.3 Avaliacdo da tolerancia a glicose e sensibilidade a insulina

O teste de tolerancia a glicose foi realizadocom osanimais em jejum noturno
de 12 horas.30 minutos antes do teste, os animais foram pesados e foi verificada a
glicemia de jejum em aparelho Accu-Chek®Performa(Roche®Sao Paulo— SP, Brasil).
O teste se deu pela aplicagao intraperitoneal de 2 g de glicose.kg'1do peso corporale
mensuragdo dos niveis glicémicos nos intervalos de 15, 30, 60, 90 e 120
minutos(NUNES-SOUZA et. al, 2016).

Dois dias depois do teste de tolerdncia a glicose foi realizado o teste de
sensibilidade a insulina.Os animais foram mantidos no estado alimentado, 30

minutos antes do teste, os animais foram pesados e foi verificada a glicemia em
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aparelho Accu-Chek®Performa(Roche®Séo Paulo— SP, Brasil). Foi feita a aplicagéao
intraperitoneal de 0,75 U de insulina/kg do peso corporal. A insulina utilizada foi de
acdo rapida (Humulin®Sao Paulo — SP, Brasil). Os niveis de glicose foram avaliados,

assim como no teste supracitado nos intervalos de 15, 30, 60, 90 e 120 minutos.

4.5 Eutanasiados animais

Apods o término do protocolo de indugcdo da SMet dietética (NUNES-SOUZA
et. al., 2016) em periodo de destreinamento, os animais foram submetidos a jejum
noturno de 12 horas, foram anestesiados com cetamina/xilasina (110/10 mg/kg;
i.p.),tomou-se a medida de comprimentonasoanal, para o calculo do indice de Lee,
descrito abaixo(Figura 6)e em seguida, foram sacrificados por pungéo cardiaca. O
sangue coletado durante a pungao foi armazenado em tubos tipo “eppendorf®’(Sao
Paulo — SP, Brasil) de 1,5 mLcom 2 pl de heparina (25 Ul/mL). Em seguida, foram
centrifugados a 3500 rpm por 10 minutos a 4°C para a separagao do plasma e dos
eritrocitos. Na sequéncia, coletaram-se o figado, coragéo, pulmdes, rins, intestino e
musculos gastrocnémio e soéleo, cérebro, tecido adiposo marrom, tecido adiposo
epididimal, perirenal e mesentérico. Os 6rgaos foram pesados em balanca semi-
analitica (0,001 g; Shimatzu®Barueri — SP, Brasil) e armazenados em freezer —80°
juntamente com o plasma e eritrécitos.Fragmentos do lobo direito do tecido hepatico
foram destinado ao processamentohistologico. A tibia direita foi removida para
medida do comprimento em paquimetro (Tramontina®Carlos Barbosa- RS, Brasil)a
fim de avaliar o crescimento animal e normalizagao do peso tecidual.

O indice de Lee, associado a outros dados antropométricos e metabdlicos, &
utilizado para a determinagao da obesidade em murinos e consiste na divisdo da raiz
cubica do peso corporal (g) pelo comprimento nasoanal (cm) e multiplicado por 1000
(MALAFAIA et. al, 2013; NOVELLI et. al, 2006).

Figura 6 - Comprimento nasoanal (Comprimento do focinho ao inicio da cauda do
animal em cm).
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0’

Fonte: Autora, Foto de acervo préprio.

4.6 Peso relativo tecidual

Todos os tecidos retirados foram normalizados pelo comprimento da tibia,
utilizando a equagao (Peso Tecidual (g) /Comprimento da Tibia (mm)x 100 (YIN et
al, 1982) onde o peso do tecido foi dividido pelo comprimento da tibiado animal e

multiplicado por 100,sendo os resultados demonstrados em percentual.

4.7 Avaliagdes sistémicas e hepaticas
4.7.1Avaliagao do perfil lipidico plasmatico

Os niveis de colesterol e triglicerideosplasmatico, assim como os acidos
graxos nao esterificados (AGNE) foram mensurados por meio de kit comercial
(Labtest®BeIo Horizonte-MG,Brasil) adaptado para microplaca, conforme esquema
daFigura 6. As amostras de plasma (12 pL),foram diluidas em tampao PBS 0,01 M
na proporgédo de 1:50 para colesterole triglicerideos. Adicionou-se a microplaca 100
ML da amostra diluida, em seguida, 100 uL do reagente para cada teste (colesterol e
triglicerideos) e100 pyL dos padrbes para cada teste. Apds incubagao a37°C durante
10 minutos, a absorbancia foi determinada em leitor para microplaca
(ThermoScientific®Sa0 Paulo — SP, Brasil) no comprimento de onda de 492 nm. As
concentragdes de VLDL foram estimadas (VLDL = TG/5) utilizando as equagdes de
Friedewald (FRIEDEWALD et al., 1972).

Para quantificacdo dos AGNE plasmatico foi utilizado 10uL de plasmasem
diluicdo. Adicionou-se 5uL de amostra em cada poco, em seguida 150 pL do
Reagente 1. Apds incubacgao a 37°C por 3 minutos adicionou-se 75uLdo Reagente 2
e incubou por mais 4 minutos e 30 segundos a 37°C para determinagaoda

absorbancia em leitor para microplaca (ThermoScientific®Sdo Paulo — SP, Brasil)
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nos comprimentos de onda de 546 e 660nm.O resultado foi obtido pelo calculo da

equacao da curva padrao de AGNE pela equacéao da reta.

Figura 7- Esquema para dosagem em microplaca.
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aspartatoaminotrasferase (AST)foram utilizados “kits”(Labtest®, Belo Horizonte-MG,

Brasil). As amostras de plasma, 10uL foram diluidas na proporc¢ao 1:4. Adicionou-se

20uL da amostra diluida em cada pogo, em seguida 200 pL do reagente de trabalho

. As leituras foram realizadas em leitor para microplaca (ThermoScientific®S&o Paulo

— SP, Brasil) no comprimento de onda de 340nm nos tempos 0, 1, 2, 5 e 15 minutos

a 37°C. Além da atividade de cada enzima separada, avaliou-se também a razao

entre elas, AST/ALT.

4.7.3 Avaliacao do perfil lipidico hepatico

Para a determinacao do perfil lipidico hepatico,fez-se necessario a extragcao

de lipidios totais dos hepatécitos.Para isso,utilizou-seatécnica descrita por Folch e

colaboradores (1957). Sucintamente, aproximadamente 100 mg de tecido hepatico

foi triturado em solucao de cloroférmio:metanol (CHCI3:MeOH - na proporg¢ao 2:1). O
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homogenato obtido foi centrifugado apds a adigao de 400 pL de MeOH, a 3000 rpm
por 10 minutos a temperatura ambiente. Na sequéncia, o sobrenadante reservado
em tubo previamente pesado. Acrescentou-se 800 uL de CHCI; e 640 pL de cloreto
de sadio (NaCl 0,73%) e, novamente foi realizada uma centrifugagéo nas condigbes
anteriormente descritas, sendo a fase inferior utilizada para a etapa seguinte, que
consistiu na lavagem desta com 600 pL de solugéo de Folch (3% de CHCIs, 48% de
MeOH, 47% de agua destilada e 2% de NaCl a 0,29%)por trés vezes. Apds cada
procedimento de lavagem, os tubos foram submetidos a uma nova centrifugagao e o
sobrenadante, desprezado. Os tubos foram mantidos em estufa 37 °C, overnight,
para obtencao dos extratos lipidicos que foram quantificados gravimetricamente em
balanca analitica e normalizados pelo peso tecidual hepatico total.

Os extratos lipidicos obtidos, por sua vez, foram ressuspensos e
homogeneizados em 500 uL de isopropanol. Este foi utilizado para a mensuragéo do
nivel de triglicerideos e colesterol no tecido hepatico, seguindo a mesma
metodologia descrita no item 4.7.1, diferindo nas proporgdes de diluicdo, que foram
de 1:10 para colesterol, e 1:50 para triglicerideos.

Para quantificacdo dos acidos graxos néo esterificados (AGNE) hepatico foi
utilizado 10 pL doextrato lipidico de figado diluido em PBS na propor¢ao 1:10 e

seguiu-se a mesma metodologia descrita no item 4.7.1.

4.7.4 Avaliagao histologica hepatica

O processamento histologico foi realizado em colaboragdo com a
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

O Iébulo direito do figado obtido apds a eutanasia dos animais, foram fixados
por imersao em formalina tamponada 10% por, no maximo, 16 horas. As amostras
foram incluidas em parafina seguindo o protocolo LRC, e em seguida foram
seccionadas em micrétomo manual (Leica® Wetzlar, Alemanha), tendo-se de 4-6 um
como padrao para a espessura de corte. Em seguida, as laminas foram devidamente
coradas com Hematoxilina e Eosina (HE) e aanalise morfologica realizada em
microscopio éptico de luz (Olympus ® Shinjuku, Téquio, Japdo) no aumento de 400x.

Os resultados representativos foram expressos por grupo experimental.

4.7.5 Mensuracio da atividade da catalase plasmatica e hepatica


https://www.google.com.br/search?q=Wetzlar+Alemanha&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MDQvSclVgjAts4yrtLSyk63084vSE_MyqxJLMvPzUDhWGamJKYWliUUlqUXFAJewRmNEAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjmi9r1xPHZAhXElJAKHVIdABUQmxMI3QEoATAS
https://www.google.com.br/search?q=Shinjuku&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LQz9U3SCssTlHiBLEMjSqyjLS0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDEj7ymQwAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjrtIL1xfHZAhVMhJAKHVrCBAQQmxMI1QEoATAP
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Para a mensuracgao da atividade das enzimas envolvidas no equilibrio “redox”,
fez-se necessario a obtencdo de homogenato hepatico. Para isso, aproximadamente
100mg do tecido hepatico de cada animal foi homogeneizado em tubo de plastico de
1mL com o volume correspondente de Ripa Buffer (1:10) e coquetel de inibidores,
mantidos em gelo durante todo o processo. A cada dez amostras homogeneizadas,
mixadas em VortexMixer(VelpScientifica®Porto Alegre — RS, Brasil), as amostras
foram sonicadas por 20 segundos e depois transferidas para “eppendorf® (S&o
Paulo — SP, Brasil) de 1,5 mL e foram centrifugados a 14.000 rpm por 20 minutos a
4°, Na sequéncia, foram feitas aliquotas do sobrenadante, as quais foram
armazenadas em freezer —80° para anadlises posteriores.

A atividade da catalase foi mensurada por metodologia descrita por Fonseca
e colaboradores (2014). Para catalase plasmatica, utilizou-se 10 yL de plasma
diluido na proporcdo 1:1 em tampao da amostra.Uma curva padrao foi preparada
para calcular a concentracdo da enzima nas amostrase o produto reacional foi
quantificado em leitor para microplaca (ThermoScientific®S&o Paulo — SP, Brasil) no
comprimento de onda de 540 nm.

Para catalase hepatica, 20 yL do homogenato hepatico foi diluido na
proporcdo 1:500 em tampao. A atividade da catalaseplasmatica e hepatica foi

normalizada pela concentragao de proteinas hepaticas (BRADFORD, 1976).

4.7.6 Mensuracgao da atividade da Arginase hepatica

Para a mensuragdo da atividade enzimatica da arginase, utilizou-se2uL de
homogenato hepatico diluido na proporgéo 1:1000 em PBS por método colorimético
como descrito por Fonseca e colaboradores (2014). Normalizou-se os resultados

obtidos pela concentragéo de proteinas hepaticas (BRADFORD, 1976).

4.7.7 Analise de Resultados

Os dados obtidos foram organizados em tabelas com o programaExceI®
(Microsoft, Santa Barbara, CA, USA) e a andlise estatistica foi realizadautilizando o
programa GraphPadPrism® 5.0 (San Diego, CA, USA), comteste de variancia
(ANOVA) de uma ou duas vias, considerando o numero de variaveis analisadas, e
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pos-teste de Bonferroni. Foramconsiderados significativos os resultados com valores
de p < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1Ingestdo alimentar,Peso corporal e indice de Lee

Os dados referentes ao acompanhamento da ingestdo alimentar durante todo o
periodo experimental estdo representadosno Grafico 1A. Neste, observa-se que o
consumo de dieta padrao (Nuvilab® Sdo Paulo - SP)pelo grupo CS HFD, durante o
periodo de treinamento (12- 42 semana),foi menor que todos os outros grupos. No
periodo de destreinamento (5% — 122 semanas), quando os grupos CS HFD e D HFD
passaram a receber dieta hipercaldrica, houve redugéo na ingestao de alimentos por
esses grupos (CS HFD e D HFD), e os grupos que continuaram a receber dieta
“‘chow” mantiveram o padrao alimentar.

Os dados referentes ao peso corporal estdo sumarizados noGrafico1B. A
analise destes demonstra que nao houve diferencas significativas entre os grupos
treinados e sedentarios durante o periodo de treinamento. Duranteo destreinamento,
observa-se que o peso corporal do grupo D HFD aumenta gradativamente, sendo
significativamente maior que o peso corporal dos animais dos gruposD “chow” e
CSHFD.

O indice Lee, parametro também utilizado para a determinagéo da obesidade em
murinos, esta expresso Grafico 1C. A analise dos dados mostra que nao houve
diferenca significativa entre os animais pertencentes aos grupos controle (CS “chow”
e CS HFD), bem como aqueles pertencentes aos grupos destreinados,

independente do alimento ingerido.
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(A) Acompanhamento da ingestao solida (g) normalizada pelo peso corporal (g); (B) Acompanhamento
do peso corporal (g); (C) indice Lee (g/cm)dos grupos controle CS “chow” (n=4) e CS HFD (n=6);
destreinados D“chow” (n=5) e DHFD (n=5). Durante o periodo de treinamento(intervalo 12 — 42
semanas) e durante o destreinamento(intervalo 5 — 122 semanas). Os valores representam a média +
EPM. Analise de variancia (ANOVA)uma via (Grafico A e B) e duas vias (Grafico C) com pos-teste de
Bonferroni? p<0.05;** p<0.01; ***p<0.001, CS “chow” vs CS HFD; °®p<0.001,D“chow” vsDHFD;
®p<0.01; **°p<0.001,CS “chow” vsD “chow”; ¢ p<0.05; “*p<0.001, CS HFD vsDHFD.
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5.2 Glicemia de jejum

Mensurou-se a glicemia emjejum nos tempos TO (antes do protocolo de
natacdo), T1 (apds o periodo de treinamento e antes do protocolo de indugéo a
SMet), T2(quatro semanas do inicio do protocolo de indugédo a SMet) e T3 (término
do protocolo experimentalde indugéo a SMet) (Grafico 2). Os dados apontam para
um aumento significativo da glicemia de jejum no T3 do grupo D HFD

comparadoaosdemais grupos.

Grafico 2 — Acompanhamento da glicemia de jejum (mg.dL-1).
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Acompanhamento da glicemia de jejum (mg.dL") dos grupos controle CS “chow” (n=4) e CS HFD
(n=6); destreinados D “chow” (n=5) e D HFD (n=5). Glicose de jejum basal e inicio do protocolo de
treinamento (T0);glicemia anterior ao inicio doprotocolo de indugdo a SMet(T1);glicemia apds quatro
semanas de indugdo dietética da SMet(T2); e glicemia no término do protocolo experimental de
inducdo a SMet(T3).0s valores representam a média + EPM.Analise de variancia (ANOVA) duas
vias com pos-teste de Bonferroni:®®p<0.001D “chow”vsD HFD; “p<0.05 CS HFD vsD HFD.

5.3Tolerancia a glicose

A curva de tolerancia a glicose(Grafico 3A)apresenta um aumento
significativo na glicemia em fungdo do tempo nos grupos CSHFD e D HFD
comparado aos respectivos grupos alimentados com dieta padrao (CS "chow” e D
‘chow”), indicando um perfil de intolerancia a glicose induzida pelo consumo de
dieta “high fat’. Acurva glicémica do grupo D HFD foi significativamente maior
comparado ao CSHFD.Somando-se a isso, o pico de concentracdao de glicose
seguida da queda desta no grupo D HFD foi mais tardia, aos 30 minutos apds a

aplicagao da glicose, enquanto que no grupo CSHFD ocorreu aos 15 minutos, fato
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que indica uma demora na liberagdo de insulina. A area sob a curva mostra
aumento significativo de intolerancia a glicose no CSHFD vs CS "chow”, bem como
do D HFD vsD "chow” (Grafico 3B). Esses resultados sugerem uma piora do
quadro de intoleranciaa glicose associado ao consumo de dieta “high fat” em um

periodo de destreinamentofisico.

Grafico 3 — Tolerancia a glicose

A
., 8001 - ,
-% = CS "chow"
£ ?‘\ -= D "chow
@ 4004 f .\t\ - CS HFD
S D HFD
(o]
(o]
o 200
(&)
O
‘o
S o
F
lempo(minutos)
800400 J CS"cho
B D chow
@ b - i
m o o B S
F 8 &S00 - o L
= B O HFC
o
m -m
oam 40000 1
R
2 20000
-
I
i i {
chowf HFD

(A) Tolerancia a glicose; (B) Area sob a curva do teste de tolerancia a glicose dos grupos controle CS
“‘chow” (n=4) e CS HFD (n=6); destreinados D “chow” (n=5) e D HFD (n=5).Apds 12 horas de jejum
noturno, administrou-se, por via intraperitonial, 2g de glicose/kg de peso corporal. Apos este
procedimento, a glicose sanguinea foi avaliada antes (t=0) e 15, 30, 60, 90 e 120 minutos apds a
injecdo de glicose em todos os grupos.Os valores representam a média + EPM.Andlise de variancia
(ANOVA)de uma e duas vias com pos-teste de Bonferroni: p<0.001°CS HFD vs CS "chow”,”
D“chow”vsD HFD.
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5.4Sensibilidade a insulina

OGrafico 4representa o perfil de sensibilidade a insulina. O decaimento da curva
glicémica em fungcdo do tempo apds a injecao intraperitoneal de insulinafoi
significativamente menor no grupo D HFD comparado ao grupo CS HFD e D
"chow”, indicando uma menor sensibilidade a insulinainduzida pelo consumo de
dieta “high fat” associado ao periodo de destreinamento.A area sob a curva mostra
aumento significativo da resisténcia a insulina no grupo D HFD vsD “chow”
(Grafico 4B).

Grafico 4 — Sensibilidade a insulina
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(A)Sensibilidade a insulina; (B) Area sob a curva do teste de sensibilidade a insulina dos grupos
controle CS “chow” (n=4) e CS HFD (n=6) e destreinados D “chow” (n=5) e D HFD (n=5).Apos a
aplicacdo intraperitonial de 0,75 U de insulina’kg de peso corporal, os niveis glicémicos foram
avaliados antes (t=0), 15, 30 e 60 minutos apds a injec&o de insulina em todos os grupos.Os valores
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representam a média + EPM.Anadlise de variancia (ANOVA) duas vias com pos-teste de
Bonferroni:**p<0.001; ®°p<0.01; °p<0.05D “chow”vsD HFD; °CS HFD vsDHFD.

5.5Peso relativo tecidual

Os valores de peso tecidual estdao expressos na Tabela 4. O peso relativo dos
tecidos cardiaco, ventriculo esquerdo, gastrocnémio, pulmao, séleo, cérebro e bago
nao foram diferentes entre os quatro grupos avaliados.

Observa-se uma diminuigdo significativa do tecido hepatico induzido pelo
consumo de dieta HF na situagao sedentaria(CS HFD vs CS “chow”).Por outro lado,
observa-se que nao houve diminuicdo do tecido hepatico apdés destreinamento
associado ao consumo de dieta HFD (D HFD vs CS HFD), monstrando a maior
suscetibilidade ao aumento de massa hepatica durante o destreinamento fisico,
possivelmente devido a esteatose hepatica, decorrentedesta condicao dietética.

Nao foram observadas diferengas significativas no peso relativo tecidual
epididimal entre os grupos alimentados com dieta chow (CS “chow” e D “chow”).
Entretanto, observou-se um aumento significativo do acumulo de tecido epididimal
no grupo CS HFD comparado ao CS “chow” e no grupo DHFD tanto comparado ao
grupo CS HFD, quanto ao grupo D “chow”, monstrandoum efeito da dieta, que é
intensificado quando associado aodestreinamento.

O tecido adiposo perirenal e mesentérico aumentaram significativamente no
grupo DHFD comparado ao grupo D “chow” e CS HFD.Interessantemente, o peso
relativo do tecido adiposo marrom (TAM) aumentou significativamente no grupo
DHFD comparado ao grupo D “chow” e CS HFD.

Observa-se diminuigao significativa no peso relativo intestinal no grupo DHFD
comparado ao grupo D“chow”,D“chow”’comparado ao CS “chow” e entre CS HFD
comparado ao grupo CS “chow”, indicando que tanto o destreinamento, quanto o
consumo de dieta HFD, bem como ambos associadosinduzem diminuicdo de massa
intestinal.Entretanto, ndao ha diferenga entre o peso relativo intestinal entre os grupos
DHFD e CS HFD. O rim apresentou-sesignificativamente menor nogrupo CS HFD
comparado ao CS “chow”, indicando apenas o fator dieta HF como indutor desta

diminuigao tecidual.



Tabela 4- Peso relativo tecidual normalizado pelo comprimento tibial (g/mm).

Tecido CS “chow” T“chow” CS HFD THFD
Coracao 0.97+0.03  0.88+0.03 0.82+0.02  0.94+0.04
Ventriculo 0.63+0.01  0.58+0.01 0.54+0.00  0.61+0.04
Esquerdo
Figado 7.65+0.25  7.31+0.27 5.48+0.09° 6.62+0.47°
Epididimal 1.10+£0.17 0.98 +0.10 3.01%0.46% 5.86+0.62"°
Perirenal 0.3120.10  0.20+0.02 1.36+0.26  3.04+0.45°¢
Mesentérico 2.8620.08 2.93+0.21 3.93+0.45 6.16 +0.73"¢
TAM 0.51+0.05 0.46+0.01 0.52+0.04 0.79+0.09"¢
Gastrocnémio 0.98+0.04 0.99+0.03 0.95:0.02 0.98+0.03
Soleo 0.06£0.00  0.06+0.00 0.05+0.00  0.06+0.00
Pulmao 1.02+0.03  0.92+0.03 1.02+0.06  0.97+0.03
Cérebro 2.80+0.04  2.98+0.06 2.92+0.03  2.99+0.03
Intestino 7.53+0.14  4.86+0.42° 4.15+0.19° 3.42+0.28°
Baco 0.65£0.07  0.48+0.03 0.50+0.02  0.69+0.09
Rim 1.10£0.02  1.01£0.03 0.92+0.02®  1.05x0.04

Diferentes letras indicam diferencgas significativas entre os grupos (p < 0.05):

4 CS HFD vs CS “chow’;
D HFD vsD“chow”
°D “chow” vs CS “chow”;
YDHFDvs CS HFD.

5.6Avaliacoes sistémicase hepaticas

5.6.1 Perfil lipidico plasmatico

Os niveis de colesteroltriglicerideos, AGNE, e VLDLno plasma estao
expressos noGrafico 5(A, B, C e D,respectivamente).Neste, observa-se um
aumento significativo dos niveis de colesterol total entre os grupos alimentados
com dieta “high fat” comparados aos grupos alimentados com dieta padrao “chow”,
nao sendo observadas diferencas significativas em fungao do treinamento(Grafico

5A).Ademais, os dados mostram que nao houve diferengas significativas nos niveis
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detriglicerideos entre todos os grupos (Grafico 5B). Os niveis de AGNE foram
significativamente reduzidos no grupo treinado D “chow” comparado ao sedentario
CS “chow”, mas n&o entre os alimentados com dieta “high fat” (Grafico 5C). Os

niveis de VLDL ndo diferiram significativamenteentre todos os grupos (Grafico 5D).

Grafico 5 — Perfil lipidico plasmatico
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Perfil lipidico plasmatico dos grupos controle CS “chow” (n=4) e CS HFD (n=6) e destreinados D
“‘chow” (n=5) e D HFD (n=5). (A) colesterol; (B) triglicerideos; (C) acidos graxos nao esterificados
(AGNE) e (D) VLDL. Cada barra do grafico representa a média £+ EPM. Andlise de varidncia (ANOVA)
uma via com pos-teste de Bonferroni: °p< 0.05, CS “chow” vs CS HFD;"D “chow” vs D HFD; ®°p<
0.001, CS “chow” vs D “chow”.

5.6.2 Avaliacado dafuncao e dano hepatico

A funcao e lesao hepatica sdo avaliadas pelas aminotransferases. Nesta direcéo,
mensurou-se a atividadeda enzima alanina aminotrasferase (ALT) no plasma, esta
quando encontrada em niveis aumentados no sangue indica lesdo nos hepatdcitos e
consequentemente,disfuncao hepatica. Concomitantemente, a enzima
aspartatoaminotrasferase (AST) € mensurada para avaliagcdo do agravo hepatico.
Estas estdo representadas no Grafico 6 (A e B,respectivamente), assim como a
razdo AST/ALT (C).
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Os resultados obtidos da analise das aminotransferases, bem como da razao
entre as duas, ndo apresentam diferengas significativas, o que indica que n&do houve

dano hepatico entre os grupos.

Grafico 6 — Avaliagcao de dano hepatico
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Avaliacao da fungédo e dano hepatico dos grupos controle CS “chow” (n=4) e CS HFD (n=6) e
destreinados D “chow” (n=5) e D HFD (n=5). (A) Aspartatoaminotrasferase — AST; (B) Alanina
Aminotrasferase - ALT; (C) Razdo AST/ALT. Cada barra do grafico representa a média + EPM.
Analise de variancia (ANOVA) uma via com pds-teste de Bonferroni.

5.6.3 Perfil lipidico hepatico

Os niveis de colesterol,triglicerideos, acidos graxos nao esterificados (AGNE) e
VLDL hepaticos estao expressos no Grafico 7(A, B, C e D) respectivamente. Os
dados mostramum aumento significativo nos niveis de colesterol hepatico entre o
grupo alimentado com dieta “high fat’destreinado (D HFD) comparado ao grupo
CSHFD e Dchow” (Grafico 7A).

Os niveis de triglicerideos hepaticos(Grafico 7B), bem como de VLDL(Grafico
7D) diminuiram significativamente apds o treinamento no grupo que ingeriu dieta
‘chow” (CS “chow” vsD “chow”). Entretanto, no grupo alimentado com dieta “high
fat”, o treinamento induziu um aumento significativo dos triglicerideos e VLDL
hepaticos, (D HFDvs CSHFD). Nao houve diferengas significativas nos niveis de

acidos graxos nao esterificados (AGNE) entre os grupos(Grafico 7C).
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Grafico 7 — Perfil lipidico hepatico
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(D)VLDL.Cada barra do grafico representa a média + EPM. Analise de varidncia (ANOVA) uma via
com pos-teste de Bonferroni: *p< 0.05, ***p< 0.0001.

5.6.4 Andlise histologica hepatica

Os resultados visualizados nos cortes histolégicos apresentados na Figura 8 (A,
B, C e D)séao representativos dos grupos experimentais.

Na Figura 8A observa-seo tecido hepatico com estrutura normal, com corddes de
hepatdcitos, espago sinusdidee a veia centrolobular representativa do grupo CS
“‘chow”.Sem alteragdes no grupo submetido ao destreinamentoD“chow” (Figura 8B).

Na Figura 8C, observa-se a deposi¢cdo de micro vacuolos de gordura no grupo

CS HFD, -evento esperadoem decorréncia do consumo de dieta
hipercaldrica/hiperlipidica.Por outro lado, a deposi¢cao de gordura no grupo D HFD
(Figura 8D) apresentou micro e macro vacuolos de gordura, indicativo de infiltragdo

gordurosa mais acentuada que no grupo CS HFD.
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Figura 8. Microfotografias de cortes histoldgicos representativos dos grupos experimentais,
controle CS “chow” (n=4) e CS HFD (n=6); destreinados D“chow” (n=5) e DHFD (n=5). Histologia
hepatica normal do grupo controle CS “chow” (A), do grupo D“chow” (B), com infiltragao
gordurosa de micro vacuolos no grupo controle CS HFD (C) e com micro e macro vacuolos de
gordura, indicativo de infiltragdo gordurosa mais acentuada no grupo DHFD (D). As setas
pretas indicam os micro e macrovacuolos de gordura. Hematoxilina & Eosina. Aumento de
40x.

5.6.5Mensuracédo da atividade da catalaseplasmatica e hepatica

A atividade da catalase, expressa em unidade enzimatica, nao diferiu
significativamente entre os grupos, tanto no plasma quanto no figado (Grafico 8A-

B), respectivamente.



Grafico 8 — Mensuracgao da atividade da catalase
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5.6.6Mensuracgao da atividade da arginase

A atividade da arginasehepatica ndo apresentou diferenga significativa entre os

grupos(Grafico 9).

Grafico 9 — Mensuragao da atividade da arginase
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6.DISCUSSAO

O presente estudo mostrou que o periodo de destreinamentofisico associado
a ingestao de alimentos hipercaléricos € um fator agravante ao desenvolvimento da
obesidade e para mudancgas no perfil glicémico, perfil lipidico plasmatico e hepatico,
as quais, em longo prazo,favorecem o desenvolvimento da DHGNA e, em maior
grau, a SMet.

A DHGNA ¢é consideradauma manifestacdo hepatica da SMet, ambos
compartilham a resisténcia a insulina como denominador comum(SINGH et al.,
2015). No entanto, haevidéncias que agordura hepatica seja um critério superior no
diagnéstico da resisténcia a insulina, ou seja, a DHGNA antecede o diagnéstico da
SMet(KARAJAMAKI et.al., 2016; SINGH et. al., 2015).Neste sentido,avaliou-se
principalmente os aspectos hepaticos do destreinamento, com e sem a oferta de
dieta HFD, levando em consideragéo estudos anteriores realizados por nosso grupo,
onde a presenca de esteatohepatite foi observado no modelo animal para a SMet,
apos intervengao dietética hipercaldrica por 7, 14 e 26 semanas (NUNES-SOUZA,
2012).

No presente estudo, o acompanhamento da ingestdo alimentar fez-se
necessario devido a sua relagdo com o balango energético e as modificagbes no
peso corporal (Rothwell; Stock, 1981). Devido a demanda energética durante a
realizacao do exercicio fisico, esperava-se um aumento na ingestdo alimentar dos
grupos D “chow” e D HFD. No entanto, os resultados encontrados referentes ao
acompanhamento da ingestdo alimentarmostram que ndo houve diferengas
significativas na ingestdo de dieta padrdo “chow” durante o periodo de treinamento
entre os grupos CS “chow”, D “chow” e D HFD. Em contrate, a ingestdo do grupo CS
HFD foi menor que todos os grupos durante esse periodo.

Com relacéo ao periodo de destreinamento, MAZZUCATTO e colaboradores
(2014) observaram reducdo na ingestdo alimentar de animais destreinados
alimentados com dieta padrdo.Nossos dados n&do corroboram com estes achados,
visto que nado houve diferenga significativa na ingestdo alimentar dos grupos
alimentados com dieta “chow’(CS “chow” e D “chow”) durante o periodo de
destreinamento (Grafico 1 A). A reducao na ingestdo alimentar ocorreu nos grupos
CS HFD e D HFD, que passaram a consumir dieta hipercalérica, indicando que

houve aumento no nivel de saciedade induzido pela elevada ingestdo de lipidios
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(WISSE, 2004).0s resultados encontrados referentes aoacompanhamento do peso
corporal ndo apresentaram diferengas significativas entre os grupos durante o
periodo de treinamento,4 semanas, periodo em que todos os grupos foram
alimentados com dieta padrao (“chow”) (Grafico 1B), em contraste com estudos que
verificaram a diminuicdo do peso corporal mediante treinamento fisico
(MAZZUCATTO et al, 2014; MOTTA; MANDARIM-DE-LACERDA, 2012). No
entanto, em estudo do nosso grupo ndo se observou diferengas significativas no
peso corporal entre grupos controle e treinado durante 4 semanas de exercicio de
natacdo, a diminuicdo do peso corporal s6 foi observada com o protocolo de 8
semanas de exercicio de natagao(MENEZES-SILVA, 2016; Dados nao publicados).
Esses dados corroboram com os achados de ingestdo alimentar, visto que ndo
houve alteragdes no consumo alimentar, nem no peso corporal dos animais durante
as 4 semanas de treinamento.

Durante o periodo de destreinamento, o peso corporal dos grupos CS “chow”
e D“chow” ndo apresentoualteragdes significativas. Entretanto, estas diferencas
foram observadas nos grupos HFD, sendo o peso corporal dos animais do grupo
DHFD maior que do grupo CS HFD, demonstrando a maior suscetibilidade ao
aumento de massa corpdérea durante o destreinamento fisico nesta condigao
dietética. Esses resultados corroboram com os achados de Bae et al. (2017) e Motta
et al. (2012) que demonstraram que animais destreinados apresentam maior peso
corporal mesmo comparados com o animais sedentarios alimentados com HFD.

Com o destreinamento, ha uma maior dependéncia de carboidratos como
substrato de energia e diminuicdo do metabolismo lipidico(BAE et. al., 2017,
MUJIKA; PADILHA, 2000)resultando em um rapido acréscimo da massa adiposa e
ganho de peso. Somando-se, a alimentagcdo rica em gordura compromete a
mobilizagdo, captacio e oxidacdo de lipidiospela desregulacéo da lipase lipoprotéica
(LPL) e da lipase hormoénio sensivel (LHS)(FARIAS et. al., 2013), desregulagao que
também ocorre com a diminuicdo da LPL no musculo esquelético ao passo que
aumenta nos adipécitos, inibindo a LHS, bem como diminuindo o metabolismo de
gordura. Dessa forma, tem-se um aumentonoarmazenamento deste
macronutrientenos adipocitos (BROOKS et. al.,2013) e induzido ao processo
inflamatdrio sistémico presente em individuosobesos(NOGUEIRA et al., 2017).

Estudos contrarios indicam que a oferta de uma dieta rica em gordura e

palatavel frequentemente resulta em hiperfagia e obesidade(Rothwell; Stock, 1981).
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Nesse sentido, também avaliamos o indice Lee, que é uma medida que associada a
dados como peso corporal é utilizado para a determinacdo da obesidade em
murinos. Nossos resultados ndo apresentaram diferencas significativas entre os
grupos (Grafico 1 C).

Em conjunto, os resultados do presente estudo com relacdo a ingestdo
alimentar e peso corporal indicam que o tempo de pratica de exercicio fisico pode
influenciar desde a solicitagdo energética para realizagdo do exercicio a alteracdes
no peso corporal. Por outro lado, mesmo parece ocorrer com o indice Lee em
relacdo ao periodo de destreinamento associado a ingestdo de dieta HFD.O
aumento de peso e adiposidade ocasionado por dieta HFD promove o aumento do
nivel glicémico (NOGUEIRA et al., 2017). Em trabalho realizado pelo nosso grupo,
utilizando-se 0 mesmo padrao dietético, NUNES-SOUZAet. al. (2016) observaram
fendtipo semelhante em camundongos C57BI/6.Em consonancia com estes
resultados prévios, nossos dados apontam que, ao término de oito semanas de dieta
hipercaldrica e destreinamento, ocorreu um aumento da glicemia de jejum nos
grupos CSHFD e D HFD, consequentemente devido a dieta, sendo esse aumento
ainda maior no grupo destreinado (DHFD)(Grafico 2). Seguindo esse padrdo, a
curva de tolerancia a glicose apresenta um aumento significativo na glicemia em
funcdo do tempo nos grupos CSHFD e D HFD (Grafico 3 A). A area sob a curva
mostra aumento significativo no CSHFD vs CS "chow”, bem como do D HFD vsD
"chow” (Grafico 3B). Além disso, o pico de concentragao glicémica apés 30 minutos,
seguida dodecaimento nos tempos 60, 90 e 120 minutos no grupo D HFDfoi mais
tardio, indicando uma piora do quadro de intolerancia a glicose associado ao
consumo de dieta “high fat” em um periodo de destreinamento fisico. Por outro lado,
no grupo DHFD,omenor decaimento da concentragao glicémica em fungao do tempo
apés a aplicacéo intraperitonial de 0,75 U de insulina.kg'1 de peso corporal,indica
sensibilidade a insulina reduzida (Grafico 4 A). A area sob a curva mostra aumento
significativo no grupo D HFD vsD "chow” (Grafico 4B).

Estudos anteriores sugerem que a maior capacidade em armazenar energia,
em conjunto com a alta eficiéncia do sistema imune inato resultante do treinamento,
numa situacido de destreinamentopode conduzir a um rapido ganho de peso e uma
precoce e acentuada resisténcia a insulina, que pode ser agravada se no periodo de
destreinamento houver fartura de alimento hipercalérico (PAULI, 2007).DIRKS e

colaboradores (2016) verificaram que periodos de apenas 10 dias de
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destreinamento pode reduzir a sensibilidade a insulina em 29,6%, independente do
consumo de dieta hipercaldrica.

Em estudo clinico, Singh e colaboradores (2015) verificaram maior resisténcia
a insulina em pacientes com DHGNA do que em pacientes com SMet, e 0 grupo
resistente a insulina (DHGNA)também apresentou maiorlIMC, circunferéncia da
cintura e do quadril, glicemia em jejum e triglicerideos séricos. Somando-se, a
adiposidade afeta o metabolismo hepatico com a liberagao de lipidiosdiretamente na
circulagao portal (BROOKS et. al.,2013).Sob este aspecto, os dados de peso relativo
dos tecidos adiposos epididimal, perirenal e mesentérico do grupo DHFD atentam
para uma possivel relagdo entre o destreinamento com o grau de obesidade e
deposicéo de gordura, em funcdo do consumo de dieta hipercalérica. Além disso,
sugere a participagao desta adiposidade visceral como infiltrado gorduroso hepatico.

A dieta hipercaldrica, utilizada no presente estudo, induziu perda tecidual em
alguns 6rgaos, avaliada pelo peso relativo (Tabela 4). De acordo com os dados
obtidos, nota-se perda nos tecidos renal, hepatico e intestinal dos animais
alimentados com a dieta hipercalérica quando comparados aos animais alimentados
com dieta “chow”. Em estudo anterior do nosso grupo, Nunes-Souza e
Colaboradores (2016)constataramadiminuicdo do peso relativorenal, hepatico e
intestinalem animais alimentados com dieta HFD.Neste mesmo estudo,os autores
levantarama hipotese dessa perda tecidual estar relacionada aperoxidagao lipidica,
uma vez que seus produtos sao citotoxicos e altamente reativos contribuindo assim
para a injuria tecidual. Entretanto, estando foi verificada para comprovagdo em
nenhum dos estudos.

MAZZUCATTO e colaboradores (2014) nao observaram diferencas
significativas entre os grupos no peso relativo do tecido cardiaco, ventriculo
esquerdo, gastrocnémio, pulmé&o, soleo, cérebro e baco, resultados que corroboram
com os achados do presente estudo,e podemindicar que o periodo de
destreinamento pode ter revertido alteragdes proporcionadas pelo o exercicio fisico,
ou que o consumo de dieta “high fat” ndo influénciouas mudangas de massa desses
orgaos no presente estudo.

NEUFER (1989)verificou queratoscom 4 a 10 semanas de treinamento de
natagdo produziram um aumento de 19 a 30% no peso ventricular, mas que com o
destreinamento, os pesos ventriculares igualaram-se a valores ventriculares de

controle.Provavelmente porque as alteracbes estruturais cardiacas dependem nao
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apenas do desenvolvimento normal, mas também das exigéncias funcionais do
6rgdo(MORVAN et. al., 2009).

Durante a pratica de exercicio fisico,ha modificacbes nasfuncoes
cardiovasculares como o fluxo sanguineo, o esforgo de cisalhamento luminal, a
pressao arterial e o estresse tangencial da parede, que podem conduzir a mudancgas
na funcao arterial, didametro e espessura da parede cardiaca, o que vai contribuir
para a diminuicdo do risco cardiovascular (GREEN et. al.,, 2017). Ao passo que
quando o estimulo é cessado, as mudangas adquiridas sao revertidas, seguindo o
principio do destreinamento (MONTEIRO; NEIRA, 2011).

Recentemente também relacionado a diminuicdo de DCVs, o tecido adiposo
marrom (TAM) tem propriedades no tonusvascular e no metabolismo lipidico e
glicémico, o que torna sua estimulagcdo relevante como opc¢io terapéutica para
obesidade (THOONEN et. al.,2016; TAM et. al., 2012).

No nosso estudo, o peso relativo do TAM aumentou significativamente no
grupo DHFD comparado tanto ao grupo Dfchow’quanto ao grupo CS HFD,
evidenciando as propriedades termogénicas do TAM, que segundo Thoonen e
colaboradores (2016) advém da oxidagado de glicose e acidos graxos para produzir
calor para a termorregulagdo, aumentando assim o gasto energético.

Rothwell e Stock observaram que ratos alimentados com dieta de
cafeteriaapesar de consumir 80% mais energia tiveram um aumento de peso do
tecido adiposo marrom de 27% , maior do que em ratos alimentados com dieta
padrdo para roedores. Este estudo forneceu a primeira evidéncia que sugeriuo
potencial doTAM na manutencao do peso corporal e na composicaocorporal, pois
poderia dissipar o excesso de calorias durante o balango energético positivo, além
do seu papel na regulagcao da temperatura corporal emambientes frios (TAM et. al.,
2012).

No que se refere ao perfil lipidico plasmatico, observou-se um aumento
significativo dos niveis de colesterol total entre os grupos alimentados com dieta
“high fat” comparados aos grupos alimentados com dieta padrao “chow” (Grafico
5A). A auséncia de alteracdes significativas para triglicerideos e VLDL pode esta
relacionado com o tempo de exposicdo a dieta “high-fat’, visto que em estudos
anteriores do nosso grupo, mesmo um periodo de exposigao a dieta “high-fat” de 14
semanas, nao foi suficiente para apresentar alteragdes significativas nesses
parametros (NUNES-SOUZAet al, 2016)
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Na execucado do exercicio fisico aerdbico, hd uma maior solicitagdo dos
AGNE como fonte de energia (MENEZES-SILVA, 2016).Interessantemente os niveis
de AGNE plasmatico permaneceram significativamente reduzidos no grupo treinado
Dchow” comparado ao sedentario CS “chow”, mas nao entre os alimentados com
dieta “high fat” (Grafico 5C).Como dito anteriormente, em condicbes de
destreinamento ha uma maior dependéncia de carboidratos como substrato de
energia e diminuicdo do metabolismo lipidico(BAE et. al., 2017; MUJIKA; PADILHA,
2000). Assim, nossos resultados indicam comprometimento do metabolismo lipidico
relacionado com o consumo de dieta hipercaloria(FARIAS et. al., 2013).

Dada a importancia do figado para absorcdo dos lipidios da ingestao
alimentar,para o metabolismo da glicose por meio dagliconeogénese e suas
contribuicbes para o metabolismo(RUI, 2014), e considerando-se que o acumulo de
gordura no figado pode progredir para a DHGNA, considerada uma manifestagcéo
hepatica da SMet (SINGH et al., 2015), o presente estudo avaliou os niveis de ALT,
um indicador de lesdao nos hepatdcitos, e da AST as quais, por sua vez, indicam a
gravidade dessa lesdo(KWO et. al., 2017) (Grafico 6 A e B, respectivamente).Nesta
direcdo, os resultados obtidos no presente estudondao apresentaram diferencas
significativas entre os grupos, assim como na razao AST/ALT (Grafico 6 C). Postula-
se que o tempo de exposicao a dieta HFD esta relacionada a alteracoes desses
biomarcadores, tendo em vista queNUNES-SOUZAet al. (2016) encontrou
alteragdes nas aminotrasferases em animais alimentados com HFD com um periodo
de exposicdo a essa dieta de 14 semanas, superior a do presente estudo. No
entanto, um nivel de ALT normal ndo pode excluir uma doenga hepatica(KWO et. al.,
2017).

Emboraa alteracdo das aminotrasferases possa indicar lesao hepatica, essa
nao pode ser considerada a unica forma de verificacdo de dano hepatico ja que
outros orgédos podem secreta-las apds lesdo, a exemplo o coragdo, musculo
esquelético, rim e cérebro(KWO et. al, 2017). Além disso, a quantificacao
dafosfatase alcalina, bilirrubina e albuminatambém faz-se necessaria para
diagnosticar a doenga hepatica, bem como sua avaliagdo histolégicaque uma vez
apresentada infiltragdo gordurosa,prediz diagnéstico de esteatose hepatica nao
alcodlica (RUI, 2014).

Seguindo-sea avaliacdo hepatica, o colesterol hepatico (Grafico7 A),

apresentou-se aumentado nos grupos CS HFD e D HFD, sendo ainda maior no
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grupo D HFD. Houve acumulo de triglicerideos (Grafico7 B)e VLDL hepaticos
(Grafico 7 D), sendo significativamente maior nos grupos CS HFD e D HFD em
comparagao aos grupos CS “chow” e D “chow”.Tais resultados associados ao peso
relativodo tecido hepatico, que apresentou perda tecidual no grupo CS HFD devido a
ingestédo lipidica, ndo observada no grupo D HFD, indicam maior deposicéo lipidica
hepatica durante odestreinamento fisico associado ao consumo de dieta “high fat”.
Por outro lado, na condicao de dieta “chow”, observou-se diminuigédo significativa de
triglicerideose VLDL mesmo apds destreinamento (D“chow” vs CS “chow”),
demonstrando que o acumulo lipidico hepatico € decorrente da alimentagcdo HFD e
acentuado quando da associagcao aodestreinamento.Os AGNE hepaticos nao
apresentaram diferencas significativas entre os grupos (Grafico 7 C).
Concomitantemente, a representagao histolégica hepatica mostrou que o
grupo CS “chow” (Figura 8 A) apresentou estrutura normal, sem altera¢gdées no grupo
submetido ao destreinamentoD“chow” (Figura 8 B).Corroborando com os achados
do perfil lipidico hepatico onde é possivel verificar o aumento nos niveis de
triglicerideos, os grupos alimentados com dieta “high fat” (CS HFD e D HFD)
apresentam deposicéo lipidica, sendo mais acentuada no grupo DHFD (Figura 8 D)
com macro e micro vacuolos de gordura, indicando que a infiltracdo gordurosa pode

ocorrer com uma dieta rica em gordura e acentuada com o destreinamento.

A gordura ingerida é armazenada principalmente sob a forma de triglicerideos
nos adipdcitos (BAE et al., 2017), mas os hepatdécitos também convertemprodutos
do metabolismo dos carboidratos emlipidios, que podem ser armazenados no tecido
adiposo, como também sintetizam grandes quantidades de lipoproteinas, colesterol
e fosfolipidios (RUI, 2014).

Individuos obesos e alguns sujeitos de peso normal com disturbio do
metabolismo das lipoproteinas e aumento nos niveis de triglicerideos apresentam
resisténcia a insulina, isso porque o aumento de triglicerideos interfere no
metabolismo da glicose muscular (Guerrero-Romero et. al., 2010).

Em associacdo com a deposi¢ao lipidica, os dados referentes ao perfil
glicémico indicam resisténcia a insulina devido a ingestao alimentar de dieta HFD
nos grupos CS HFD e D HFD, sendo acentuado pelo destreinamento. A ingestdo de
dieta “high fat” & também um fator importante no aumento da geragdo de ERONSs.

Nessa condigdo, as defesas antioxidantes do corpo podem ser incapazes de
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combaté-las acarretando num quadro de estresseoxidativo(NOVELLI et al., 2007).
Somando-se, o0 estresse oxidativo crbénico participa na progressaoda
DHGNA(VIDELA, 2004),

Apesar do exercicio fisico também causar estresse oxidativo pelo aumento do
consumo de oxigénio com o0 movimento contratii dos musculos, principalmente
quando extenuante, 0 mesmo pode ser considerado um antioxidante (GREEN et. al.,
2017). Um pequeno estimulo, como baixas concentracoes de ERONS écapaz de
induzir a expressdo de enzimas antioxidantes e outros mecanismos de
defesa(GOMEZ-CABRERA et. al., 2008).

Neste sentido, avaliamos a atividade da catalaseplasmatica e hepatica
(Grafico 8A —B), respectivamente. Essa nao apresentou diferenca significativa entre
os grupos. Brooks et al. (2011) afirmam que a atividade da catalasepouco se altera
com a pratica de exercicio fisico. Por outro lado, Menezes-Silva (2016; Dados nao
publicados) em avaliacdo dos efeitos de dois protocolos de treinamento, 4 e 8
semanas, encontrou diferenca na atividade da catalaseapenas no protocolo de
treinamento de 8 semanas.

Ainda pouco observada nos estudos com dieta HFD e exercicio fisico, a
atividade da arginasepode ocasionar agdo antioxidante ou pro-oxidante por esta
envolvida na biodisponibilidade de ‘NO, isso porque a reagédo que produz o ‘NO é
mediada pelas enzimas 6xido nitrico sintase (NOS), a partir do substrato L-arginina,
substrato também utilizado pela arginase(RABELO et al., 2015), sendo a diminuigao
na biodisponibilidadedeste gas fator importante na patogénese dos agravos
cardiovasculares e metabdlicos (MENEZES-SILVA, 2016; RABELO et al., 2015).

Embora a modulagcdo da atividade da arginase também esteja relacionada a
esteatose hepatica e a DHGNA (LIU et. al., 2016), no presente estudo, a atividade
hepaticadesta enzimanao apresentou diferenca significativa em nenhum dos grupos
estudados. Postula-se que este resultado também possa ser influenciado pelo tempo
de exposicao a dieta HFD.

Com bases nos achados supracitados, bem como nas condigcbes
experimentais do presente estudo,observou-se que a ingestdo de uma dieta
padronizada rica em lipidios e hipercaldrica (58% de calorias provenientes de fonte
lipidica; NUNES-SOUZA et al., 2016)favoreceu o desenvolvimento de disturbios
metabdlicos, tais como aumento do peso corporal, intolerancia a glicose, resisténcia

a insulina, esteatose hepatica e hipercolesterolemia em camundongos C57BIl/6. Tal
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condicdo foi potencializada em animais destreinados, sugerindo que a
descontinuidade do exercicio fisico associado a dieta hipercalérica € um fator de
risco para o desenvolvimento de disturbios do metabolismo glicémico e lipidico que,

em longo prazo, pode favorecer o desenvolvimento da SMet.
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7. CONCLUSAO

O ganho de peso corporal,associado amaior deposi¢cdao de gordura
hepatica e ao perfil de resisténcia a insulinaobservado nos animais do
grupo D HFD, indica que o destreinamentoassociado ao consumo de dieta
hipercaldrica acentua os efeitos metabdlicos lipidicos e glicémicos,
configurando a DHGNA,;

Em conjunto, os resultados indicam que camundongos C57BI/6 sao mais
suscetiveis @ SMet quando destreinados e alimentados com dieta “high
fat”.
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9. ANEXOS

UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

PARECER CONSUBSTANCIADO

PROJETO N° 070/2014

TITULO: Avaliagio da suscetibilidade 4 Sindrome metabélica em um modelo murino para a natagio

ap6s um periodo de inatividade fisica
RESPONSAVEL: Luiza Antas Rabelo

OBJETIVO: Avaliar a suscetibilidade 4 sindrome metabdlica dietética de um modelo murino
para a natac#o apds um periodo de inatividade fisica.

JUSTIFICATIVA (APROVACAO, PENDENCIA, NEGACAO):

O projeto apresenta boa proposta de pesquisa, com embasamento adequado, preenchendo

todos 0s requisitos necessérios para a aprovagio.

SITUACAO: Aprovado
PERIODO PE VIGENCIA: 02-2015 a 02-2018

DADOS DO ANIMAL:
ESPECIE LINHAGEM QUANTIDADE
Camundongo isogénico C57BL/6 60

Macei6, 12 de fevereiro de 2015.

Hocaw

Silvana Ayres Martins 101 DA% 8ivana Ayres Martios

Coordenadora da CEUA/UFAL
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