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RESUMO

O termo doenga hepatica gordurosa nao alcodlica (DHGNA) refere-se a um amplo espectro de
danos hepaticos decorrentes do acumulo de lipidios no figado. Propde-se a existéncia de dois
tipos de DHGNA: (1) associada a SMet e (2) independente da SMet. Nesse contexto,
recomenda-se o exercicio de moderada ou alta intensidade como estratégia para o tratamento
das disfungdes metabdlicas, dentre elas a DHGNA. No entanto, tais exercicios induzem
estresse metabolico e cardiovascular. Diante disso, o trabalho teve como objetivo a
investigacdo dos efeitos hepaticos e sistémicos de um protocolo de exercicio de baixa
intensidade na modalidade natagdo em um modelo murino-dietético de DHGNA associada a
SMet. Para tanto, utilizou-se camundongos C57Bl/6 submetidos ao consumo de dieta
hiperlipidica (58,4 % de quilocalorias provenientes de lipidios) ou a dieta padrao (14 % de
quilocalorias provenientes de lipidios). Apds sete semanas de intervengdo dietética, instituiu-
se 0s grupos natagdo em que os animais foram submetidos a um protocolo exercicio de baixa
intensidade por quatro semanas. O protocolo de natagao foi composto por 2 sessoes de 90
minutos por dia, 5 dias por semana, durante 4 semanas. Os resultados apontaram que a dieta
foi eficiente para estabelecer o fendotipo DHGNA associada a sindrome metabdlica em
camundongos C57BL/6 com aumento de tecido adiposo branco, intolerancia a glicose,
redugdo da sensibilidade a insulina, dislipidemia e esteatose hepatica. O protocolo de natagao
reverteu tais disfungdes. A regularizacdo dos niveis plasmaticos de leptina, redugdo da
expressao génica de CD-36 e aumento da expressao dos genes acetil-CoA carboxilase-1 e faz
estdo associadas a menor deposicdo de gordura no figado. Além disso, o exercicio fisico de
baixa intensidade foi capaz de aumentar a atividade da catalase e reduzir a expressao da
citocina pro-inflamatéria interleucina-6, sugerindo um papel protetor contra a progressido da
DHGNA. Dessa forma, conclui-se que o exercicio fisico de baixa intensidade se apresenta
como uma ferramenta promissora para o manejo da DHGNA associada a SMet por sua
capacidade de reduzir a esteatose hepatica e modular parametros associados a inflamagdo e ao
desequilibrio redox, os quais contribuem para a progressao do comprometimento hepatico.
Palavras-chave: doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica; sindrome metabolica;
camundongo; exercicio, natagao.



ABSTRACT

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) refers to a large spectrum of liver damage
resulting from the accumulation of lipids in the liver. There is two types of NAFLD: (1)
associated with metabolic syndrome (MetS) and (2) independent of MetS. Clinical guidelines
recommend moderate or high intensity exercise as a strategy for the treatment of metabolic
dysfunctions, among them the NAFLD. However, such exercise leads to high metabolic and
cardiovascular stress. The aim of this thesis was to investigate the hepatic and systemic effects
of a low-intensity exercise protocol in the swimming mode in a murine-dietary model of
NAFLD associated with MetS. C57B1 / 6 mice consumed high fat diet (58.4% of kilocalories
derived from lipids) or standard diet (14% of kilocalories from lipids). After seven weeks of
dietary intervention, a low- intensity exercise protocol started for swimming groups. The
swimming protocol consisted of 2 sessions of 90 minutes per day, 5 days per week, for 4
weeks. The results indicated that high fat diet established the NAFLD phenotype associated
with the metabolic syndrome in C57Bl/6 mice with increased white adipose tissue, glucose
intolerance, reduced insulin sensitivity, dyslipidaemia and hepatic steatosis. Low intensity
physical exercise reversed all metabolic dysfunctions. The experimental swimming model
avoided hepatic steatosis by regulating plasma levels of leptin, reducing CD-36 gene
expression and increasing expression of ACC-1 and FAS genes. In addition, low-intensity
physical exercise was able to increase the antioxidant activity of catalase and reduce the
expression of the pro-inflammatory cytokine IL-6, suggesting a protective role against the
progression of NAFLD. Thus, we concluded that low intensity physical exercise is a
promising tool for the management of NAFLD associated with MetS because of its ability to
reduce hepatic steatosis and to modulate parameters associated with inflammation and redox
imbalance, which contribute to the progression of NAFLD.

Key words: non-alcoholic fatty liver disease; metabolic syndrome; mice; exercise;
swimming.
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1. INTRODUCAO

O termo doenga hepéatica gordurosa ndo alcoodlica (DHGNA) refere-se a um amplo
espectro de danos hepaticos decorrentes do acaimulo de lipidios no figado que pode variar
desde a esteatose a esteato-hepatite, podendo evoluir para fibrose, cirrose e carcinoma
hepatocelular."? Segundo a Sociedade Brasileira de Hepatologia, estima-se que 20% a
30% da populagio mundial seja portadora da DHGNA.> Esta pandemia ocorre
concomitante ao crescimento da prevaléncia mundial de outras disfungdes metabdlicas
tais como a obesidade* e a sindrome metabdlica (SMet).>

A esteatose hepatica corresponde a primeira fase da DHGNA e caracteriza-se por
acumulo excessivo de triglicerideos nos hepatécitos.® Classicamente foram propostos dois
“hits” no desenvolvimento da doenga’: o primeiro corresponde a esteatose associada a
resisténcia a insulina, decorrente de aumento da lipogénese e reducao da oxidacdo de
lipidios; o segundo “hit” consiste na elevada produgdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) capazes de mediar a inflamagao e citotoxidade, culminando em esteato-hepatite e
fibrose®. Propods-se, ainda, um terceiro “hit” baseado no fato de que o aumento de EROs
no tecido hepatico promove a morte gradual ¢ menor replicacdo de hepatdcitos maduros,
além de expansdo de células progenitoras, resultando em cirrose hepatica e carcinoma
hepatocelular.?

Apesar de a teoria dos “hits” ser aceita até os dias atuais, alguns autores
questionam esta visdo linear do mecanismo fisiopatologico da DHGNA, uma vez que o
acometimento e progressio da doenca é varidvel em diferentes fendtipos metabolicos.!% 1!
12 Diante disso, propde-se uma patogénese multifatorial envolvendo influéncias genéticas,
metabolicas e nutricionais.!> De acordo com Tilg e colaboradores'!, a evolugio de
estestose hepatica para esteato-hepatite pode ocorrer devido a inflamagao ou independente
desta. Em ambas situacdes se sugere a participagdo de fatores inflamatorios produzidos no
intestino e tecido adiposo branco, falha na prote¢do antilipolitica hepatica, estresse do
reticulo endoplasmatico e imunidade inata como fatores envolvidos no desenvolvimento
da DHGNA. !

Do ponto de vista clinico, individuos com DHGNA frequentemente apresentam
distarbios metabdlicos como obesidade, dislipidemia, resisténcia a insulina e
hipertensdo.!* % 15 Mediante tal observagio, propds-se que a DHGNA pode ser um dos

t.13

componentes da SMet."” No entanto, em 2008 foi identificada uma variagdo no gene

PNPLA3 que predispde os individuos a esteatose, inflamagdo hepatica e fibrose,
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independente da obesidade ou outras disfun¢des metabolicas.!® Diante disso, propde-se a
existéncia de dois tipos de DHGNA: (1) associada a SMet e (2) independente da SMet.!”

Dentre os componentes da SMet estdo a obesidade abdominal, hipertensao arterial,
dislipidemia, resisténcia a insulina, estado pro-inflamatério e estado pro-trombotico.'® 1
Uma vez que esta sindrome se caracteriza pela ocorréncia de diversos distlirbios
concomitantes em um organismo, tem-se uma fisiopatologia de grande complexidade,
pois ocorre a interacdo das vias metabolicas tornando-se dificil a identificacdo de fatores
causais bem como dos mecanismos que levaram a condi¢dio patoldgica.?’ Tem-se
discutido que o acimulo de gordura no figado pode ser uma consequéncia da SMet, mas
também um fator desencadeador da sindrome. 2! !4

Nas ultimas décadas, o aumento da prevaléncia de SMet e DHGNA foi
determinado, principalmente, pela drastica mudanca de habitos da sociedade com
consumo excessivo de calorias e diminuicdo da realizagdo de atividade fisica.? 2> Sendo
assim, a mudanga do estilo de vida ¢ um dos fatores que compdem a recomendacio
terapéutica para tais disfungdes metabdlicas. 2> ?* Varios estudos demonstraram que o
exercicio fisico ¢ uma ferramenta promissora tanto para a prevencao quanto para o
tratamento e controle dos diversos disturbios metabdlicos.?> 26:27

Entende-se por exercicio fisico um tipo de atividade fisica planejada, estruturada e
repetitiva realizada com o intuito de melhorar ou manter um ou mais dos componentes do
condicionamento fisico.?® A partir desse conceito, pode-se identificar diversos tipos de
exercicio de acordo com suas caracteristicas: tipo de contragdo muscular (isotonicos ou
isométricos)?’, deslocamento do corpo (dindmicos ou estaticos)?’, continuidade do esfor¢o
(continuos ou intervalados)®’, fonte energética (aerobios ou anaerdbios)?’, ou ainda de
acordo com a intensidade dos esforcos.?

No que se refere a intensidade, os exercicios sdao classificados com base no
percentual de consumo maximo de oxigénio (VOz), percentual da frequéncia cardiaca
maxima (FCmax.) ou pela percep¢dao de esforco, tendo-se as seguintes categorias: (1)
muito leve, (2) leve, (3) moderado, (4) intenso ou (5) muito intenso.>* Recomenda-se para
a obtencdo de condicionamento cardiorrespiratorio exercicios de moderada a alta
intensidade,>' os quais sdo também empregados para o tratamento ou prevengido da
DHGNA 3% 33 Para individuos com distiirbios metabdlicos, recomenda-se a realizagio de
exercicio sob monitorizagdo em programas de reabilitacdo devido ao risco de eventos
cardiovasculares durante o estresse fisico.>* No entanto, observa-se grande dificuldade de

adesdo aos programas de reabilitagdo metabdlica.*> 3
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Neste contexto, o exercicio de baixa intensidade pode ser uma alternativa para
prescri¢ao de programas de exercicio ndo supervisionado ou para exercicios em grupo.
Desta forma, propde-se a investigagcdo dos efeitos hepaticos e sistémicos de um protocolo
de exercicio de baixa intensidade na modalidade natacdo em um modelo murino-dietético
de DHGNA associada a SMet.

Com base nas premissas elencadas, hipotetiza-se que o protocolo de natagdo de
baixa intensidade empregado reduz a deposicao de lipidios no figado por meio de
aumento do gasto energético e da reducdo da expressao de genes lipogénicos. Tais efeitos
hepaticos estdo, provavelmente, associados a melhoria do metabolismo glicémico e

lipidico, determinada por regularizagdo dos niveis plasmaticos de glicose e lipidios.

2. REVISAO DA LITERATURA

Em 1988, Reaven descreveu um conjunto de distiirbios do metabolismo - resisténcia a
insulina, concentragdo plasmatica elevada de triglicerideos e niveis plasmaticos reduzidos de
lipoproteinas de baixa densidade (HDL) - que atuam como fatores de risco para o
desenvolvimento de doengas cardiovasculares (DCV). A principio, tal condi¢do clinica foi
denominada de Sindrome X.>’ Esta passou a ser objeto de estudo de diversos grupos no meio
académico mediante o crescimento na prevaléncia de doencas metabdlicas em todo o mundo
chamou a aten¢ao da comunidade cientifica para o estudo das correlagdes entre distarbios do
metabolismo de nutrientes (especialmente lipidios e glicose) e o risco para DCV. Tais estudos
resultaram no aprimoramento do conceito de Sindrome X, que atualmente ¢ denominada
Sindrome Metabolica (SMet).

Nos dias atuais, considera-se obesidade abdominal, dislipidemia, hipertensao arterial,
resisténcia a insulina, intolerancia a glicose, estado pro-inflamatorio e estado pro-trombético
como os componentes centrais da SMet.'® ! Para o diagnéstico de SMet em humanos,
algumas organizagdes propuseram parametros que pudessem ser utilizados na pratica clinica.
Os critérios diagndsticos mais utilizados na atualidade sdo aqueles propostos pela “National
Cholesterol Education Program’s Adult Treatment Panel III report” (ATP III) and
“International Diabetes Federation” (IDF). Ambos propdem a mensura¢do de cinco varidveis:
circunferéncia de cintura, triglicerideos plasmatico, HDL colesterol plasmatico, pressao
arterial e glicemia de jejum. De acordo com o ATP III, o individuo ¢ diagnosticado com SMet
se apresentar alteracao em trés dos cinco parametros supracitados de acordo com os pontos de

corte estabelecidos.!® Por outro lado, em conformidade com o IDF, é necessdria a presenca de
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obesidade abdominal, identificada por aumento da circunferéncia de cintura, mais outras duas
variaveis alteradas para o diagnostico da sindrome.'® O quadro 1 apresenta os pontos de corte

considerados em cada um dos critérios.

Quadro 1 - Critérios para diagndstico de Sindrome Metabdlica em humanos.

Variavel ATP 111, 2004 IDF, 2005
Obesidade abdominal Valores estabelecidos de
(Circunferéncia de cintura) acordo com a origem étnica
Homens >102 cm do individuo (ALBERTT;
Mulheres >88 cm ZIMMET; SHAW, 2005).
Triglicerideos > 150 mg/dL* > 150 mg/dL*

HDL colesterol

Homens <40 mg/dL* <40 mg/dL*

Mulheres < 50mg/dL* < 50mg/dL*

Pressao arterial > 130/ > 85 mmHg* > 130/ > 85 mmHg*
Glicemia de jejum > 110 mg/dL* > 100 mg/dL*

HDL: Lipoproteina de alta densidade; ATPIIl: National Cholesterol Education Program’s Adult
Treatment Panel III report; IDF: Federacdo Internacional de Diabetes. *Quando o individuo apresenta
valores dentro do padrdo de normalidade, mas faz uso de medicamento para controle da variavel,
considera-se como positivo o disturbio deste componente.

Embora a investigagdo de DHGNA nao faga parte do critério para diagnostico da
SMet, diversos autores postulam a associagdo entre estas duas condi¢des.!'> %2138 Ademais, a
progressio da DHGNA est4 fortemente relacionada a resisténcia a insulina® ¥, disfun¢io do
metabolismo glicémico de grande importdncia nos mecanismos fisiopatologicos da
sindrome.*

Apesar das evidéncias acerca da associacao entre DHGNA e SMet, a associagdo dos
diversos distirbios metabodlicos implica em mecanismos fisiopatologicos complexos e
interligados. Dito isto, percebe-se a necessidade do emprego de técnicas de andlise
morfolodgica, bioquimica e/ou expressdo génica para investigar vias metabolicas envolvidas na
patogénese da DHGNA bem como para o desenvolvimento de novas terapias. Para tanto, faz-
se necessario o emprego de modelos animais, uma vez que estes compreendem um sistema
biologico complexo similar ao organismo humano. Ademais, possibilitam o controle genético
e de influencias ambientais, além do emprego de procedimentos invasivos que ndo sdo

permitidos nas pesquisas com seres humanos.*!
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Diversos modelos animais tém sido empregados para estudos da SMet, dentre os quais
muitos desenvolvem DHGNA.** Animais da ordem Rodentia sio comumente utilizados pelo
fato de serem de pequeno porte e apresentarem caracteristicas fisiologicas e genéticas
homologas a humanos.* A comparacio do genoma de humanos e camundongos mostrou a
homologia genética em mais de 90% das regides.** Isso sugere que ambas as espécies
possuem um ancestral comum e justifica, parcialmente, as similaridades na apresentagdo
fenotipica dos mecanismos fisiologicos entre elas. Atualmente ¢ possivel induzir SMet em
roedores por intervengdes farmacologicas, genéticas ou dietéticas.*> +> 4

Modelos genéticos sdo adequados para a investigacdo de mecanismos moleculares
envolvidos no desenvolvimento da SMet. Os primeiros modelos genéticos de SMet estao
relacionados a deficiéncias na via da leptina, um hormonio secretado por adipdcitos maduros
que atua no hipotdlamo para regular o consumo alimentar e o balanco energético.®’
Camundogos Leptin-deficient (ob/ob) ndo sdo capazes de produzir leptina. Algumas outras
linhagens apresentam receptores de leptina com mutagdo, ndo funcional ou resistentes a acao
do hormonio: camundongos leptina receptor deficient (db/db), Ratos Zucker fatty (ZF), Ratos
Zucker diabetic fatty (ZDF), Ratos Goto-Kakizaki (GK) e camundongos POUND. Embora os

modelos supracitados apresentem fenétipos de SMet, Wong et al.®

questionam a
aplicabilidade dos resultados obtidos em estudos com tais animais para humanos, pois foi
identificada grande variedade de mutagdes nos genes que codificam a expressao de leptina em
camundongos, o que raramente acontece em humanos. Dessa forma, modelos genéticos
podem nao reproduzir o estado patologico da SMet em humanos.

Outro importante mecanismo envolvido na homeostase metabdlica ¢ o sistema renina-
angiotensina (SRA). Tal sistema consiste em uma cascata enzimatica na qual o
angiotensinogénio ¢ convertido em angiotensina (Ang) I e subsequentemente em Ang II pelas
agdes da renina e da enzima conversora de angiotensina (ECA) tipo 1, respectivamente.*® Ang
IT reconhecidamente promove inflamagdo, estado pro-trombotico, perfil pré-oxidante e
hipertensio.*®* Por outro lado, Ang II pode ser convertida no heptapeptideo Ang 1-7 pela
acdo da enzima ECA2, o qual ativa o receptor Mas e exerce efeitos vasodilatadores pelo
aumento da sintese de 6xido nitrico endotelial e diminui¢ao da produgdo de espécies reativas
de oxigénio.’® Dessa forma, o eixo ACE2/Ang(1-7)/Mas contrabalanceia o eixo classico SRA
exercendo efeitos metabolicos e cardiovasculares protetivos.’! Com base nesses mecanismos,
foi desenvolvido um modelo animal de SMet com camundongos com deficiéncia do receptor

Mas (Mas receptor deficiente FVB/N mice). A inatividade de tal receptor resulta em prejuizos



21

no metabolismo da glicose, lipidios e disfungdo endotelial,> condi¢do compativel com o
fendtipo de SMet.

De modo semelhante, drogas como glutamato monosodico,” glicocorticoides,>*
antipsicoticos®® e tioglicose de ouro®® podem promover os distarbios da SMet, no entanto os
mecanismos de inducdo ndo representam a etiologia da sindrome em humanos. De fato, o
crescimento da prevaléncia de SMet em todo o mundo esté relacionada ao consumo excessivo
de calorias e a diminui¢cdo do gasto energético. Tais condi¢cdes podem ser reproduzidas em
modelos animais de SMet induzidos por dieta. O fenotipo sindrémico pode ser promovido
pelo consumo de dietas com alto conteudo de quilocalorias provenientes de nutrientes
especificos: carboidratos (frutose ou sacarose) ou lipidios.*

A adequagdo de modelos animais dietéticos ao estudo da SMet estd bem documentada.
Eles sdo amplamente utilizados para entender os efeitos de diversos tipos de tratamentos para
a sindrome. Nesse cendrio, o exercicio fisico tem sido proposto como uma ferramenta para
reverter ¢/ou controlar as disfunc¢des associadas a SMet. No entanto, exercicio fisico ¢ um
termo genérico e seus efeitos podem variar de acordo com a intensidade, carga, frequéncia ou
modalidade praticada. Para animais experimentais, os principais modelos utilizados sao: (1)
exercicio aerébico: corrida em esteira ergométrica’’ ou natacio,’® (2) exercicio resistido: por

1,59

estimulacdo elétrica diretamente ou exercicio por indu¢cdo comportamental,” e (3) exercicio

voluntario espontaneo.*

2.1 Disfun¢des metabolicas em camundongos induzidas por dieta

Do ponto de vista bioenergético, o metabolismo dos mamiferos ¢ um conjunto de
reagdes endergdnicas e exergdnicas que proveem energia para o funcionamento celular.®!
Quando o consumo caldrico excede o gasto energético, o excesso de energia ¢ acumulado no
corpo, principalmente no tecido adiposo branco ou depdsitos ectdpicos de gordura.’? Neste
sentido, o sobrepeso relaciona-se a SMet, pois a hipertrofia do tecido adiposo esta associada
com a sua disfun¢do e um estado pré-inflamatorio que afetam suas propriedades funcionais
além do funcionamento do sistema endécrino.

Pode-se induzir o fenétipo de SMet em camundongos por meio da manipulagdo
dietética. Dentre as dietas mais utilizadas para essa finalidade estdo: (1) dieta com alto teor de
gordura (HFD), (2) dieta rica em gordura combinada com bebida com alto teor de frutose
(HFrD) e (3) dieta ocidental palatdvel (PWD), uma dieta rica em gordura e sacarose.
Conforme descrito no Apéndice A, a dieta rica em gordura tem sido amplamente empregada

para produzir o fenotipo sindromico nos camundongos. As gorduras sdo caloricamente o mais
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denso dos macronutrientes.”> Enquanto 1g de carboidratos ou proteinas gera
aproximadamente 4 kcal, os lipidios fornecem 9 kcal/g. Dessa forma, a gordura consumida na
dieta pode ser usada para fornecer energia ao metabolismo celular ou armazenada em tecidos
adiposos e sitios ectopicos.®* Além da obesidade, a hipertrofia do tecido adiposo acarreta
dislipidemia, estado pro-inflamatério e estresse oxidativo.®? Esses dois tltimos sdo
componentes da SMet amplamente relacionados com a hiperinsulinemia, hiperglicemia e
hipertensdo.®®

Em um estudo da década de 40, descreveu-se que ratos que consumiram uma dieta
com 70% de quilocalorias proveniente de lipidios desenvolveram obesidade e hiperglicemia.®
Atualmente, ha uma grande variedade de dietas usadas para induzir SMet em animais e ndo ha
consenso acerca do percentual necessario para se considerar uma dieta hiperlipidica.
Identifica-se na literatura dietas com alto teor de gordura com composi¢des que variam de
33,4% a 72% de quilocalorias advindas de lipidios.

No que se refere ao emprego de carboidratos para a inducdo de SMet, a frutose ¢
amplamente utilizada. Este macronutriente ¢ um dos monossacarideos mais consumidos na
dieta ocidental.®® Pode ser consumida isolada ou combinada com glicose, formando um
dissacarideo - sacarose.®® A posi¢ido anatdmica do figado faz dele um érgio estratégico na
absorcdo de carboidratos e aminoacidos,’® sendo este o principal local de extragdo e
metabolizagdo de frutose. Diferente da glicose, a fosforilagdo da frutose ocorre pela acdo da
frutoquinase e seu catabolismo continua independente da fosfofrutoquinase, uma enzima
necessaria a glicolise.®” Essas duas condi¢des tornam o metabolismo da frutose mais simples
do que o da glicose hepatica.® A oxidagdo da frutose resulta na lipogénese porque os
carbonos sdo usados para produzir acidos graxos. Isso leva a redu¢do da oxidacdo e aumento
da sintese de lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL), acumulacao de triglicerideos e
colesterol no figado.** De fato, os animais que consomem HFrDs desenvolvem doenca
hepética gordurosa nao alcodlica (DHGNA), com esteatose hepatica, fibrose e infiltracao de

macrofagos.® A condigdo inflamatéria e a produgdo, bem como o actmulo de lipidios,
9

\

favorecem a reducdo da sensibilidade a insulina,®’ resisténcia a insulina,® intolerancia a
glicose® e estresse oxidativo.”® O fenotipo de SMet pode ser induzido em camundongos por
dieta contendo mais de 60% do total de calorias advindas da frutose ou mais de 10% de
frutose diluida na 4gua de beber dos animais.”! 7% 73

No que diz respeito ao desenvolvimento de SMet a partir do consumo de sacarose,
parece que o componente ativo na promocgdo de disturbios metabdlicos é a frutose.*?

Considerando que a sacarose contém 50% de frutose, dietas com alto teor de sacarose sdo
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menos efetivas na produgdo de SMet quando comparadas a modelos induzidos por frutose em
roedores.*

Considerando os efeitos das dietas ricas em gorduras e/ou carboidratos no
metabolismo, alguns estudos combinam essas duas dietas. Kawanishi e colaboradores.®®
ofereceram uma dieta rica em gordura (59% de kcal de gordura) associada a ingestdo liquida

adicionada com 21% de frutose. Esta combinacao induziu a obesidade e dano hepatico.

2.2 Protocolos de exercicio aplicados para tratamento da Sindrome Metabdlica em
camundongos

Identificou-se a aplicacdo de 4 modalidade de exercicio fisico para camundongos em
consumo de dietas hipercaloricas: corrida em esteira motorizada, natagao, exercicio voluntario
em rodas disponiveis nas gaiolas e vibracao de corpo inteiro. Os protocolos de exercicio dos
estudos citados nesta tese estdo descritos no Apéndice A.

Em esteira motorizada, a maioria dos protocolos foi realizada 5 dias por semana.
Apenas no estudo de Borg,”* os camundongos treinaram 6 vezes por semana. Os protocolos

de exercicio mais curtos duraram 4 semanas’> '

e o periodo mais longo teve duragdo de 16
semanas.®® 77 A duracdo da sessdo de treinamento variou entre 40 minutos e 70 minutos. A
velocidade de corrida estabelecida para o treinamento foi bastante divergente entre os
trabalhos: desde 12 m/min até 20 m/min, mas a velocidade mais utilizada foi de 12 m/min
(oito estudos). Onze autores ndo relataram inclinagdo da esteira durante o treino. Naqueles
que trouxeram essa informacdo, os animais corriam com 0% 81 5% 7% 82 ou 12%5% 8¢ de
inclina¢do. Nao houve relagdo de proporcionalidade entre inclinagdo e velocidade. Um estudo
usou um programa de treinamento especifico chamado "treinamento intervalado de alta
intensidade" — HIT.®® Os animais realizaram 10 tiros de corrida de 4 minutos com 25% de
inclinacao a 23m/min intercalados com 2 minutos de repouso ativo. Este protocolo durou 10
semanas.

Os protocolos de natagdo foram realizados por 60 minutos, 5 dias por semana em
cinco estudos. Destes, dois usaram carga de 5% do peso corporal do animal preza a ponta da
cauda dos camundongos. Suga et al.”® usaram um protocolo de 90 minutos, 5 dias por semana

1.56

e no estudo de Lee et al.® os animais nadaram 60 minutos, 7 dias por semana. Dois outros

estudos de um mesmo grupo®”> 88

aplicaram um protocolo onde os camundongos nadaram
duas sessoes de 30 minutos separadas por 5 minutos de descanso, 5 dias por semana, mas um

desses dois estudos relatou o uso de carga com 5% de peso corporal na cauda dos animais.®’
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A variavel mais heterogénea refere-se a duragdo do tratamento com exercicio. Isso variou de 4
semanas a 12 semanas.

Nos estudos em que os animais se exercitaram voluntariamente, estes tinham acesso
24 horas por dia a rodas de corrida individuais.?® °® Um protocolo durou 6 semanas enquanto
o outro durou 10 ou 14 semanas. Nao houve monitoracdo do volume de exercicio realizado
por cada animal ou o consumo de oxigénio durante periodos ativos. Assim, ndo ¢ possivel
avaliar a intensidade do exercicio nesses protocolos ou as implicagdes dessa varidvel nos
efeitos metabolicos.

Hunag e colaboradores®’ empregaram a vibra¢do do corpo inteiro como uma estratégia
para tratar SMet em camundongos C57B1/6. Os animais permaneceram 15 minutos por dia
sobre uma plataforma vibratoria com amplitude de vibracdo de 2mm por 6 semanas. Foram
utilizados dois protocolos de treinamento: baixa intensidade (5,6 Hz, 0,13 g de aceleragao) ou

alta intensidade (13 Hz, 0,68 g de aceleracao).

2.3 Efeitos do exercicio sobre a deposicao de gordura induzida por dieta hipercalorica
em camundongos

Estudos previamente publicados demonstram que a intervencdo com dieta
hipercalérica é efetiva no aumento da massa corporal de camundongos.®® 7* 19 Ta]
incremento foi evitado pelos protocolos de exercicio fisico em 21 estudos, dentre os 31
avaliados. Em outros 10 estudos, o exercicio ndo foi eficaz para reduzir a massa corporal
quando os animais foram alimentados com dietas hipercaléricas.>® 68 74 77, 78,79, 82,79, 91, 92, 100,
101 Dentre os métodos aplicados nos estudos, ndo se identificaram pardmetros do exercicio
relacionados com sua eficacia ou ndo em evitar o ganho de massa corporal. Por outro lado,
protocolos de exercicio similares aplicados a mesma linhagem de camundongos obtiveram
resultados diferentes em relagio a massa corporal. Kelly e colaboradores'® sugerem a
existéncia de um mecanismo complexo na regulacdo da composi¢do corporal em resposta ao
exercicio determinado pelo polimorfismo genético. Os autores demonstraram que regides
genOmicas distintas sdo responsaveis por mudancas no peso, adiposidade e massa magra em
resposta ao exercicio. Dessa forma, a regulacdo de cada uma dessas mudangas deve ser
regulada por mecanismos genéticos distintos, embora tais vias ainda ndo tenham sido
esclarecidas.!%

Nos grupos em que o exercicio ndo foi eficaz na reducao da massa corporal, nao houve
efeito sobre a massa de gordura epididimal. Apenas Baynard e colaboradores® encontraram

diminuic¢ao de tecido adiposo epididimal em animais treinados, apesar de nenhum efeito sobre
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a massa corporal. Por outro lado, 11 estudos mostraram que a redu¢do da massa corporal

associada ao exercicio ¢ determinada por menor massa de gordura epididimal.’> 82 84. 8. 90. 91,

94, 95, 102,103, 105 Emy ym estudo com camundongos C57B1/6 induzidos & SMet por meio de
dieta hiperlipidica verificou-se que um protocolo de exercicio de plataforma vibratoria de
corpo inteiro € capaz de evitar a deposi¢ao de gordura também em outros sitios, como o tecido
adiposo retroperitoneal e perirrenal.”!

A reducdo da massa adiposa em modelo murino-dietético pode ser potencializada por
uma intervengdo combinada de exercicio e ingestdo de dieta com baixo teor de gordura
(LFD), a qual continha 10% de quilocalorias provenientes de lipidios.** Os animais que foram
alimentados com LFD e treinaram apresentaram massa de tecido adiposo epididimal
significativamente menor em comparacao com aqueles que treinaram e consumiram HFD ou
que consumiram LFD e eram sedentarios.®> Tais resultados sugerem que a mudanga de
habitos de vida composta pela associacdo de pratica de exercicio fisico e consumo de dieta
LFD pode ser mais eficaz para a reducdo de tecido adiposo branco. Inesperadamente,
Kawanishi e colaboradores’’ observaram um aumento na massa de tecido adiposo em animais
treinados quando comparados com os sedentarios.

Em relagdo a estrutura muscular, a dieta rica em gordura induz o acimulo de lipidios
no miusculo esquelético, efeito este revertido pelo exercicio.”” De acordo com a andlise
lipidomica de Jordy e colaboradores,”® ha um depdsito de triacilglicerol, diacilglicerol e
ceramida no musculo esquelético dos camundongos alimentados com HFD, condigao

atenuada nos camundongos que realizaram o protocolo de corrida.

2.4 Perfil lipidico de camundongos alimentados com dieta hipercaldrica e submetidos a
protocolos de exercicio fisico

Estudos desenvolvidos com camundongos demonstraram elevacdo do colesterol

plasmatico associada ao consumo de dieta hipercalorica.’ 81 86 91. 95, 96, 97, 98, 102, 103 q]

disttirbio foi revertido pelo exercicio em quatro protocolos de corrida em esteira motorizada®!

96, 97, 98, 86, 102, 103

, trés protocolos de natacao e um de vibragdo de corpo inteiro.”! Sobre as
fragdes de colesterol, apenas dois estudos avaliaram a lipoproteina de baixa densidade (LDL),
as quais estavam elevadas em animais alimentados com HFD e foram reduzidas pelo
exercicio.®® 1% Por outro lado, os resultados sobre HDL-C sdo contraditérios. De quatro
estudos que analisaram o HDL-C no plasma,?! 86 96 102 dois apresentaram efeito da HFD em

86, 102

aumentar e um em reduzir o HDL-C. Fu et al.’® ndo encontraram efeito da HFD sobre a

modula¢do dos niveis plasmaticos de HDL-C. Tal estudo ndo disponibilizou o contetido de
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macronutrientes da HFD fornecida aos camundongos, portanto, ndo € possivel estabelecer se a
auséncia de efeito estd relacionada a composicao da dieta. No que diz respeito ao efeito do
exercicio, em dois estudos que implementaram a corrida em esteira motorizada para
camundongos, o HDL-C estava elevado nos animais que se exercitavam e consumiam a HFD
em comparagdo com seus controles sedentarios.3 ° Por outro lado, em dois estudos que
empregaram protocolos de natagdo, o exercicio fisico ndo foi eficaz em modular essa

lipoproteina.3® 102

HFD elevou os triglicerideos plasmaticos em nove estudos.’> 81> 91, 95 96, 97, 98, 102, 103
Em apenas um desses estudos o exercicio, que consistia em um protocolo de natagdo de 90
minutos por dia, 5 dias por semana durante 4 semanas, ndo foi eficaz em reduzir os niveis de
triglicerideos no plasma.”” Trés estudos mostraram que HFD elevou os niveis de 4cidos
graxos livres no plasma dos camundongos 7> 81-%_ Os dois protocolos de corrida evitaram tal
distarbio dislipidémico, enquanto o protocolo de natagcdo nao teve efeito.Em resumo, HFD ¢
eficaz para promover dislipidemias em camundongos: aumento do colesterol total, colesterol
LDL, triglicerideos, acidos graxos livres e reducao do colesterol HDL. Protocolos de natagao,
corrida em esteira motorizada e vibragao do corpo inteiro foram capazes de reverter o perfil
dislipidémico no que se refere ao colesterol total, LDL e triglicerideos. No entanto, a melhoria

nos niveis de HDL e 4cidos graxos livres esteve presente apenas nos estudos que empregaram

protocolos de corrida em esteira motorizada.

2.5 Modulac¢ao do metabolismo da glicose no figado de camundongos alimentados com
dietas hipercaloricas e submetidos a protocolos de exercicio fisico
Dentre os estudos analisados, 20 avaliaram marcadores do estado glicémico. Os

resultados endossam o efeito do consumo de dietas hipercaloricas como causador de

75, 71, 19, 81, 82, 87, 89, 90, 91, 92, 97 75, 76, 80, 81, 82, 84, 85,

resisténcia a insulina e intolerancia a glicose

93,96, 97, 98, 102, 103 , 75, 82,

. Enquanto sete estudos mostraram efeito da HFD em elevar a glicemia

91, 94, 100, 101, 1 182

03 no trabalho de Vieira et al.3? o consumo de HFD nio alterou a glicemia de
jejum, mesmo em animais com intolerancia a glicose e resisténcia a insulina. Isso sugere que
os camundongos podem ter um distarbio no metabolismo da glicose, mesmo mantendo a
glicemia de jejum em niveis regulares.

Comparando-se os efeitos de protocolos de treino continuo de intensidade moderada
(MIT) com HIT, sugere-se que o ECMI tem maior efetividade na regulacdo do perfil

glicémico de camundongos alimentados com dieta HFD.!%6: 107
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Conforme relatado acima, a resisténcia a insulina é um distirbio muito comum em
modelos animais alimentados com dieta hipercalorica caracterizada por incapacidade ou
redug¢do da ativagdo do receptor de insulina (RI) ou sua sinalizacdo. A acdo do RI foi
classicamente estabelecida no metabolismo da glicose de tecidos como figado, tecido adiposo
branco e musculo, mas atualmente reconhece-se sua atuagdo em outros tecidos como placenta
e cérebro.!%

Nos hepatocitos (Figura 1), o excesso de nutrientes promove a fosforilagdo ou
desacoplamento da serina do substrato do receptor de insulina tipo 1 (IRS-1) pela ativagao da
proteina quinase alvo da rapamicina em mamiferos (mTOR), a qual ativa S6 quinase 1 (S6K1)
e desativa a proteina quinase ativada por adenosina monofosfato (AMPK).!'” Além disso, a
ativacdo do mTOR ou associacdo com a proteina TRB3 bloqueia a atividade das proteinas
quinase B (Akt). Com reducao da atividade desta quinase, esta nao fosforila a glicogénio
sintase quinase 3 beta (GSK3f) que, por sua vez, ¢ ativada, fosforila a enzima glicogénio
sintase, inativa-a.!®’ Desta forma, a reducdo da sinalizagdo da insulina no figado resulta em
redu¢do da producao de glicogénio e consequente aumento da concentragdo de glicose no
citoplasma do hepatocito. Esta ¢ oxidada por glicolise e fornece substrato para a sintese de
triglicerideos, o que contribui para a deposicio de lipidios no figado.!!°

Outro mecanismo que pode aumentar a glicemia ¢ a producdo de glicose a partir de
precursores nao glicidicos (lactato, piruvato, aminoacidos e glicerol) pelo processo de
gliconeogénese. Pauli et al.!! demonstraram que em animais alimentados com dieta rica em
gordura, ha maior expressao de proteina fosfatase-3 (MKP-3) e sua associagao com a proteina
FoxO1 (MKP-3/FoxO1). MKP-3 desfosforila FoxOl, o que aumenta a associacdo entre
FoxO1 e o co-ativador-1 alfa do receptor ativado por proliferador do peroxissoma (PGC-1a,).
Este mecanismo estd relacionado ao aumento da expressdao de genes gliconeogénicos:
fosfoenolpiruvato carboxiquase (PEPCK) e glicose-6-fosfatase (G6Pase).!% 10!

Neste contexto, o exercicio fisico evitou os disturbios descritos anteriormente sobre o
metabolismo da glicose causado pelo consumo de HFD no tecido hepatico. Em 3 estudos os
protocolos de natacdao foram capazes de ativar a AMPK que, por sua vez, inibe a via mTOR /
S6K1, o que resulta na sinaliza¢do dos receptores de insulina e diminui a gliconeogénese.®®
101,100 A1ém disso, nos animais submetidos cronicamente ao treinamento fisico, observou-se
um aumento na expressdo da proteina adaptadora endosomal (APPL1) e sua interacdo com
Akt, o que reduz a associagdo TRB3/Akt. Desta forma, Akt ¢ fosforilada pelo inositol
trifosfato 3-quinase (PI3K) e torna-se uma enzima ativa. A Akt fosforila dois substratos:

FoxOl1 e glicogénio sintase quinase 3 beta (GSK3p). A fosforilacdo de Foxol e a diminui¢ao
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nos niveis de PGC-1a dificultam a associagdo FoxO1/PGC-1a e, consequentemente, reduzem
a expressdo do gene PEPCK e G6Pase.!% 10 A fosforilagdio de GSK3p inativa esta enzima
levando a uma menor fosforilagdo da enzima glicogénio sintase, o que aumenta a atividade

enzimatica. Isso aumenta a producdo e o armazenamento de glicogénio'® (Figura 1).

Figura 1 - Vias do metabolismo glicémico moduladas por dietas hipercaloéricas e pelo
exercicio fisico no figado

Vias induzidas pelo
exercicio fisico
Vias induzidas pelo
excesso de nutrientes
H Fosforilagdo

H Desfosforilagao

O excesso de nutrientes promove a fosforilagéo ou desacoplamento da serina do substrato do receptor
de insulina tipo 1 (IRS-1) pela ativagdo da proteina quinase alvo da rapamicina em mamiferos
(mTOR), a qual ativa S6 quinase 1 (S6K1) e desativa a proteina quinase ativada por adenosina
monofosfato (AMPK). A ativacdo do mTOR ou associacdo com a proteina TRB3 bloqueia a atividade
das proteinas quinase B (Akt). Com redugdo da atividade da Akt, esta ndo fosforila a glicogénio
sintase quinase 3 beta (GSK3p) que torna-se ativa, fosforila a enzima glicogénio sintase tornando-a
inativa. Ha maior expressdo de proteina fosfatase-3 (MKP-3) e sua associa¢do com a proteina FoxO1
(MKP-3/FoxO1). MKP-3 desfosforila FoxO1, o que aumenta a associa¢do entre FoxOl e o co-
ativador-1 alfa do receptor ativado por proliferador do peroxissoma (PGC-1a). Este mecanismo esta
relacionado ao aumento da expressdo de genes gliconeogénicos: fosfoenolpiruvato carboxiquase
(PEPCK) e glicose-6-fosfatase (G6Pase). O exercicio fisico ativa a AMPK que, por sua vez, inibe a
via mTOR / S6K1. Ha aumento na expressdo da proteina adaptadora endosomal (APPL1) e sua
interagdo com Akt, o que reduz a associacdo TRB3/Akt. Desta forma, Akt ¢ fosforilada pelo inositol
trifosfato 3-quinase (PI3K) e torna-se uma enzima ativa que fosforila dois substratos: FoxOl e
glicogénio sintase quinase 3 beta (GSK3p). A fosforilagdo de Foxol e a diminuicdo nos niveis de
PGC-1a dificultam a associagdo FoxO1/PGC-la e, consequentemente, reduzem a expressdo do gene
PEPCK e G6Pase. A fosforilagdo de GSK3p inativa esta enzima levando a uma menor fosforilagdo da
enzima glicogénio sintase.

Fonte: elaborada pela doutoranda
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2.6 Estrutura e funcio hepaticas em camundongos alimentados com dietas

hipercaloricas e submetidos a protocolos de exercicio fisico

Nesta revisao, 14 estudos avaliaram os efeitos de dietas hipercaldricas e do exercicio
fisico na estrutura e/ou funcdo do figado em camundongos. A massa hepatica foi
estatisticamente maior nos animais que consumiram dietas ricas em frutose®® ou lipidios®® 1%
quando comparados a animais alimentados com dieta padrao ou que realizaram protocolos de
exercicio fisico. Por outro lado, outros dois estudos ndo mostraram diferengas entre os grupos
avaliados no que se refere a massa hepatica.’* %2

Apesar da inconsisténcia de dados sobre a massa total do figado, o excesso de
consumo de nutrientes afetou marcadamente a estrutura do tecido. Os animais em intervengao
dietética apresentaram esteatose hepatica, caracterizada por deposicao de gordura no figado,

68, 91, 95, 102,

fibrose e infiltragdo de macrofagos. 103" A analise dos lipidios acumulados no

figado mostrou que as dietas hipercaldricas promovem um aumento na concentragdo de

76, 83, 92, 176

triglicerideos 103, diacilglicerol’® e colesterol total.!” O aumento de marcadores de

9%, 102 aspartato aminotransferase

dano tecidual como alanina aminotransferase (ALT), %!
(AST); °b 95 102 ¢ fosfatase alcalina!®® confirmam a lesdo hepatica em camundongos
alimentados com dietas hipercaldricas. O exercicio fisico reduziu todas as alteragdes na
estrutura do figado e marcadores de lesdes hepaticas, mesmo na manutencdo da intervengao
dietética. 6% 76 82, 91,92, 95, 102, 103

A esteatose hepatica pode ocorrer devido ao consumo excessivo de nutrientes,
aumento da sintese de gordura (lipogé€nese), reducdo da oxidagdo da gordura ou reducdo da
exportacio de gordura sob a forma de LDL.''! No figado o metabolismo de glicose,
aminoacidos ou acidos graxos resulta na producao de acetil-CoA, uma molécula que entra no
ciclo do acido tricarboxilico (TCA) para liberar energia quimica como trifosfato de adenosina
(ATP).!'2 O piruvato proveniente da oxidacio da glicose e os aminoacidos podem transpor a
membrana mitocondrial. Por outro lado, os acidos graxos sdo degradados para formar acil-
CoA, o qual precisa da enzima carnitina/palmitoil-transferase-1 (CPT1) para entrar na matriz
mitocondrial e ser oxidada na B-oxidagdo gerando acetil-CoA!'*” '3 (Figura 2).

O acetil-CoA derivado de acidos graxos, glicose ou aminoacidos pode retornar ao
citosol pela acdo da proteina carnitina/acetil-CoA (CAT) ou na forma de citrato proveniente

do TCA. No citosol, o citrato gera acetil-CoA através da ATP-citrato liase (ACLY). No

cytosol, a acetil-CoA ¢ carboxilada para malonil-CoA pela acetil-coenzima A carboxilase-1
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(ACC1). As reagoes da enzima acido graxo sintase(FAS) geram palmitato que pode ser usado
para produzir triglicerideos e ésteres de colesterol ou voltar as mitocondrias.!!?

Uma vez que permaneg¢a no citosol (Figura 2), o alongamento de palmitato (16:0)
forma estearato (18:0), ambos os acidos graxos saturados sao convertidos em acidos graxos
monoinsaturados (palmitoleato e oleato, respectivamente) pela agdo de uma enzima do
reticulo endoplasmatico: estearoil-CoA dessaturase-1 (SCD- 1). O palmitoleato (16:1) ou o
oleato (18:1) participam da sintese de triglicerideos pela a¢ao da diacilglicerol aciltransferase
(DGAT) e de ésteres de colesterol pela agdo da acil-CoA:colesterol aciltransferase
(ACAT).!!

O metabolismo de lipidios no figado ¢ controlado por fatores que regulam a
transcricdo de genes envolvidos na sintese ou oxida¢do de gordura. Proteinas de ligacdo do
elemento de regulacdo do esterol (SREBPs) sdao fatores de transcri¢ao inseridos no reticulo
endoplasmatico. Na auséncia de esterol nas células, o SREBP ¢ ativado e entra no nucleo
onde se liga ao elemento de regulacdo do esterol (SER) e ativa os genes lipogénicos (FAS,
ACC, SCD-1).!"* De modo semelhante, o fator derivado do pancreas (PANDER) ¢ expresso
em hepatocitos e aumenta a expressao de genes lipogénicos que contribuem para a esteatose
hepatica.!'> Os receptores ativados por proliferadores de peroxisoma (PPARs) atuam na
patogénese da DHGNA por modulacdo da B-oxidacdo hepatica e lipogénese. Na auséncia de
expressao de PPAR-a no figado, a transcri¢do do seu gene alvo CPT-1 ¢ prejudicada (Figura
2). Nesta condi¢do, o acil-CoA ndo pode entrar na matriz mitocondrial para a oxidagdo e ha
uma producdo aumentada de triglicerideos e ésteres de colesterol nas vias citoplasmaticas.

Nesta revisdo, verificou-se que as dietas hipercaldricas aumentaram os niveis de
SRBP-1c!'" e das proteinas lipogénicas FAS,”® SCD-1%% 1 ¢ DGAT'® 13, ¢ diminuiram a
fosforilagdo da enzima ACC, a qual demonstrou menor atividade.” Isto revela que o consumo
excessivo de nutrientes aumenta a deposicdo de gordura hepatica por ativacdo da via
ACC/FAS/SCD-1. Além disso, as dietas com alto teor de gordura sdo capazes de modular a
expressdo génica do figado para aumentar a lipogénese por meio da ativagdo de SRBP-1 e
PANDER e aumento da expressao de FAS e SCD-1. A reducdo dos niveis das proteinas
PPAR-a'%? ¢ CPT-1%* sugerem uma possivel diminui¢io na oxidagio de gorduras. Dois outros

estudos®® 193

encontraram expressdo génica aumentada de PPAR-a ¢ CPT-1 em animais
alimentados com HFD quando comparados com aqueles alimentados com dieta padrdo, no
entanto esse aumento foi ainda mais pronunciado nos camundongos que realizaram exercicio

fisico.
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Figura 2 - Vias do metabolismo hepatico moduladas por dietas hipercaléricas e pelo
exercicio fisico

DIETA
Lipideos, Carboidrato, Proteina

R ~~. _ Genes lipogénicos
*cTP1

----- Vias induzidas pelo exercicio fisico

Vias induzidas pelo excesso de
nutrientes

O consumo cronico de excesso de nutrientes estimula vias lipogénicas e reduz a oxidagdo de gordura.
Héa maior transporte de acetil-CoA através da carnitina/acetil-CoA (CAT) e de citrato para o
citoplasma. O citrato é convertido em acetil-coA que por acdo da acetil-co-enzima-A carboxilase
(ACC) transforma-se em Malonil-CoA. A enzima acifazgraxo sintase (FAS) catalisa a reagdo para
producgdo de palmitato que pode ser usado para produzir triglicerideos e ésteres de colesterol ou voltar
as mitocondrias. Uma vez que permanega no citosol, o alongamento de palmitato (16:0) forma
estearato (18:0), ambos os acidos graxos saturados sdo convertidos em acidos graxos monoinsaturados
(palmitoleato e oleato) pela acdo de uma enzima do reticulo endoplasmatico: estearoil-CoA
dessaturase-1 (SCD- 1). O palmitoleato (16:1) ou o oleato (18:1) participam da sintese de
triglicerideos pela acdo da diacilglicerol aciltransferase (DGAT) e de ésteres de colesterol pela agdo da
acil-CoA:colesterol aciltransferase (ACAT). Ha aumento da expressdo de proteinas de ligacao do
elemento de regulacdo do esterol (SREBPs) que, quando ativadas, entram no nucleo onde se ligam ao
elemento de regulacdo do esterol (SER) e ativam os gfazs lipogénicos (FAS, ACC, SCD-1). O fator
derivado do pancreas (PANDER) também aumenta a expressdo de genes lipogénicos que contribuem
para a esteatose hepatica. O exercicio fisico promove aumento da oxidacdo de lipidios nas
mitocondrias, o que resulta na redugdo da deposi¢do de gordura no figado. Ha aumento de transporte
de acil-CoA para o interior da mitocondria através da proteina transportadora carnitina/palmitoil
transferase-1 (CPT1) que ¢ convertida em acetil-CoA no processo de P-oxidagdo. O acetil-CoA ¢
oxidado no ciclo do acido tricarboxilico (TCA). H4 aumento da expressdo de receptores ativados por
proliferadores de peroxisoma-alfa (PPAR- o)) que estimulam a transcri¢do génica de CPT-1.

Fonte: elaborada pela doutoranda.

Os dados disponiveis na literatura sugerem fortemente que HFD aumenta a lipogénese.
Por outro lado, todos os estudos analisados mostraram a eficacia do exercicio fisico na
redugdo da lipogénese e aumento da oxidagdo de gordura nas mitocondrias, o que resulta na

reducio da deposi¢do de gordura no figado.%% 86 94 102. 103 g camundongos nos grupos de
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treinamento apresentaram diminui¢do na expressao génica e proteica de proteinas lipogénicas,
além de menor atividade dos fatores de transcrigdo SRBP-1, PANDER e aumento da
expressao de PPAR-a. A andlise de “microarrays” de cDNA mostrou que dos 62 transcritos
de genes alterados nos camundongos alimentados com HFD, 38 foram completamente
normalizados pelo exercicio.®® Mais do que aumentar o gasto de energia, o exercicio fisico
atua em vias moleculares e expressdo génica, o que ¢ uma promissora evidéncia de que o

exercicio desempenha papel fundamental no tratamento e / ou prevencdo da DHGNA.

2.7 Efeitos do exercicio fisico sobre a massa e o funcionamento do tecido adipose branco
em camundongos

As dietas hipercaloricas e a pratica de exercicios podem alterar a estrutura do tecido
adiposo e seu metabolismo.” > 192 Em relacdo ao tamanho dos adipdcitos, os resultados sdo

divergentes. Enquanto Kawanishi et al.”’

encontraram adipdcitos menores em camundongos
alimentados com HFD em comparag¢do com seus controles exercitados e animais alimentados
com dieta padrdo, Marques et al.”” e Schultz et al.'®? encontraram adipdcitos hipertrofiados
induzidos por HFD. Neste caso, o protocolo de natagio reduziu o tamanho dos adipdcitos, '
mas ndo o protocolo de esteira.”> Os camundongos alimentados com 60% de quilocalorias
advindas de lipidios desenvolveram fibrose no tecido adiposo marcada pelo aumento da
deposi¢do de colageno (la e 3a) em torno de adipdcitos e ativagdo de fibroblastos.’”® Tais
alteragdes morfologicas ndo foram encontradas nos animais que realizaram corrida em esteira
motorizada.”®

Os fatores fibrogénicos, como fator de transformacao do crescimento B (TGF-B) e
inibidores teciduais de metaloproinases-1 (TIMP-1), foram mais expressos no tecido adiposo
de camundongos sedentarios alimentados com HFD do que no grupo que realizou exercicio
fisico ou consumiu dieta padrio.”

A alteragdo mais marcante encontrada no tecido adiposo branco de camundongos
alimentados com dietas hipercaloricas foi a inflamacdo. Tal achado foi identificado em
fotomicrografias que evidenciaram varios infiltrados inflamatérios no referido tecido.'® A

analise das células da fragdo vascular estromal demonstrou alto numero de macréfagos e

linfocitos.”” Por outro lado, o recrutamento dessas células imunes para o tecido adiposo

78, 83, 93 89, 90, 92

branco foi marcado por niveis e expressdo génica aumentados da proteina

quimiotratante monocitaria (MCP-1) e F4/80. Protocolos de exercicio de modalidades

variadas podem inibir ou reduzir o perfil inflamatério descrito anteriormente.’”> 7 83 8. 90.92,

93, 102
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As dietas hipercalodricas também promovem um estado inflamatério no tecido adiposo
pela modulagdo da producao de citocinas. HFDs aumentaram a expressdo génica de citocinas
pro-inflamatorias, tais como: fator de necrose tumoral alfa (TNF-q)’”> 7% 83 8. 92, 102
interleucina (IL) -67° e IL-1*3. HFD parece promover dano oxidativo, marcado pelo aumento
da peroxidagio lipidica (TBARS e Carbonyl) no tecido adiposo epididimal.}” Tal estresse
inflamatorio e oxidativo induzido pelo consumo excessivo de nutrientes ndo ocorreu nos
animais que participavam dos protocolos de exercicio fisico.

Além das caracteristicas previamente descritas, a fun¢ao enddcrina do tecido adiposo €
determinante para a homeostase energética. O hormdnio leptina derivado do tecido adiposo
branco atua sobre o hipotdlamo e outros tecidos periféricos para regular o equilibrio
energético e a massa corporal. No estado pos-prandial a leptina ¢ liberada na corrente
sanguinea para promover a sensagdo de saciedade, o metabolismo de glicose e lipidios, a
digestdo intestinal e a absorcdo de nutrientes.*’” Por outro lado, a grelina, um horménio
intestinal, ativa neurdnios orexigénicos no hipotalamo e estimula a expressdo de proteinas
associadas ao armazenamento de gordura como ACC, FAS, lipoproteina lipase e perilipina
em adipocitos, estimulando o armazenamento de lipidios no citoplasma.!'® Apesar dos
conhecimentos sobre o papel da via disfuncional da leptina em causar obesidade em
camundongos,*® ha resultados divergentes quanto aos efeitos do consumo de dietas
hipercaléricas sobre as vias da leptina e/ou de grelina. No estudo de Baynard” e
colaboradores nenhuma diferenca na expressdo do gene da leptina no tecido adiposo foi
encontrada em camundongos alimentados com HFD ou exercitados, no entanto em outro
grupo de camundongos C57Bl/6 alimentados com o mesmo conteudo de lipidios, a expressao
génica de leptina foi maior no grupo obeso.®’> Apenas um estudo avaliou a expressdo da
grelina em macréfagos peritoneais, o qual demonstrou uma reducdo nos animais que
consumiram HFD e eram sedentarios.®’

A capacidade do exercicio em promover lipolise no tecido adiposo foi descrita em dois
estudos. A pratica de exercicio fisico aumentou a concentrac¢do de lipase de triacilglicerol do
adipocito (ATGL), lipase hormonio sensivel (HSL), perilipina e citocromo ¢ oxidase (COX)
no tecido adiposo de camundongos alimentados com HFD,'> ATGL e HSL atuam no
citoplasma clivando triglicerideos para libertar acidos graxos e uma molécula de glicerol.!'” A
perilipina ¢ uma proteina do adipdcito fosforilada por acdo da proteina quinase A (PKA),
necessaria para a ativacado da HSL. Estes processos lipoliticos fornecem acidos graxos a serem
metabolizados através da P-oxidacdo e da cadeia de transporte de elétrons (ETC) para

produzir energia.!'” COX ¢ uma enzima fundamental necessaria para remover elétrons no



34

Giltimo passo da ETC.!% Em um estudo com hamsters, Campbell et al. propuseram que a
lipdlise induzida pelo exercicio ¢ devida a acdo dos glicocorticoides, através do aumento na
quantidade de receptores e 11-B-hidroxiesteroide desidrogenase tipo 1 (11BHSD1).!1®

Os dados disponiveis reforcam que as dietas hipercaloricas promovem efeitos
deletérios na estrutura e fung¢do do tecido adiposo. HFDs induzem fibrose, inflamagdo e
estresse oxidativo. Protocolos de corrida, natacdo e exercicio voluntdrio evitaram esta
disfun¢ado de tecido adiposo induzida por HFD e atuam em vias moleculares para aumentar a

lipolise. Isso significa que o exercicio reduz a massa de tecido adiposo branco e melhora a sua

funcao.

2.8 Efeitos do exercicio fisico sobre o misculo esquelético de camundongos alimentados
com dietas hipercaldricas

O consumo de dieta hipercalorica por oito semanas prejudicou a capacidade de
exercicio, avaliada por um teste funcional em que os camundongos correm em velocidade
progressiva até a fadiga (definida como permanéncia maior que 10 segundos na base da
esteira, apesar do encorajamento manual).” Por outro lado, em protocolo mais curto de
intervengdo dietética, no qual os animais foram alimentados com HFD por apenas quatro
semanas, ndo houve diferenca significativa entre os grupos que consumiram dieta
hiperlipidica ou padrido.”® Esses resultados sugerem que o efeito da dieta hipercalérica na
capacidade de exercicio depende do tempo. A capacidade de exercicio esta relacionada a
atividade oxidativa muscular. Nesse contexto, exercicios de diferentes modalidades, como

76, 80, 85

corrida em esteira motorizada e natagdo’® aumentaram o consumo de oxigénio no

musculo esquelético. H4, claramente, um aumento na atividade das enzimas oxidativas (j3-

75.76. 85 malato desidrogenase’”) e expressdo

hidroxiacil-CoA desidrogenase,’® citrato sintase,
génica (succinato desidrogenase®’) em animais treinados, mostrando que mesmo sob consumo
de HFD o treinamento melhora o metabolismo aerdbio no musculo esquelético para produzir
energia.

Suga et al.”® estudaram a estrutura morfologica das mitocondrias no musculo
esquelético e mostraram que o consumo de HFD reduz o tamanho mitocondrial, a densidade e
a expressdo génica relacionada a biogénese mitocondrial (PGC-1a, PPAR-a ¢ MFN1). O
protocolo de natagdo empregado ndo conseguiu reverter esses distirbios morfologicos.

Entretanto, a associa¢ao de natagdo com dieta com restricdo caldrica melhorou a estrutura e

fun¢cdo mitocondrial. Também neste estudo, os camundongos em dieta restritiva tiveram
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melhora na capacidade de exercicio comparados com a aqueles que cumpriram o protocolo de
natacdo e foram alimentados com HFD.

O actimulo de lipidios intramiocelular, descrito anteriormente no item 2.3, parece estar
relacionado a diminuicdo da utilizacdo de acidos graxos para producdo de energia e ao
aumento da lipogénese. Os camundongos alimentados com dietas com alto teor de gordura
apresentaram comprometimento na atividade da via de sinalizagio AMPK/ACC/CPT-1% ¢

aumento da clivagem de SREBP-1,%’

o que levou a redugdo da oxidagao de lipidios e ao
aumento da lipogénese, respectivamente. O exercicio aumentou a expressao de AMPK e
CTP-1 e inibiu a expressdo de ACC, tanto nos animais que consumiram dieta padrdo quanto
HFD *8. Além disso, o exercicio inibiu a clivagem de SREBP-1c, fator de transcri¢io que
ativa genes lipogénicos, por meio da via AMPK/mTOR/S6K1.%

No musculo esquelético, o estresse oxidativo induzido por HFD foi marcado pelo
aumento da peroxidagdo lipidica, avaliada por meio de ensaio bioquimico para identificacao
de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS); maior producao de superoxido (O2")
e aumento na atividade de NADPH oxidase. O peréxido de hidrogénio (H202) também estava
aumentado no plasma. O exercicio foi eficaz para reduzir esses marcadores de estresse
oxidativo quando associado a dieta restritiva, mas ndo sozinho.” Nio houve efeito da dieta ou
do exercicio sobre a concentragdo de enzimas antioxidantes (superoxido dismutase, catalase e
glutationa peroxidase) no musculo esquelético.”

Com base nesses resultados, conclui-se que o consumo de HFDs prejudica a
capacidade oxidativa do musculo esquelético, principalmente, por redu¢do da oxidagdo
mitocondrial. A medida que a sinalizagio AMPK/ACC/CPT1 ¢é prejudicada, o acil-CoA nio
pode ser transportado para a matriz mitocondrial e se acumula no citoplasma de midcitos. A
redugdo na capacidade de exercicio induzida por HFD atua como um fator de risco para o
SMet, criando um ciclo vicioso: obesidade - diminui¢do da tolerancia ao exercicio - estilo de
vida sedentario - obesidade. Os protocolos de nata¢do’ ou de corrida em esteira motorizada’®
80. 85,96, 97. 98 podem quebrar esse ciclo ao reverter distirbios funcionais no musculo

esquelético e melhorar a capacidade de exercicio.

2.9 Efeitos do exercicio fisico no estado pro-inflamatorio induzido por dietas
hipercaldricas em camundongos

A inflamac¢ao ¢ um distarbio central na fisiopatologia da obesidade e da SMet. Neste
sentido, o tecido adiposo disfuncional ¢ um sitio enddcrino que contribui para promover a

inflamacgdo por infiltragdo e ativagdo macrofagica®> Os macréfagos M1, presentes no tecido
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adiposo branco, ativam o perfil pré-inflamatério aumentando a producdo de CDIllc, uma
glicoproteina integrina expressa por monondcitos, macroéfagos e citocinas inflamatoérias''®. A
imunidade adaptativa participa desse processo modulando a inflamagdo. As células T CD8*
produzem proteinas quimioatraentes de monocitos (MCPs) e proteinas inflamatorias de
macréfagos (MIPs) que modulam a infiltracdo de macroéfagos no tecido adiposo.!!® Por outro
lado, as células T CD4 + podem exibir um duplo papel estimulando a produgdo de citocinas
pro-inflamatorias e anti-inflamatdrias. '

Em camundongos alimentados com HFD, a infiltragdo de macrofagos ¢ marcada pelo

083 84 8993 1o tecido adiposo branco. Somando-se, os

aumento da expressao de células F4/8
produtos de macréfagos CD11c”’ e citocinas inflamatérias estio aumentados em animais que
consomem dietas hipercaléricas. Ademais, o consumo de HFD foi relacionado ao aumento

dos niveis de TNF-a; 77> 83 % 102 ¢ niveis e expressdo génica IL-6 77 %

no tecido adiposo
branco. Interessantemente, o exercicio foi eficaz na reducdo da infiltragdo de macrofagos,
niveis e expressio génica tanto do TNF-q /7> 83 3% 192 guanto de IL-6.”7 %% Por outro lado,
estudos que realizaram protocolos mais curtos de dietas hipercaloricas nao encontraram efeito
no que se refere a aumento da produgio de citocinas no tecido adiposo.®? ¥ %2 Em conjunto,
tais resultados sugerem que a inflamagdo ¢ uma resposta a exposi¢do cronica ao excesso de
nutrientes.

A andlise de macrofagos isolados sugere que a grelina modula a produ¢do de TNF-a
nestas cé€lulas. Por outro lado, em macréfagos knockdown para grelina observou-se o aumento
da expressio do gene TNF-a.** Curiosamente, os camundongos alimentados com HFD
apresentaram diminuicdo da expressdo do gene da grelina nos macroéfagos peritoneais,
enquanto o exercicio voluntario reverteu essa alteragdo.®

O papel das populacdes de leucdceitos na inflamagao do tecido adiposo induzido por
HFD foi relatado por Wasinski e colaboradores e Kawanishi e colaboradores.”” ** Tais
estudos mostraram que o consumo de HFD aumentou a quantidade de CD8" no tecido adiposo
dos camundongos.”” °* Em apenas um dos estudos houve aumento de CD4" no tecido adiposo
dos animais que consumiram HFD.”*> Os produtos de células T CD8" tais como MCP-177- 8
MCP-2,”7 MIP-1,”7 MIP-1p3”7 aumentaram em camundongos que consumiram HFD,
sugerindo que o consumo de dieta hiperlipidica pode promover a inflamagdo por ativagdo de
resposta de imunidade adaptativa macrofagica. Esta resposta inflamatoria ¢ diminuida quando

o consumo de dieta hipercaldrica é associado a realizagio de exercicio fisico.”” 828389
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Além do tecido adiposo, o excesso de consumo de nutrientes aumentou os marcadores

80, 93

inflamatérios no plasma e no figado® 7 dos camundongos. Os estudos mostraram que

76,68,80 reverteram o estado inflamatorio nesses tecidos.

protocolos de natagio” e esteira

Adiponectina,'®? um fator anti-inflamatorio, e seu receptor ADIPORI1® estio
diminuidos no tecido adiposo de camundongos alimentados com HFD. Mesmo na
manuten¢do da dieta hipercalorica, a instituicdo de um protocolo de natacdo aumentou a
expressdo desse horménio derivado do tecido adiposo,!”® sugerindo um potencial papel do
exercicio na ativag¢ao de vias anti-inflamatorias.

Em resumo, HFDs induzem a inflamag¢do ativando a imunidade inata (macrofagos) e
adaptativa (linfécitos). A resposta imune induz a produgdo de citocinas pro-inflamatorias. Por
outro lado, a atividade anti-inflamatoria ¢ prejudicada pelo consumo excessivo de nutrientes.

68,76 ,78,77, 80, 83, 84

Nessa condicdo, os protocolos de corrida em esteira motorizada, , natacio’>

102 & exercicio voluntario®® atuam reduzindo esta condi¢do inflamatoria.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Investigar os efeitos metabolicos sistémicos e hepaticos decorrentes de um protocolo

de natacdo de baixa intensidade em um modelo murino-dietético de DHGNA associada a

SMet.

3.2 Objetivos especificos

o Analisar alteracdes do metabolismo glicémico decorrentes de um protocolo de
natacao em um modelo murino-dietético de DHGNA associada a SMet ;

J Investigar as modificagdes no fenotipo biométrico decorrentes da submissdo a um
protocolo de natagdo em camundongos C57Bl/6 induzidos a sindrome metabolica
por dieta hiperlipidica;

o Avaliar as modificacdes no perfil lipidico plasmatico, hepatico e em fezes de
camundongos com sindrome metabolica induzida por dieta hiperlipidica
submetidos a um protocolo de natagao;

o Avaliar os efeitos da intervencdo dietética e do protocolo de natagdo proposto

sobre a estrutura morfologica do figado de camundongos C57B1/6;
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o Investigar a presenca de dano hepatico por meio da quantificagdo de marcadores
plasmaticos em camundongos C57Bl/6 com sindrome metabdlica induzida por
dieta hiperlipidica e submetidos a natagao;

o Investigar a expressdao de genes lipogénicos e de proteinas transportadoras de
produtos lipidicos no figado de camundongos C57Bl/6 com sindrome metabdlica
induzida por dieta hiperlipidica e submetidos a natacao.

o Analisar a atividade de enzimas antioxidantes no figado de camundongos C57Bl/6
com sindrome metabodlica induzida por dieta hiperlipidica e submetidos a natagao.

J Avaliar a expressdo de genes pro-inflamatérios no figado de camundongos
C57Bl/6 com sindrome metabdlica induzida por dieta hiperlipidica e submetidos a

natagao.

4. METODOS

Trata-se de um estudo experimental desenvolvido no Laboratério de Reatividade
Cardiovascular (LRC) (Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Saude da Universidade Federal
de Alagoas (ICBS/UFAL), em parceria com o Max Delbriick Center for Molecular Medicine
(MDC). A pesquisa foi desenvolvida dentro dos preceitos éticos para a experimentacao
animal, sendo aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de animais da UFAL (protocolo

63/2015, Anexo A).

4.1 Animais

Camundongos C57BI/6 foram obtidos no Biotério Central da UFAL com idade entre 4
e 6 semanas e mantidos no Biotério setorial do Laboratério de Reatividade
Cardiovascular/ICBS sob temperatura ambiente constante de 23+2 °C, ciclo claro/escuro de
12h e acesso livre a agua.

Os animais foram alocados em gaiolas apropriadas para experimentagdo animal. Cada
gaiola recebeu no maximo 6 animais. A alimentacdo foi ofertada ad libitum. Inicialmente
todos os animais consumiram agua mineral e dieta padrdo de composicao nutricional
adequada a espécie (Nuvilab® CR-1, Paran4, Brasil,— 14% de kcal provenientes de lipidios).
Durante 15 dias ingeriram solugdo de ivermectina (0,007 mg.mL™") na 4gua de beber'?!, além
disso, as gaiolas foram borrifadas diariamente com a mesma solugdo diluida 1:100. O

tratamento com ivermectina objetiva profilaxia antiparasitaria.
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4.2 Delineamento experimental
Apoés esse periodo de quarentena, os animais (8-10 semanas de idade) foram

randomicamente divididos em quatro grupos experimentais e identificados por marcacao na
orelha. Dois grupos continuaram a consumir dieta padrdo “Chow” (Nuvilab® CR-1, Paran,
Brasil,— 14% de kcal provenientes de lipidios), os quais foram denominados grupos controle
(CT), enquanto outros dois grupos passaram a consumir dieta hiperlipidica “HFD” (58,4% de
kcal provenientes de lipidios),'** estes foram denominados grupos “sindrome metabolica”
(SMet). Apos 7 semanas do inicio da intervencao dietética, os animais iniciaram o periodo de
tratamento com exercicio fisico, dessa forma, estabeleceram-se quatro grupos:

1. Grupo controle sedentario (CT/SED; n=5)

2. Grupo controle + natagao (CT/NAT; n=6)

3. Grupo Sindrome metabolica sedentario (SMet/SED; n=5)

4.  Grupo Sindrome metabdlica + natacdo (SMet/ NAT; n=6)

Figura 3 - Delineamento experimental.

—
CT SMet s/~ CT/SED SMet/SED
C57BU/6 — “chow” C57BI/6 — “high fat diet” i ;5
_ “chow” C57BU/6 — “high fat diet
(14% keal de lipideos) (58,4 % kcal de lipideos) CS7BI6 —“chow e e
10 semanas 7 SEMANAS 4 SEMANAS
de idade /\ /\
vl SMet . CT/NAT A SMetNAT
C57BI/6 — “chow” C57BI/6 — “high fat diet” C57BU/6 — “chow” + C57BI/6 —“high fat diet” +
(14% kcal de lipideos) (58,4 % kcal de lipideos) natagdo natagdg
—

‘ Natagao: 90 min; 2x/dia; 5x/semana

Fonte: imagem adaptada de Huang, et al. Whole-Body vibration training effect on physical
performance and obesity in mice. /nt. J. Med. Sci. 2014; 11(12): 1218-1227.

4.3 Acompanhamento animal
Durante todo o periodo experimental, os animais foram pesados semanalmente em

balancga semi-analitica. As ingestdes solida e liquida foram pesadas semanalmente em horario
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padronizado as 17h. Para estimar o consumo didrio de cada animal utilizou-se a seguinte
formula: ((peso da oferta — peso da sobra) / nimero de dias entre as pesagens) / nimero de
animais na gaiola. A glicemia foi medida a cada 15 dias por coleta de goticula de sangue na

veia caudal e mensuragdo em glicometro.

4.4 Protocolo de nataciao

Os animais dos grupos natagao nadaram em um tanque de vidro com area de 60 cm x
45cm e 40 cm de profundidade® O aparato (Figura 4A) foi dividido em 12 raias individuais
com 4rea de superficie de 225cm?. Um sistema de borbulhamento foi utilizado para evitar o
comportamento de flutuagdo durante as sessdes de treinamento. Tal sistema foi composto por
bombas de ar conectadas a mangueiras com pedra-pomes na extremidade, as quais ficavam
submersas em cada raia. A temperatura da agua foi mantida entre 30°C e 32°C e monitorada
durante o treinamento dos animais por um termdometro de coluna de mercurio. Diariamente o

tanque foi higienizado e toda a dgua trocada.

Figura 4 - Aparatos para execucio do protocolo de natacio

Fonte: acervo pessoal. A: tanque de natagdo com raias individuais; B: esquema de secagem com
lampadas incandescentes.

O protocolo de natagio foi adaptado de Evangelista et al. ® A figura 5 ¢
representativa do cronograma de treinamento empregado. Os animais nadaram por 4 semanas,
cinco dias por semana, duas vezes ao dia, iniciando a primeira sessao de treinamento as
11:30h e a segunda as 16:30h. O intervalo entre as sessoes de treino foi de 3 horas e 30
minutos. Apo6s cada sessdo, os animais foram cuidadamente secos e colocados em gaiolas
forradas com papel absorvente e mantidos sob luz incandescente por 20 minutos (Figura 4B).

Na sequéncia, os camundongos foram colocados de volta as gaiolas de origem. O protocolo
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teve inicio com 20 minutos de natacdo por sessdo. A cada dia foram acrescidos 10 minutos até
que foram alcangados 90 minutos. A partir desse dia, os animais mantiveram o tempo de
natacdo até o final do protocolo. Quarta-feira ¢ domingo foram eleitos os dias de descanso
(sem nenhum tipo exercicio forgado).

Os camundongos dos grupos “SED” foram colocados em contado com a agua por 5
minutos nos mesmos horarios em que os grupos “NAT” executaram o protocolo de exercicio
fisico. Tal procedimento foi empregado para que todos os animais em experimentacao

passassem pelo stress aquatico.

Figura S - Calendario do protocolo de natacio
Sem. 1 Segunda Terca Quinta Sexta Sabado
Adaptacao Adaptacao Adaptacao Adaptacao Adaptacao
(20 min) (30 min) (40 min) (50 min) (60 min)
Sem. 2 Segunda Terca Quinta
Adaptagao Adaptagdo Adaptagao
(70 min) (80 min) (90 min)

Fonte: elaborada pela doutoranda.

4.5 Testes Metabolicos
4.5.1 Teste de tolerancia a glicose

O teste de tolerancia a glicose foi realizado ap6s jejum de 12h. Imediatamente antes do
teste, os animais foram pesados e foi medida a glicemia de jejum por meio da coleta de 1 gota
de sangue a partir da veia caudal. Para tanto, fez-se um pequeno corte na cauda do animal e
foi realizada a drenagem de sangue manualmente. A amostra de sangue coletada foi analisada
por meio de glicometro. Em seguida, injetou-se 2g glicose kg™ via intraperitoneal (Glicose,
Merck®, Darmstadt, Alemanha). Apds a injecdo de glicose, a glicemia foi mensurada em 15,

30, 60, 90 and 120 minutos com glicometro.'?

4.5.2 Teste de resisténcia a insulina
O teste de resisténcia a insulina foi realizado com os animais em estado alimentado.

Imediatamente antes do teste, os animais foram pesados e mediu-se a glicemia por meio da
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coleta de 1 gota de sangue a partir da veia caudal. Para tanto, fez-se um pequeno corte na
cauda do animal e foi realizada a drenagem de sangue manualmente. A amostra de sangue
coletada foi analisada por meio de glicosimetro. Em seguida, injetou-se 0,75 unidades de
insulina.kg™! via intraperitoneal (Huminsulin®, Lilly, Indianapolis, IN). Apds a inje¢do de

insulina, a glicemia foi mensurada em 15, 30, 60, 90 and 120 minutos com glicosimetro.'?*

4.6 Calculo dos indices HOMA-IR, HOMA-f e Tyg

A partir dos dados de glicemia de jejum obtidos no tempo zero do teste de tolerancia a
glicose e da dosagem da concentracdo de insulina plasmdtica em jejum, procedeu-se os
calculos do indice de avaliacdo da homeostase da resisténcia a insulina (HOMA-IR) ¢ do
indice de avaliagao da homeostase das células B-pancreaticas (HOMA-) Foram empregadas
as seguintes equagdes'?*:

o HOMA-IR = (glicemia de jejum x insulina de jejum) / 22,5

o HOMA-B = (20 x insulina de jejum) / (glicemia de jejum — 3,5)

O indice do produto de triglicerideos e glicemia de jejum (Tyg) ¢ considerado um

instrumento 1til na identificacdo de resisténcia a insulina'?®

. O célculo do Tyg foi feito com
base na concentragdo plasmatica de triglicerideos em jejum de 12 — 15h e glicemia de jejum
obtida no tempo zero do teste de tolerancia a glicose. Foi empregada a seguinte equagio'?>:

° Tyg = Ln[triglicerideos de jejum (mg/dL) x glicemia de jejum (mg/dL)/2]

4.7 Eutanasia dos animais

Ap6s o encerramento do protocolo experimental, procedeu-se com a eutanasia dos
animais atendendo aos principios éticos estabelecidos pela Diretriz brasileira para o cuidado e
a utilizagio de animais para fins cientificos e didaticos.'?®

Apo6s jejum de 12 horas, mensurou-se a glicemia a partir de uma gota de sangue
coletada na cauda do animal. Em seguida, pesou-se os animais em balan¢a semi-analitica. Os
animais foram anestesiados com associa¢do de cloridato de cetamina 10% (Syntec®, Sdo
Paulo, Brasil) e cloridrato de xilazina 2% (Syntec®, Sdo Paulo, Brasil) (0,5 mL de Xilazina +
1 mL de Ketamina + 8,5 mL de solucdo salina), utilizou-se a inje¢dio de 0,01 mL.g™! de peso
corporal. Uma vez anestesiados, foram feitas medidas do comprimento céfalo-anal e da
circunferéncia abdominal.

A efetividade da anestesia foi estabelecida por meio de preensdo nas patas dos

animais. Quando detectada auséncia de resposta ao estimulo doloroso, iniciou-se o
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procedimento cirurgico. Através de uma pequena incisdo abaixo do processo xifoide,
introduziu-se uma agulha (0,70 x 25mm, 22G x 1) no ventriculo direito para puncdo do
sangue total do animal via seringa de 1 mL. Em seguida, perfundiu-se o animal com ~1mL de
solucdo antioxidante para evitar a oxidacdo dos tecidos e ~ImL de solucao de heparina para
cada 30 g de peso animal, no intuito de impedir a coagulacdo de residuos de sangue nos
tecidos. Na sequéncia, realizou-se incisdo maior para expor os 6rgaos do torax e abdome. Os
seguintes 6rgaos foram dissecados: cérebro, coragdo, pulmao, figado, intestino, tecido adiposo
(perirrenal, mesentérico e epididimal), TAM, bago, rins, musculo soleo, musculo
gastrocnémio e tibia. Todos os tecidos foram pesados em balanga semi-analitica, com excegao
da tibia que foi medida com o auxilio de um paquimetro. Apds a pesagem dos Orgdos, estes
foram imediatamente armazenados em freezer a -80°C. Além dos 6rgaos, durante a dissecagao
do intestino, foram coletadas as fezes do colo descendente e sigmoide. Estas foram
armazenadas a -20°C.

O sangue coletado na pun¢do cardiaca foi mantido em banho de gelo e em sequéncia
centrifugado em centrifuga refrigerada a 4°C, 4000 rpm por 10 minutos. O plasma foi
separado dos eritrocitos e armazenado em aliquotas, sendo estas mantidas em biofreezer a -

80°C para dosagens futuras.

4.8 Calculo da massa relativa dos tecidos e indice de adiposidade

Para a avaliagdo da composi¢do corporal dos animais, calculou-se a massa de cada
tecido em relagio em relagdo ao comprimento da tibia.!?® Para tanto, imediatamente apds a
eutandsia, os 6rgaos foram dissecados e os tecidos pesados balanga semi-analitica. O célculo
da massa relativa do tecido foi feito dividindo-se a massa do tecido em gramas pelo
comprimento da tibia em milimetros e multiplicando-se o resultado por 100.'?* Dessa forma,
obtém-se o percentual da massa corporal correspondente a cada tecido normalizado pela tibia.

O indice de adiposidade ¢é representativo do conteudo corporal de tecido adiposo
branco.'? Seu calculo ¢ feito pela divisdo da massa de tecido adiposo branco (perirrenal,
epididimal e mesentérico) em gramas pela massa corporal total em gramas, o resultado ¢

multiplicado por 100 para obtengao do percentual.

4.9 Extraciao de lipidios totais
A extracao de lipidios foi realizada em amostras de figado e fezes segundo o método
de Folch.'?” Para separagdo dos lipidios, cada amostra foi homogeneizada em solucdo de

cloroféomio:metanol (2:1) na propor¢do 1:20 até que o mesmo estivesse completamente
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fragmentado. Foram adicionados 400pL de metanol a cada amostra e centrifugado a
temperatura ambiente a 3000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi recolhido e transferido
para tubo de ensaio previamente pesado em balanca analitica. Em seguida acrescentou-se 800
uL de cloroformio e 640 puL de NaCl 0,73%. Novamente a mistura foi centrifugada a 3000
rpm por 10 minutos. Apds a centrifugacdo, a fase superior foi desprezada, deixando o anel de
lipidios formado na superficie. Em sequéncia foram feitas trés lavagens com “Solugdo de
Folch”, cada uma seguida de centrifugacao a 3000 rpm por 10 minutos e remog¢ao da fase
superior. O tubo de ensaio foi coberto com papel aluminio fenestrado e mantido em estufa a
37°C até a secagem da fase liquida (cerca de 48h).

Ap0s a secagem, aguardou-se os tubos arrefecerem para posterior limpeza manual com
cloroféormio para remover possiveis fragmentos de tecido ou fezes das paredes laterais dos
tubos que foram novamente pesados na mesma balanga analitica para quantificar a massa de
lipidios extraida. Estes foram suspendidos em 500 pL de isopropanol, transferidos para tubos
de 1,5 mL, os quais foram armazenados a -20°C até as dosagens de colesterol, triglicerideos e

acidos graxos nao-esterificados (AGNE).

4.10 Obtenciao de homogenato hepatico

Triturou-se o tecido hepatico em tampao de lise celular “radioimmunoprecipitation
assay buffer” (RIPA) na propor¢ao 1:10 até a homogeneizagdo. Em sequéncia, os tubos tipo
falcon contendo o material homogeneizado foram colocados imersos em dgua em cuba
ultrassonica por 20 segundos. As amostras foram transferidas para tubos de 1,5 mL e
centrifugados a 14000 rpm por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante foi dividido em aliquotas para

as dosagens bioquimicas e mensuragdo de atividade enzimatica.

4.11 Dosagens bioquimicas em microplaca

4.11.1 Colesterol e Triglicerideos

Para dosar colesterol total e triglicerideos utilizou-se “kits” comerciais (Labtest®,
Minas Gerais, Brasil) por anélise colorimétrica: Colesterol Liquiform® e Triglicérides
Liquiform®. As amostras de fezes, figado e plasma foram diluidas em 4gua milliQ na
propor¢ao 1:20, 1:20 e 1:50, respectivamente. Utilizando-se o reagente padrdo do “kit”,
construiu-se curva de diluicdo com concentracdes conhecidas dos lipidios a serem dosados.
Em microplaca, foram adicionados 100 pL da curva padrao e das amostras de concentracdes

desconhecidas, todas em duplicatas. Em seguida, adicionou-se 100uL do reagente cromogeno.
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Apo6s 10 a 15 minutos de incubagdo a 37°C, determinou-se a absorbancia em comprimento de
onda de 492nm em leitor para microplaca. A andlise dos dados foi realizada a partir do
calculo da equagdo da curva padrio cuja concentragio de substrato variou entre 1,0 mg.dL™! e

12,0 mg.dL!.

4.11.2 Célculo da concentracao de VLDL
A partir dos dados obtidos na dosagem descrita no item 4.10.1, procedeu-se o calculo
da concentracao de lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL-C) que consiste no produto

da concentragio de triglicerideos plasmaticos por 0,20.'2

4.11.3 Acidos graxos ndo-esterificados

A quantificagdo de AGNE nas amostras de lipidios extraidos do figado ou plasma foi
realizada por método enzimatico colorimétrico com “kit” comercial Wako® (Chemicals
GmbH®, Hamburgo, Alemanha). Seguiu-se as especifica¢des do fabricante com adaptacdes
realizadas pelo nosso grupo. Para tanto, foram utilizados SpL. de amostras (plasma ou lipidios
diluidos em isopropanol). Apds as reagdes em microplaca, a leitura foi realizada com
comprimento de onda de 546nm e 600nm em leitor de microplaca.

O método enzimatico para dosagem de AGNE baseia-se na acilagdo da coenzima-A
(CoA) pelos acidos graxos na presenca de acil-CoA sintetase!®. A acil-CoA produzida é
oxidada pela adi¢ao de acil-CoA oxidase com geracao de peroxido de hidrogénio (H>O2) que
na presenca de peroxidase permite a condensagdo oxidativa de 3-metil-N-etil-N-(3-
hidroxietil)-anilina com 4-aminoantipirina para formar a cor de purpura que pode ser medida

colorimetricamente '°,

4.11.4 Marcadores de dano hepatico

Para a mensuracao dos niveis de ALT e AST utilizou-se “kit” comercial (Labtest®,
Minas Gerais, Brasil). Foram diluidos 25uL de plasma em tampao fosfato-salino (PBS) na
proporcao 1:4. Adicionou-se 20 pL da amostra diluida em cada pogo da microplaca e em
sequéncia acrescentou-se o reagente de trabalho.

Para a dosagem de ALT foram feitas leituras no leitor de microplacas nos tempos 0,
1,2’ ¢ 5° com comprimento de onda de 340nm. Para a leitura da placa de AST utilizou-se
comprimento de onda de 505nm nos tempos 0, 5°, 10’ e 15°. Durante o processo de leitura as

placas ficaram encubadas a 37°C.
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A partir dos dados obtidos nas dosagens, obteve-se a razdo AST/ALT para
investigacdo da progressdo da DHGNA, uma vez que este calculo ¢ um marcador de fibrose e

cirrose hepaticas.'°

4.11.5 Mensuragao da atividade da superoxido dismutase (SOD) no tecido hepatico

Para mensurar a atividade da SOD, utilizou-se homogenato hepatico diluido em PBS
0,01M na proporcao 1:100. Utilizou-se o kit comercial Sigma® conforme instrugdes do fabricante.
O método ¢é baseado na 46licocorticoie um sal hidrosoluvel, o WST-1 (2-(4-lodofenil)-3-(4-
nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2H tetrazdlio, sal monosddico), que ¢ reduzido pelo anion radical
superéxido (-O2-). O produto desta reacdo € o cromogeno “formazana”. A taxa de reducdo ¢
linearmente relacionada a atividade da enzima xantina oxidase (XO) que, por sua vez, ¢ inibida
pela SOD. A leitura foi realizada em leitor de microplaca no comprimento de onda de 450 nm. Os

dados foram normalizados pela concentragdo de proteinas totais no tecido.

4.11.6 Mensuragao da atividade da catalase no tecido hepatico

Utilizou-se protocolo padronizado no Laboratério de Reatividade Cardiovascular.'?!
Diluiu-se 20 pL de homogenato hepatico (1:500) em tampao especifico. Na sequéncia, adicionou-
se a microplaca. Para inicio da reagdo, adicionou-se 20 uL. de H,O» (Concentragdo final = 1 mM).
Em seguida, uma substancia cromogena foi adicionada e o produto reacional foi quantificado em
microplaca a 540 nm em leitor de microplaca. Uma curva padrao foi preparada para calcular a
concentragcdo da enzima nas amostras. A atividade da catalase foi normalizada pela concentracao

de proteinas totais no tecido.

4.12 Dosagens realizadas por Ensaio de Imunoabsorciao Enzimatica (ELISA)

As dosagens de insulina e leptina foram realizadas pelo método de ELISA tipo
sanduiche utilizando “kits” comerciais (Millipore®, Merck®, Darmstadt, Alemanha),
conforme protocolo fornecido pelo fabricante.

ELISA sanduiche baseia-se na seguinte sequéncia: 1) ligacdo do composto a ser
dosado na amostra a um anti-corpo pré-titulado e imobilizacao dos complexos resultantes nos
pocos de uma placa de microtitulagdo; 2) lavagem dos anticorpos de detecgdo livres; 3)
ligacdo de peroxidase aos anticorpos imobilizados; 4) lavagem de conjugados enzimaticos
livres e 5) quantificacdo de conjugados anticorpo-enzima monitorizando a atividade da
peroxidase na pres’ngca ‘o substrato 3,3',5,5'-tetrametilbenzidina. A atividade enzimatica ¢

mensurada por meio de espectrofotometria com comprimento de onda de 450 nm.!*?
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4.13 Reacao em cadeia da polimerase (PCR) quantitativa em tempo real

Realizou-se a analise de expressdo de genes relacionados ao metabolismo e transporte
de lipidios no figado: CD36, aP2, CPT-1a, FAS, ACC-1, SCD-1, IL-6, TNF-a, arginase-1 e
catalase. Para tanto, extraiu-se RNA das amostras de figado (~50mg) com ImL do reagente
Trizol® (Ambion, Life Technologies Corporation) e trituragdo através de agitacdo em alta
velocidade (FastPrep®24) por 40 segundos. Quantificou-se 0 RNA no comprimento de onda
de 260nm (NanoDrop, Munchen, Germany); e nos comprimentos de onda 230nm e 280nm
para avaliar o grau de pureza das amostras. A relacdo entre as absorbancias obtidas em
260/280 avaliou a contamina¢do com proteina e em 260/230 a contaminagdo com fenol. O
resultado de ambas ficou dentro dos valore— aceitaveis (entre 1,8 - 2,2). O RNA total foi
tratado com a enzima DNAase (Promega®) e transcrito a DNA complementar (cDNA)
utilizando-se a enzima transcriptase reversa (Reverse Transcriptase — Invitrogen®). Diluiu-se
o cDNA para concentracdo final de 2,5ng/ul e, na sequéncia, amplificou-se usando a enzima
Taq polimerase (GoTaq qPCR Master Mix, Promega®) por reagdo em cadeia da polimerase
quantitativa em tempo real (Applied Biosystems QuantStudio™ 3 Real-Time PCR System).
Quantificou-se 0 RNA como um valor relativo em comparagdo com uma referéncia interna, o
GAPDH. Obteve-se a analise da expressdao pela elevacdo negativa do AACT (“threshold

cycle”) na base 2 (2724 133 Os “primers” utilizados sdo os descritos no quadro 2.

Quadro 2 - “Primers” utilizados para a reacio em cadeia da polimerase quantitativa em
tempo real em amostras de figado.

Primer Foward Reverse
CD36 CATGTAGGAAATGTGGAAGCGA TCTTCCAGCCAATGCCTTTG
aP2 GTTGAGGATGGTGTCCACGTAC GTATGCCATGTGTGACCGGAG
CPT-1a CTCCGCCTGAGCCATGAAG CACCAGTGATGATGCCATTCT
FAS GAGGACACTCAAGTGGCTGA GTGAGGTTGCTGTCGTCTGT
ACC-1 GCCTCTTCCTGACAAACGAG TGACTGCCGAAACATCTCTG
SCD-1 TTCTTACACGACCACCACCA CCGAAGAGGCAGGTGTAGAG
GAPDH CCATCACCATCTTCCAGGAG GTGGTTCACACCCATCACAA
Arginase 1 GACACAGGTTGCCCATGCAGA AAGAGCTGGCTGGTGTGGTG
Catalase CACGCTGGTAGTTGGCCACT GCCCAGCCCTGACAAAATGC
IL-6 AACCACGGCCTTCCCTACTT CCATTGCACAACTCTTTTCTCATT

TNF-a GTCTACTGAACTTCGGGGTGA CTCCTCCACTTGGTGGTTTG
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4.14 Processamento histologico

Durante a eutanasia, o figado dos animais foi dissecado, lobo quadrado rebatido e
imediatamente imerso em solucao de formalina a 10% com volume da solugao 10 vezes maior
do que o tamanho do fragmento. Apds 12 horas o tecido foi lavado em &gua corrente e
mantido em banho de etanol 70% até o processamento final. Durante tal periodo, a solugdo de
etanol foi renovada a cada uma semana. A partir do processo de desidratagdo foi cortado um
fragmento do tecido de, aproximadamente, 5 mm a partir da extremidade distal do lobo
hepatico. Em sequéncia foi realizada a seguinte sequéncia de banhos: 30 minutos em etanol
90%, 2 banhos de 30 minutos em etanol 100%, 60 minutos em etanol 100%. Prosseguiu-se o
clareamento do tecido com dois banhos de 60 minutos em xilol 100%. A impregnacdo foi
realizada com banhos de parafina a 60 °C por tempos de: 30, 60 ¢ 90 minutos. Em seguida o
fragmento de tecido foi incluso em blocos de parafina com a extremidade proximal exposta
para corte. Os blocos de parafina foram armazenados em temperatura ambiente.

Para a preparacao das laminas, foram realizados cortes de 3um em micrétomo digital.
Para hidratar o tecido e facilitar os cortes foram utilizados albumina e gelo. Foram realizados
trés cortes de cada amostra, os quais foram fixados em laminas de vidro.

Para visualizar a estrutura dos hepatdcitos e vesiculas de gordura, procedeu-se a
coloracdo com hematoxilina e eosina (HE). Para tanto, procedeu-se a seguinte sequéncia de
banhos: (1) 3 banhos de 5 minutos em xilol 100%, (2) 3 banhos de 5 minutos em etanol
100%, (3) 5 minutos em etanol 95%, 80%, 70% e 50%, (4) 5 minutos em agua destilada, (5) 3
minutos em Hematoxilina, (6) 15 minutos em agua destilada, (7) 30 segundos em eosina, (8) 5
minutos em agua destilada, (9) 5 minutos em etanol 50%, 70%, 80%, 95% e 100%, (10) 3
banhos de 5 minutos em xilol.

Obtivemos fotos histoldgicas a partir do microscopio Optico. Para cada corte foram
feitas fotos com as lentes objetivas 4x/0,10 (oo/ - / FN22), 10x/0,25 (/ - / FN22) e 40x/0,65
(oo/ 0,17 / FN22). O campo para captura da imagem foi estabelecido com a identificacdo da

triade hepatica (veia porta hepdtica, artéria hepatica e ducto biliar).

4.15 Equipamentos

Segue-se abaixo a descri¢do e especificacdes dos equipamentos utilizados e citados
nos itens anteriores:

o Balanga analitica Shimadzu AUX 120 (Shimadzu®, Sao Paulo, Brasil) com
capacidade de pesagem de até 120g e leitura de 0,1mg.
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o Balanga semi-analitica Shimadzu BL 220H (Shimadzu®, Sao Paulo, Brasil)
com capacidade de pesagem de até 220g e leitura de 0,001g — balanca utilizada para a
pesagem dos tecidos obtidos durante a eutandsia dos camundongos.

o Balanga semi-analitica Shimadzu BL 320S (Shimadzu®, Sao Paulo, Brasil)
com capacidade de pesagem de até 320g e leitura de 0,01g.

o Centrifuga refrigerada (Modelo 5430; Eppendorf®, Brasil).

o Cuba ultrassonica (Caso®, Alemanha)
o Glicosimetro (Accu Chek Performa, Roche®, Brasil).
o Leitor para microplaca Multi Skan Go® (Thermo Scientific®, Software 2.4,

Vantaa, Finlandia)
o Microscopio optico Olympus® BX51 (Olympus®, Toquio, Japao)
o Micrétomo digital (Leica Biosystems®, Estados Unidos)

4.16 Analise estatistica

Os dados quantitativos obtidos durante o estudo foram analisados no software
GraphPad Prism® versdo 5.0 para Windows® (GraphPad® Software, Califérnia, Estados
Unidos). Para a comparagdo de dados coletados transversalmente entre grupos utilizou-se o
teste de analise de varidncia (ANOVA) uma via com pos-teste de Bonferroni para a
comparac¢do de todos os pares de grupos. Para a andlise de dados coletados longitudinalmente,
utilizou-se o teste ANOVA duas vias com pos-teste de Bonferroni para a comparagdo de
todos os pares de grupos. Quando nao foi possivel identificar a diferenca estatistica,
considerando-se a comparagdo de todos os grupos, realizou-se o teste t para a comparagao de
pares de grupos. Considerou-se diferenca significativa entre os grupos os resultados com p-
valor < 0,05.

Para a andlise de correlacdo entre duas varidveis, procedeu-se o teste de “Shapiro-
Wilk™ para verificar a distribuicdo de dados. As variaveis que nao apresentavam distribui¢ao
normal foram analisadas por meio do teste de correlagio de Spearman.** Quando a duas
variaveis a serem correlacionadas atenderam aos pressupostos de normalidade, empregou-se o
teste de correlacio de Pearson.** A categorizacdo da forga da correlacio foi feita conforme

descrito no quadro 3.!%*
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Quadro 3 - Interpretacdo do grau de correlacio a partir do calculo do coeficiente de
correlacio de Perason ou Spearman

Coeficiente de correlacio Interpretaciao

09al(-09a-1) Correlacao positiva (negativa) muito alta
0,7 20,89 (-0,7 a -0,89) Correlacao positiva (negativa) alta
0,52a0,69 (-0,5 a -0,69) Correlagdo positiva (negativa) moderada
0,320,449 (-0,3 a-0,49) Correlagdo positiva (negativa) baixa

0,0 2 0,29 (-0,0 a -0,29) Correlagdo positiva (negativansignificante

5. RESULTADOS

5.1 Consumo de dieta e ingestdo hidrica

Os dados de acompanhamento do consumo de dieta e ingestdo hidrica (figuras 6A e
6B) mostram que os animais dos grupos SMet consomem menor quantidade de dieta em
gramas. Este resultado ¢ esperado visto que a dieta HFD ¢ hipercalorica, desta foram mesmo
consumindo menor quantidade de dieta, os animais SMet/SED e SMet/NAT consomem mais
quilocalorias. Ap6s o inicio do protocolo de natacdo, observou-se uma redu¢do numérica no
consumo de dieta no grupo CT/NAT. No entanto, ndo houve diferenca estatistica e os valores
se igualaram ao consumo dietético do grupo CT/SED na ultima semana de experimentagao.
Neste estudo, o protocolo de exercicio utilizado parece ndo ter efeito sobre o consumo
alimentar dos animais.

Os camundongos do grupo SMet/SED consumiram menor quantidade de agua ao
longo de todo protocolo experimental quando comparado com os demais grupos (Figura 6B).
Por outro lado, animais do grupo SMet/NAT, que também consumiram dieta HFD,
apresentaram maior ingestdo hidrica que seus controles sedentarios, assemelhando-se ao

consumo de dgua dos grupos controles.



51

Figura 6 - Consumo de dieta e ingestao hidrica de camundongos C57Bl/6 submetidos a
intervencao dietética e tratados com protocolo de natacgio.
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A: consumo de dieta por dia por animal; B: consumo de agua em gramas por dia por animal. CT-
grupo que consumiu dieta “chow”; SMet — grupo que consumiu dieta “HFD”, SED — grupo sedentario,
NAT - grupo submetido ao protocolo de nata¢do. Dados de 5-6 camundongos C57Bl/6 por grupo.
Grafico A: ANOVA duas vias - *p<0,05 comparando Smet/SED com CT/SED; #p<0,05 comparando

SMet/SED com SMet/NAT.

5.2 Metabolismo glicémico

O teste de tolerancia a glicose revelou que o tratamento com natagdo foi eficaz em
aumentar a tolerancia a glicose em animais que consumiram a dieta HFD (Figura 7A). Os
animais que consumiram a dieta hipercalorica, mas mantiveram-se sedentarios (SMet/SED)
apresentaram glicemia basal maior do que os demais grupos, conforme observado nas figuras
7A e 7C, elevando-se pronunciadamente apds a injecdo intraperitoneal de glicose. Neste
grupo, a glicemia manteve-se elevada ao longo dos 120 minutos de teste quando comparada
aos demais grupos, sugerindo que animais que consomem dieta hiperlipidica e mantem-se
sedentarios tem uma diminui¢@o da captagdo de glicose pelos tecidos (Figura 7A e 7B). Por
outro lado, os animais que consumiram a dieta HFD, mas realizaram o protocolo de natacao,

tiveram perfil glicémico durante o TTG semelhante aqueles que consumiram dieta “chow”.
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Figura 7 - Tolerancia a glicose de camundongos C57Bl/6 submetidos a intervencao
dietética e tratados com protocolo de natacio.
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A: teste de tolerancia a glicose; B: calculo da area sob a curva do teste de tolerancia a glicose; C:
glicemia apos jejum de 12 horas. CT- grupo que consumiu dieta “chow”; SMet — grupo que consumiu
dieta “HFD”, SED — grupo sedentario, NAT — grupo submetido ao protocolo de natacdo. Dados de 5-6
camundongos C57Bl1/6 por grupo. Grafico A: ANOVA duas vias - *p<0,05 comparando Smet/SED
com CT/SED; #p<0,05 comparando SMet/SED com SMet/NAT. Graficos B e C: ANOVA uma via -
*#p<0,01; ***p<0,001.

Uma vez que os animais do grupo SMet/SED desenvolvem intolerancia a glicose,
observou-se aumento tanto na glicemia de jejum como em estado alimentado, conforme
demonstrado nas figuras 7C e 8C, respectivamente. Mais uma vez, o exercicio de natacdo
mostrou-se eficaz em evitar a hiperglicemia induzida por HFD. Ao longo de 120 minutos, a
avaliacdo da resisténcia a insulina demonstrou manuten¢do de niveis significativamente mais
altos da glicemia do grupo SMet/SED nos tempos 0 e 15 minutos (Figura 8A). Embora nao
seja possivel afirmar que os animais sedentarios que consumiram dieta HFD desenvolveram
resisténcia a insulina (Figura 8B), os resultados sugerem redug¢do na sensibilidade ao
horménio verificada por resposta mais lenta neste grupo no que se refere a reducdo da
glicemia. Os resultados do célculo do indice do modelo de avaliacdo da homeostase de
resisténcia a insulina (HOMA-IR) reforcam essa hipotese ao demonstrarem valores

numericamente maiores no indice de resisténcia a insulina no grupo SMet/SED em relagao
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aos demais grupos (Figura 8D). Por outro lado, ndo houve diferenga entre os grupos quanto
ao indice do produto de triglicerideos e glicemia de jejum (Tyg) (Figura 8E).

A dosagem de insulina apos 12h-15h de jejum (Figura 9A), demonstrou que nao
houve diferenca estatistica nos niveis plasmaticos de insulina dentre os grupos estudados, o
que indica que ndo houve comprometimento da produ¢do endoégena deste hormonio. O indice
HOMA-B, empregado para estimar a fungdo das células B-pancreaticas, revelou ndo haver

diferenca significativa entre os grupos (Figura 9B).
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Figura 8 - Resisténcia a insulina de camundongos C57Bl/6 submetidos a intervencao

dietética e tratados com protocolo de natacio.
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A: teste de resisténcia a insulina; B: area sob a curva do teste de resisténcia a insulina; C: glicemia em
estado alimentado; D: modelo de avaliagdo da homeostase de resisténcia a insulina (HOMA-IR); E:
indice do produto de triglicerideos e glicemia de jejum (Tyg). CT- grupo que consumiu dieta “chow”;
SMet — grupo que consumiu dieta “HFD”, SED — grupo sedentario, NAT — grupo submetido ao
protocolo de natagdo. Dados de 5-6 camundongos C57B1/6 por grupo. Grafico A: ANOVA duas vias -
*p<0,05 comparando Smet/SED com CT/SED; #p<0,05 comparando SMet/SED com SMet/NAT.
Graficos B, Ce D, E e F: ANOVA uma via - *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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Figura 9 - Funcido das células B-pacreiaticas de camundongos C57Bl/6 submetidos a
intervencao dietética e tratados com protocolo de natacgio.
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A: concentracdo de insulina no plasma; B: modelo de avaliagdo da homeostase de células B-
pancreaticas (HOMA-B). CT- grupo que consumiu dieta “chow”; SMet — grupo que consumiu dieta
“HFD”, SED — grupo sedentario, NAT — grupo submetido ao protocolo de natagdo. Dados de 5-6
camundongos C57B1/6 por grupo. ANOVA uma via.

5.3 Composicao corporal

O acompanhamento da massa corporal dos camundongos em experimentacao (Figura
10A) demonstrou, a partir da sexta semana de interven¢ao dietética, um incremento na massa
corporal nos animais que consumiram HFD. O grupo SMet/SED apresentou massa corporal
significativamente maior do que os demais grupos na segunda e terceira semanas de natagao.
Na ultima semana de intervengdo nao houve diferenga estatistica entre a massa corporal dos
grupos SMet/SED, SMet/NAT e CT/SED no estado alimentado (Figura 10B). No entanto, o
grupo SMet/SED manteve-se com massa corporal numericamente maior do que os demais
(Figuras 10A e 10B). Por outro lado, a mensuracdo da massa corporal em jejum (Figura
10C) mostrou diferenga significativa entre o grupo SMet/SED e os demais. Avaliando-se a
variacdo da massa corporal dos camundongos, observou-se que os dois grupos que realizaram
o protocolo de natagdo tiveram diminui¢do do peso corporal durante o periodo de treinamento
(Tabela 1). Tal resultado era esperado, uma vez que a partir do momento em que os animais
iniciam o protocolo de natagao ha um aumento da demanda energética, dessa forma, utiliza-se
as reservas de gordura reduzindo a massa corporal total.

Nao houve diferengas nos demais parametros biométricos (comprimento da tibia,
comprimento céfalo-anal e circunferéncia abdominal) avaliados, sugerindo que a intervengao
dietética e o treinamento de natacdo nao interferiram no desenvolvimento dos camundongos
(Tabela 1). Por outro lado, verificou-se que o consumo de HFD por animais sedentarios

resultou em diminuicao da massa tecidual total do figado, intestino e coracao (Tabela 1), o
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que ndo ocorreu nos animais do grupo SMet/NAT. Tal resultado sugere modificagdes
teciduais associadas ao consumo de HDF, no entanto para identificar as causas da reducao da
massa tecidual total, fazem-se necessarias analises morfologicas dos tecidos. Nesta tese sera
mantido o foco no tecido hepatica que € o objeto de estudo.

O célculo do indice de adiposidade (Figura 11A) mostrou que o tecido que contribui
para a composi¢cdo corporal diferiu significativamente entre os grupos. A concentracdo de
leptina no plasma dos animais do grupo SMet/SED foi estatisticamente maior quando
comparados aos demais grupos (Figura 11B). Os dados sdo coerentes ao indice de
adiposidade apresentado pelos animais do grupo SMet/SED. Conforme esperado, a analise de
correlacdo (Figura 11C) mostrou que existe uma forte correlacdo positiva entre o indice de
adiposidade e a concentracao plasmatica de leptina (R =0,93; P< 0,0001).

Os animais do grupo SMet/SED apresentaram contetido de gordura corporal maior em
todos os depdsitos corporais de tecido adiposo branco (perirrenal, epididimal e mesentérico)
(Figuras 12A, 12B e 12C) quando comparados aos demais grupos. Dessa forma, na auséncia
de exercicio, os animais que ingeriram dieta hipercalorica apresentaram aumento da massa
corporal total determinado por elevacao na deposi¢do de gordura nos sitios do tecido adiposo
branco. Sob outra perspectiva, identificou-se aumento na massa de TAM apenas nos animais
no grupo CT/NAT (Figura 12D). Tal achado indica que o protocolo de exercicio modula o

TAM, mas este efeito € suprimido pelo consumo de HFD.
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Figura 10 - Massa corporal de camundongos C57Bl/6 submetidos a intervencao dietética
e tratados com protocolo de natagio.
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A: massa corporal mensurada semanalmente durante o periodo de experimentagdo; B: massa corporal
final em estado alimentado; C: massa corporal final em jejum. CT- grupo que consumiu dieta “chow”;
SMet — grupo que consumiu dieta “HFD”, SED — grupo sedentario, NAT — grupo submetido ao
protocolo de natagdo. Dados de 5-6 camundongos C57B1/6 por grupo. Grafico A: ANOVA duas vias -
*p<0,05 comparando Smet/SED com CT/SED; #p<0,05 comparando SMet/SED com SMet/NAT.
Graficos B e C: ANOVA uma via - *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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Figura 11 - Indice de adiposidade branca e concentracio plasmatica de leptina de
camundongos C57Bl/6 submetidos a intervencio dietética e tratados com protocolo de

natacio.
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A: indice de adiposidade; B: concentracdo plasmatica de leptina; C: correlagdo entre indice de
adiposidade e concentragdo plasmatica de leptina. CT- grupo que consumiu dieta “chow”; SMet —
grupo que consumiu dieta “HFD”, SED — grupo sedentario, NAT — grupo submetido ao protocolo de
natacdo. Graficos A e B: Dados de 5-6 camundongos C57Bl/6 por grupo;, ANOVA uma via -
**p<0,01; ***p<0,001. Grafico C: Dados de 4 camundongos C57Bl1/6 por grupo; teste de correlagdo

de Spearman.
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Figura 12 - Massa de tecidos adiposos de camundongos C57Bl/6 submetidos a
intervencao dietética e tratados com protocolo de natacgio.
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A: massa relativa de tecido adiposo epididimal; B: massa relativa de tecido adiposo perirrenal; C:
massa relativa de tecido adiposo mesentérico; D: massa relativa de tecido adiposo marrom. CT- grupo
que consumiu dieta “chow”; SMet — grupo que consumiu dieta “HFD”, SED — grupo sedentario, NAT
— grupo submetido ao protocolo de natagdo. Dados de 5-6 camundongos C57Bl/6 por grupo. ANOVA
uma via - **p<0,01; ***p<0,001.
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Tabela 1 - Perfil biométrico, bioquimico e tecidual de camundongos C57Bl/6 submetidos
a intervencao dietética e tratados com protocolo de natacio

CT/SED Ct/NAT SMet/SED SMet/NAT
(n=5) (n=6) (n=5) (n=6)
Perfil Biométrico

Massa corporal final em estado

alimentado (g) 29,32+ 1,19 27,07+0,76 32,56+1,59 29,40+0,43
Massa corporal final em jejum (g) 27,80+1,08 24,78+0,64  32,18+1,55* 27,97+0,32%
Varia¢@o de massa corporal no periodo de

indugdo de Smet (7 semanas) 4,52+0,33 423+0,57 10,28+0,99* 5,43+0,85%
Varia¢@o de massa corporal no periodo de

natagdo (4 semanas) 0,48+0,46 -1,29+0,172 0,82+0,29 -1,07+0,75
Tibia direita (mm) 18,60+0,24 18,17+0,17 18,60+0,24 18,00+0,00
Comprimento céfalo-anal (cm) 10,00+0,13 9,52+0,19 9,96+0,17 10,55+0,15
Circunferéncia abdominal (cm) 8,42+0,29 8,58+0,11 9,07+0,085 8,51+0,14

Perfil bioquimico plasmatico
Glicemia de jejum (mg.dL™) 134,6+9,2 114,7+£8,2 184,4+6,4* 117,3+5,4%
Glicemia em estado alimentado (mg.dL™") 135,6+7,2 114,844,5 180,2+10,8* 147,8+5,4*
Cholesterol plasmatico (mg.dL™) 61,742,7 67,743,9 128,1+7,9% 82,6+7,9%
Triglicerideos plasmatico (mg.dL") 33,942.5 29,4+1.9 34,3+1,7 29,7£3,5
AGNE plasmatico (mg.dL") 0,85+0,14 1,10£0,08 1,20+0,12 0,96+0,10
VLDL-C (mg.dL) 6.78+0.50 5.87+0.39 6.86+0.34 5.93£0.72
Parametros teciduais

Indice de adiposidade(%) 2,85+0,16 3,03+0,17 10,16+0,89 5,58+0,34
Massa de tecido adiposo epididimal (%) 1,45+0,08 1,47+0,09 9,28+1,23* 3,79+0,33*
Massa de tecido adiposo perirrenal(%) 0,33+0,03 0,38+0,06 4,06+0,47* 1,59+0,16*#
Massa de tecido adiposo mesentérico (%) 2,48+0,27* 2,80+0,31% 4,70+0,52 3,59+0,29
Massa de tecido adiposo marrom (%) 0,42+0,03 0,81+0,05* 0,66+0,05* 0,67+0,03*
Massa de musculo gastrocnémio (%) 1,69+0,04 1,60+0,06 1,63+0,02 1,69+0,02
Massa hepatica relativa(%) 6,71+0,32 6,29+0,32# 4,88+0,18%* 5,87+0,18
Massa cardiaca relativa (%) 0,84:+0,04* 0,85+0,04*  0,69+0,02* 0,84+0,03*
Massa relativa do intestino (%) 5,15+0,53* 5,12+0,21# 2,37+0,18%* 2,65+0,18*
Massa relativa dos rins (%) 1,79+0,08 1,76+0,06 1,60+0,02 1,89+0,03*
Massa relativa dos pulmdes (%) 0,88+0,01 0,93+0,04* 0,79+0,02 0,96+0,02%
Massa relativa do cérebro (%) 2,34+0,04 2,48+0,03 2,41+0,06 2,40+0,03
Massa relativa do bago (%) 0,45+0,03 0,31+0,03* 0,37+0,01 0,45+0,04

Dados expressos com média + erro padrdo da média de 5-6 camundongos C57BI1/6 por grupo.
ANOVA uma via: *p<0,05 comparado ao grupo CT/SED; # p<0,05 comparado ao grupo SMet/SED

5.4 Perfil lipidico

A dosagem de lipidios plasmaticos revelou que camundongos que consomem dieta

hiperlipidica t€m maior concentracao de colesterol no plasma, condi¢do que nao aconteceu

quando os animais realizaram o protocolo de natacdo associado a intervencao dietética

(Figura 13A). No presente estudo ndo houve diferenca significativa nas concentragdes

plasmaticas de triglicerideos,e acidos graxos ndo-esterificados e VLDL-C entre os grupos

(Figuras 13B, 13C e 13D).
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Figura 13 - Perfil lipidico plasmatico de camundongos C57Bl/6 submetidos a
intervencao dietética e tratados com protocolo de natacgio.
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A: concentragdo plasmatica de colesterol; B: concentragdo plasmatica de triglicerideos; C:
concentragdo plasmatica de acidos graxos ndo esterificados; D: estimativa da concentragdo plasmatica
de VLDL-C. CT- grupo que consumiu dieta “chow”; SMet — grupo que consumiu dieta “HFD”, SED —
grupo sedentario, NAT — grupo submetido ao protocolo de natacdo. Dados de 5-6 camundongos
C57B1/6 por grupo. ANOVA uma via ***P<0,001.

Embora tenha-se identificado elevacdo apenas no colesterol plasmatico no grupo
SMet/SED, as imagens histologicas revelaram aciimulo de gordura no figado desses animais
(Figura 14C). Por outro lado, os animais do grupo SMet/NAT ndo apresentaram tal padrao de
deposicao lipidica no figado, sugerindo um efeito protetor do exercicio fisico contra a
esteatose hepatica. Interessantemente, confirmou-se estes resultados das imagens histologicas

pela quantificagio de lipidios hepdticos totais pelo método de Folch!?’

, onde observa-se que o
figado dos animais do grupo SMet/SED tem conteudo de lipidios significativamente maior do
que os demais grupos (Figura 15A). A analise dos lipidios extraidos das amostras de figado
demonstrou aumento tanto de triglicerideos quanto de colesterol no grupo SMet/SED quando
comparado aos demais grupo (Figura 15B e 15C). Afim de avaliar a excre¢do fecal lipidica,

mensurou-se a presenca de lipidios nas fezes. No entanto, ndo houve diferenca significativa
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entre o conteudo de lipidios totais, colesterol e triglicerideos nas fezes dos animais dos 4
grupos (Figura 16).

Interessantemente, observou-se aumento de 4cidos graxos nao-esterificados no figado
dos animais que consumiram dieta “chow” e nadaram quando comparados a seus controles
sedentarios (Figura 12D). Embora nd3o tenha havido diferenca estatistica, um padrao

semelhante foi observado nas concentragdes plasmaticas de AGNE (Figuras 10C).

Figura 14 - Cortes histologicos de figado de camundongos CS57Bl/6 submetidos a
intervencao dietética e tratados com protocolo de natacio.
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CT- grupo que consumiu dieta “chow”; SMet — grupo que consumiu dieta “HFD”, SED — grupo
sedentario, NAT — grupo submetido ao protocolo de natag@o. Imagens de cortes histologicos de figado
dos camundongos C57B1/6 corados com hematoxilina e eosina por grupo. As setas azuis indicam os
microvacuolos de lipidios e a seta preta macrovacuolo de lipidios.
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Figura 15 - Perfil lipidico hepatico de camundongos C57Bl/6 submetidos a intervencao
dietética e tratados com protocolo de natacio.
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A: Conteudo de lipidios por 0,1g de figado; B: concentracdo hepatica de colesterol; C: concentracdo
hepatica de triglicerideos; D: concentracao hepatica de acidos graxos nao esterificados. CT- grupo que
consumiu dieta “chow”; SMet — grupo que consumiu dieta “HFD”, SED — grupo sedentario, NAT —
grupo submetido ao protocolo de natagdo. Dados de 5-6 camundongos C57B1/6 por grupo. ANOVA
uma via - * p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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Figura 16 - Perfil lipidico nas fezes de camundongos C57Bl/6 submetidos a intervencao
dietética e tratados com protocolo de natacio.
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A: Contetdo de lipidios por 0,1g de fezes; B: concentragdo fecal de colesterol; C: fecal hepatica de
triglicerideos; D: concentracao fecal de 4cidos graxos ndo esterificados. CT- grupo que consumiu dieta
“chow”; SMet — grupo que consumiu dieta “HFD”, SED — grupo sedentério, NAT — grupo submetido
ao protocolo de natacdo. Dados de 5-6 camundongos C57Bl/6 por grupo. ANOVA uma via.

5.5 Marcadores de dano hepatico

Nao se evidenciou efeito da dieta hiperlipidica ou do exercicio fisico sobre a
concentracdo plasmatica de ALT, AST ou razdo ALT/AST na comparagdo entre os grupos
intervengao e controle (Figura 17). No entanto, verificou-se redugao da concentragao de ALT

no plasma dos camundongos do grupo SMet/NAT em comparagao com o CT/NAT.
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Figura 17 - Concentracdo plasmatica de enzima marcadoras de dano hepatico em
camundongos submetidos a intervencio dietética e tratados com protocolo de natagio.

A B
10- » 6- [ SED
B NAT

©
1

o
1
'S
[

'S
1

AST (ULmL™")
b

ALT (ULL™)

N
1

CT SMet CT SMet

0.6

0.4+

AST/ALT

0.2+

0.0

CT SMet

Concentrag@o plasmatica - A: ALT; B: AST; C: razdo ALT/AST. CT- grupo que consumiu dieta
“chow”; SMet — grupo que consumiu dieta “HFD”, SED — grupo sedentario, NAT — grupo submetido
ao protocolo de nata¢do. Dados de 5-6 camundongos C57BI/6 por grupo. Teste t - *p<0,05.

5.6 Expressdo génica de proteinas transportadoras de produtos do metabolismo lipidico
no tecido hepatico

No tecido hepatico, analisou-se a expressdo dos genes que codificam proteinas
transportadoras de acidos graxos através da membrana plasmatica (CD36) ¥ e no citoplasma
(aP2). 13 Além destes, avaliou-se a expressdo do gene que codifica a proteina CTP-1a, a qual
permite o transporte de acil-CoA do citoplasma do hepatdcito para a matriz mitocondrial.!'?

Conforme observa-se na figura 18A, o consumo de dieta hiperlipidica reduziu a
expressao do gene CD36 em animais que realizaram o protocolo de exercicio fisico. Tal efeito
da dieta ndo foi observado em animais sedentarios, ambos os grupos (CT/SED e SMet/SED)
apresentaram quantidade semelhante de mRNA para CD36 em tecido hepatico.

Por outro lado, observou-se diminui¢ao da expressdo génica de aP2 nos dois grupos de

camundongos que consumiram dieta hiperlipidica e no grupo CT/NAT quando comparados
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ao grupo CT/SED (Figura 18 B). Tais resultados sugerem que tanto a intervencdo dietética
quanto o exercicio fisico foram capazes de modular para menos a expressao do gene aP2.
Nao foi observada diferenca significativa da expressdao génica de CPT-1a entre os

grupos investigados.

Figura 18 - Expressdo génica de proteinas transportadoras de produtos do metabolismo
lipidico no tecido hepatico de camundongos C57Bl/6 submetidos a intervenc¢io dietética
e tratados com protocolo de natacgio.
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Expressdo génica hepatica - A: CD36; B: aP2; C: CPT-1a. CT- grupo que consumiu dieta “chow”;
SMet — grupo que consumiu dieta “HFD”, SED — grupo sedentario, NAT — grupo submetido ao
protocolo de nata¢do. Dados de 5-6 camundongos C57Bl/6 por grupo. ANOVA uma via - **p<0,01,
sokosk

p=<0,001.

5.7 Expressao de genes lipogénicos no tecido hepatico

A partir da identificagdo de deposi¢ao de gordura no figado de camundongos que
consumiram HFD e do efeito protetor do protocolo natacdo frente a este agravo, procedeu-se a
analise da expressdo de genes que codificam enzimas-chave para a lipofazese hepatica: ACC-
1, FAS e SCD-1.

Observou-se que animais sedentarios que consumiram dieta hiperlipidica apresentaram

menor expressao génica de ACC-1 quando comparados ao* demais grupos (Figura 19A). O
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exercicio fisico manteve os niveis de mRNA de ACC-1 hepatico dos camundongos
SMet/NAT semelhante aos grupos controle (CT/SED e CT/NAT).

No que se refere ao faze que codifica a enzima FAS, verificou-se expressao maior no
grupo CT/SED em comparagdo com seu controle treinado (CT/NAT) e com animais
sedentarios em intervencao dietética (SMet/SED) (Figura 19B). Por outro lado, os animais
que consumiram HFD, concomitante ao protocolo de natagdo, apresentaram expressdo génica
maior quando comparado a seus controles sedentdrios (SMet/SED). Diante destes resultados,
ndo fica clara a existéncia de efeito da intervencao dietética ou do protocolo de natagdo
sobrefazexpressao génica da enzima FAS.

Verifica-se por meio da andlise dos dados representados na figura 19C que o
exercicio fisico promoveu aumento da expressao do gene SCD-1 no figado apenas quando os
animais consumiram dieta padrdo. Os dados sugerem que o consumo de HFD inibe tal efeito,
pois os animais do grupo SMet/NAT apresentaram valores de expressdo génica de SCD-1 no

figado semelhante aos animais dos grupos sedentarios (CT/SED e SMet/SED).

Figura 19 - Expressao de genes lipogénicos no tecido hepatico de camundongos C57Bl/6
submetidos a intervenc¢io dietética e tratados com protocolo de natacgio.
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Dados referentes a expressdo génica hepatica. A: ACC-1; B:FAS; C: SCD-1. CT- grupo que
consumiu dieta “chow”; SMet — grupo que consumiu dieta “HFD”, SED — grupo sedentario, NAT —
grupo submetido ao protocolo de natagdo. Dados de 5-6 camundongos C57Bl/6 por grupo. ANOVA
uma via - *p=<0,05, **p=<0,01, ***p=<0,001.
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5.8 Expressao génica de citocinas pro-inflamatoérias no tecido hepatico

Conforme previamente explanado, a inflamagdo ¢ um dos fatores que contribui para a
progressdo da DHGNA. A andlise da expressdo génica de TNF-o e IL-6 mostrou que a dieta
HFD aumenta significativamente a expressdo de ambos os genes em comparagdo com 0S
grupos que co*sumiram dieta “chow” (Figuras 20A e 20B). O protocolo de natacao reduziu a
expressao génica de TNF-a no grupo CT/NAT, no entanto ndo teve ef'ito no grupo
SMet/NAT (Figura 20A). Por outro lado, a realizagdo de exercicio fisico de baixa intensidade
concomitante ao consumo de HFD foi capaz de reduzir a expressdo do gene IL-6 no figado
dos animais SMet/NAT de modo a torna-la semelhante a expressao nos grupos que

consumiram dieta “chow” (Figura 20B).

Figura 20 - Expressdo génica de fator de necrose tumoral-o e interleucina-6 no tecido
hepatico de camundongos C57Bl/6 submetidos a intervencao dietética e tratados com

protocolo de natacao.
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Dados referentes a expressdo génica hepatica. A: TNF-o; B: IL-6. CT- grupo que consumiu dieta
“chow”; SMet — grupo que consumiu dieta “HFD”, SED — grupo sedentario, NAT — grupo submetido
ao protocolo de nata¢do. Dados de 5-6 camundongos C57Bl/6 por grupo. Teste t - *p<0,05, **p<0,01.

5.9 Enzimas antioxidantes hepaticas

O consumo da dieta HFD reduziu a atividade da catalase no figado de camundongos
que se mantiveram sedentarios (Figura 21A). Por outro lado, o protocolo de natagdo
associado ao consumo da HFD impediu a reducdo da atividade enzimatica, mantendo-a
semelhante aos grupos que consumiram dieta “chow” (Figura 21A). O exercicio fisico
promoveu redugdao na expressdo génica da catalase independente da dieta consumida,

conforme dados expressos na Figura 21B.
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Nao foram identificadas diferencas na atividade da SOD decorrente da intervengao

dietética ou da natagdo (Figura 21 C).

Figura 21 - Atividade das enzimas catalase e superoxido dismutase no tecido hepatico de
camundongos C57Bl/6 submetidos a intervencio dietética e tratados com protocolo de
natacio.
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A: atividade da catalase no figado; B: expressdo gé€nica hepatica de catalase; C: atividade da SOD no
figado. CT- grupo que consumiu dieta “chow”; SMet — grupo que consumiu dieta “HFD”, SED —
grupo sedentario, NAT — grupo submetido ao protocolo de natacdo. Dados de 5-6 camundongos
C57BV/6 por grupo. Grafico A: Test t: * p<0,05. Grafico ANOVA uma via - *p<0,05.

6. DISCUSSAO

Os dados obtidos na pesquisa experimental que compde esta tese, mostram que o
consumo por 11 semanas de uma dieta hiperlipidica com 58,4% de kcal provenientes de
lipidios, desenvolvida no LRC, foi eficaz para a indugdo do fenotipo de esteatose hepatica
associada 2 SMet em camundongos C57Bl/6, endossando dados previamente publicados.!?’
Por outro lado, a implementagdo de um protocolo de natagdo de baixa intensidade,
simultaneamente ao consumo de HFD, reduziu disfungdes metabodlicas glicémicas e lipidicas.

Somando-se, observou-se significativa redu¢ao na deposi¢ao hepatica de gordura associada a
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menor expressao génica da proteina transportadora CD36, bem como regularizacdo dos niveis
plasmaticos de leptina nos camundongos que nadaram. Além disso, o protocolo de exercicio
implementado foi capaz de reduzir a expressao gé€nica de IL-6 e aumentar a atividade da
catalase. Dessa forma, sugere-se um potencial efeito da natacdo de baixa intensidade em
evitar a progressdo da DHGNA por meio de reducdo da inflamacdo hepatica e aumento da
atividade antioxidante no figado de camundongos C57bl/6.

O primeiro componente da SMet investigado nos animais que consumiram HFD foi a
disfungdo no metabolismo glicémico. O consumo excessivo de lipidios levou os
camundongos a um quadro de intolerdncia a glicose e menor sensibilidade a insulina,
condicdes ndo apresentadas pelos animais que realizaram o protocolo de natagdo
concomitante ao consumo de HFD. Estudos previamente publicados endossam o efeito de
dietas hiperlipidicas como causadoras de intolerancia a glicose, bem como o potencial de
protocolos de exercicio fisico de diferentes modalidades em reverter tais disfungdes.”> 76 80
81,82, 84, 85,9396, 97, 98, 102,103 By nosso estudo, a hiperglicemia, caracteristica da intolerancia a
glicose, foi reduzida pela natagdo tanto no estado alimentado quanto em jejum. Tal achado ¢
corroborado por outros cinco estudos que demonstraram que a natagdo ¢ capaz de prevenir
e/ou reverter a elevagdo dos niveis de glicose no sangue de camundongos que consomem
dietas ricas em lipidios.” 101 102 103.137 Opservou-se o efeito da natagdio na regularizagio do
metabolismo glicémico tanto em protocolos longos de 8!°!, 1092, 12!% ¢ 13'37 semanas,
quanto a curto prazo como observado tanto no presente estudo como em outro realizado por
Suga e colaboradores’. Estes autores também empregaram um protocolo de 4 semanas,
porém com tempo de sessao de apenas 90 minutos por dia.

Os indices glicémicos mais elevados no grupo SMet/SED parecem estar associados a
menor sensibilidade a insulina neste grupo, verificada pelo maior tempo para decaimento da
glicemia observado durante o teste de resisténcia a insulina e por maior HOMA-IR. Além
disso, embora ndo se tenha verificado diferenca estatistica, hA um aumento numérico do
HOMA-B nos animais do grupo SMet/NAT, sugerindo um incremento na fungdo das células
B-pancreaticas. Tal achado pode ter um significado fisioldgico visto que os camundongos que
nadaram concomitante ao consumo de HDF tiveram maior tolerancia a glicose e sensibilidade
a insulina quando comparados aos seus controles sedentdrios. Este efeito pode estar
relacionado @ uma compensacao pancredtica para manutencao dos niveis regulares de glicose
no sangue.

Considerando-se os resultados em conjunto, sugere-se que 0s animais que consomem a

dieta HFD e mantem-se sedentarios tendem a menor sensibilidade a insulina decorrente de
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diminui¢do na fun¢do de células B-pancreaticas, o que ndo ocorre nos animais que consomem
a dieta hiperlipidica e realizam o protocolo de natagdo. Isso pode explicar a menor tolerancia
a glicose no grupo SMet/SED. E possivel que a progressio para resisténcia a insulina
associada a dieta e ao sedentarismo, ndo constatada no presente estudo, seja tempo-
dependente; o que podera ser investigado por meio de protocolos de interven¢do mais
prolongados.

Com relagcdo ao metabolismo lipidico, a potencialidade de dietas hiperlipidicas em
causar hipercolesterolemia em camundongos é amplamente relatada na literatura.”> 81> 869195,
96,97, 98, 102, 103 Ep tais estudos o contetdo lipidico das dietas variou entre 33,4% e 60% das

Kcal. Camundongos que consumiram HFD e realizaram exercicio fisico apresentaram niveis

de colesterol plasmatico menores quando comparados a seus controles sedentarios em estudos

81, 96, 97, 98 86, 102, 103

com corrida em esteira motorizada , hatacao e vibragdo de corpo inteiro.”!
Tais dados sugerem que protocolos utilizando exercicio fisico de diversas modalidades sdo
eficazes em reverter a hipercolesterolemia.

Embora no presente estudo nao tenha havido diferenga significativa nos niveis de
triglicerideos ¢ AGNE plasmaticos entre os grupos estudados, trabalhos anteriormente
publicados mostram que o consumo de HFD pode elevar os niveis plasmaticos de
triglicerideos’™ 81> 1 95, 96, 97, 98, 102, 103 o AGNE.” 8!: 9 Nesses estudos, os protocolos de

exercicio em esteira motorizada foram mais eficazes na reversdo das dislipidemias 3! 9 96 97

98

Os resultados obtidos na investigagdo do perfil lipidico hepatico sugerem que o
excesso de lipidios consumidos na dieta ndo elevou os niveis de triglicerideos plasmaticos,
pois estes foram direcionados para armazenamento no tecido hepatico, bem como no tecido
adiposo. Possivelmente, esse mecanismo nao ocorre nos camundongos que nadam, pois, 0O
excesso de calorias consumidas ¢ utilizado como fonte de energia para o exercicio. Esses
achados corroboram com estudos previamente publicados em que animais que consumiram

HFD apresentaram esteatose hepética, fibrose e infiltracio de macréfagos no figado. 6% o1 %5

102, 103 Nestes trabalhos o exercicio fisico reduziu todas as alteragdes na estrutura do figado,

mesmo na manutengio de intervengio dietética hiperlipidica.b® o1 9102 103

No presente estudo, a identificagdo de deposicdo de lipidios no tecido hepatico dos
camundongos alimentados com HFD pelo periodo total de 11 semanas sugere que a dieta
utilizada pode levar ao quadro de esteatose hepatica. Tal periodo de intervencdo nao foi
suficiente para o desenvolvimento de lesdo tecidual, conforme observado pela manutencao de

niveis regulares das enzimas ALT, AST e razdo AST/ALT em todos os grupos. A elevagdo de
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tais marcadores no plasma estd relacionada a maior severidade do comprometimento da
estrutura hepatica como a fibrose e cirrose.!** Dessa forma, infere-se que os camundongos do
presente estudo apresentaram a DHGNA em seu primeiro estagio.

A progressdo da esteatose hepatica para os demais estagios da DHGNA esta
relacionada a aumento da inflamagdo e estresse oxidativo.” Este ultimo pode ser definido
como um excesso de EROs devido ao aumento na sua produgdo ou deficiéncia no sistema de
defesa antioxidante.!’® Neste contexto, as enzimas antioxidantes intracelulares de maior
relevancia sao a SOD, a glutationa peroxidase e a catalase. Em um estudo com camundongos
“knock-out” para a catalase, demonstrou-se que esta enzima exerce um efeito protetor contra
a esteatose e inflamacdo hepaticas por meio da manutengio do equilibrio redox no figado.'*
No presente estudo constatou-se que a HFD reduziu a atividade da catalase no figado.
Interessantamente, o protocolo de natagdo restaurou a atividade enzimadtica antioxidante para
niveis semelhantes ao dos camundongos que consumiram dieta “chow”. Além disso, a
natacdo reduziu a expressdao génica da catalase, independentemente do tipo de dieta
consumida. Conforme observado nas Figuras 21A e 21B, nao ha relacdo de
proporcionalidade entre a expressdao génica e a atividade da catalase, resultado também
identificado em ratos Wistar-Kyoto.'** Assim, é possivel que haja um “feedback” negativo
entre a atividade da enzima e sua expressao génica. Em nosso estudo ndo foi identificada
diferenca na atividade da SOD entre os grupos. Zacarias e colaboradores'*! identificaram
aumento na atividade desta enzima no figado de ratos Wistar devido ao consumo de dieta
hiperlipidica. No entanto, semelhante aos nossos achados, ndo houve efeito do exercicio
fisico sobre a atividade desta enzima.'*!

A andlise da expressdo de genes pro-inflamatorios no presente estudo revelou que o
consumo de HFD aumenta a expressao génica de TNF-a e IL-6. No entanto, a execucao do
protocolo de natagdo reverteu esse efeito apenas na expressao do gene IL-6. Diferente dos
nossos achados, estudo que utilizaram protocolos de exercicio por tempo prolongado em
)68

esteira motorizada (16 semanas )37

ou natacdo (13 semanas verificaram reducdo da
expressao do gene TNF-a no figado.

Considerando em conjunto os resultados obtidos, observa-se que o protocolo de
exercicio de baixa intensidade aumentou a defesa antioxidante hepatica e reduziu a expressao
génica de IL-6, configurando-se como uma ferramenta protetora para a progressdo da
DHGNA.

O consumo cronico de dieta hiperlipidica (por 23 semanas) foi associado ao aumento

da expressao génica hepatica de CD36 e aP2; além de diminuicdo da expressdo do gene CPT-



73

lo. em um modelo dietético de DHGNA.'** CD36 ¢ uma glicoproteina de membrana que tem
um papel importante na captagdo de acidos graxos por diversos tecidos, tais como musculo,
tecido adiposo branco e figado.'*> O aumento da expressdo desta proteina no figado esta
associado a maior captagdo e estoque de acidos graxos no tecido hepatico, pois permite um
mecanismo adicional de transporte transmembrana facilitado por proteina.'** No entanto, em
nosso estudo, ndo se observou aumento da expressdo do gene CD36 associado ao consumo de
HFD. Por outro lado, camundongos com SMet que realizaram o protocolo de natagdo
apresentaram menor expressao génica de CD36 quando comparado ao grupo CT/NAT,
sugerindo um possivel papel do exercicio fisico em reduzir o acimulo de lipidios no figado
via CD36. Tal resultado, corrobora os achados de Wu e colaboradores,'” que observaram
redugdo da expressao génica de CD36 no figado apos protocolo de natagdo de 12 semanas.
Sugere-se, dessa forma, que a modulagao da expressao génica de CD36 pode ocorrer tanto em
camundongos submetidos a protocolos de natagdo de longa duracdo (12 semanas)'®® quanto
em a protocolo de menor duragdo e baixa intensidade, como aquele empregado no presente
estudo.

Além das proteinas que facilitam o transporte através da membrana plasmatica do
hepatocito, identificou—se no meio citoplasmatico proteinas ligadoras de 4acidos graxos
FABP.'* Identificou-se a principio que o gene aP2 codifica a expressio proteica de FABP em
adipécitos.'* No entanto, em estudo mais recente Pan e colaboradores'* demonstraram que o
consumo cronico de HFD aumenta a expressao génica de aP2 no figado de camundongos
C57Bl/6. As fungodes fisioldgicas e fisiopatoldgicas das FABPs ndao sdo completamente

esclarecidas, no entanto tem-se associado a sua expressdo no figado'?’

ou concentracao
sistémica'*® 3 DHGNA. Em nosso estudo, as duas intervengdes realizadas, dieta hiperlipidica
e exercicio fisico, reduziram a expressao génica de aP2. A despeito de os animais que
apresentaram depdsito hepatico de lipidios (SMet/SED) terem mantido niveis baixos de
expressao do gene aP2, € preciso considerar o tempo de exposi¢do a dieta. No estudo de Pan e
colaboradores!*® apenas apos 16 semanas de consumo de dieta hiperlipidica foi verificado
aumento da expressao do gene aP2. Por outro lado, em estudo do nosso grupo (dados nao
publicados) a intervencdo com HFD por 20 semanas também levou a aumento na expressao
génica de aP2. Considerando-se que em nosso trabalho a interven¢ao dietética teve duragdo de
11 semanas, ¢ possivel que o efeito da dieta sobre a expressdo de aP2 seja tempo-dependente.

Os resultados sugerem que o exercicio fisico ¢ capaz de reduzir a expressao deste gene que

esta associado ao desenvolvimento de DHGNA.
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No tocante ao efeito do consumo de dieta hiperlipidica sobre a expressdo génica de
CPT-1a em tecido hepatico, os achados sdo divergentes. Em nosso estudo ndo se observou
diferenca estatistica dentre os grupos analisados. Contudo, Cong e colaboradores'*?
encontraram diminuicdo da expressdo génica de CPT-la apds 23 semanas de intervengdo
dietética. Em outro estudo com duragao de 12 semanas, o consumo de HFD levou a aumento
na expressdo génica hepatica de CPT-1a, o que foi ainda mais incrementado no figado de
animais que realizaram um protocolo de natagio de 12 semanas.’® No que se refere a
expressdo proteica, identificou-se reducao de CPT-la devido ao consumo de dieta
hiperlipidica, o que foi revertido pela realizagdo de treinamento em esteira motorizada.?

Em conjunto, os dados de expressdo génica de transportadores de lipidios sugere que o
exercicio fisico tem efeitos a curto prazo sobre a modulagdao desses genes, enquanto a dieta
hiperlipidica parece modula-los apenas mediante consumo cronico.

Além de aumento na captacdo de lipidios, a producdo de gordura (lipogénese) no
tecido hepatico pode contribuir para o desenvolvimento de DHGNA.!'!! As enzimas ACC-1 e
FAS participam da via lipogénica catalisando a conversao de acetil-CoA em malonil-CoA e
deste em palmitato, respectivamente.!!> A partir desse ponto, o palmitato pode ser dessaturado
e alongado para oxidac¢do na mitocondria''® ou servir de substrato para a enzima SCD-1 para a
biossintese de 4cido graxos monoinsaturados que serdo armazenados no figado.'"* No
presente estudo, observou-se que o consumo de HFD reduziu a expressdao dos genes hepaticos
ACC-1 e FAS, o que n3o ocorreu nos animais que participaram do protocolo de natagao.
Nesta perspectiva, destaca-se que fatores de transcri¢do inseridos no reticulo endoplasmatico
(SREBPs) sao ativados na auséncia de esterol nos hepatdcitos, ligam-se ao SER e ativam os
genes lipogénicos FAS, ACC e SCD-1.!"3 Dessa forma, hipotetiza-se que a supressio da
expressao de tais genes no figado dos animais do grupo SMet/SED deu-se devido ao excesso
de esterol advindo do consumo de HFD, o que impede a ativacdo dos SREBPs e,
consequentemente a ativacdo dos genes lipogénicos. O mesmo ndo ocorre nos camundongos
SMet/NAT, pois o excesso de lipidios consumidos ¢ oxidado para atender a demanda
energética do exercicio fisico. Os achados de reducao da expressdao génica de FAS e ACC-1
associada a HFD sdo corroborados por um estudo com camundongos swiss'’” Os autores
observaram aumento da expressdo dos genes ACC-1 e FAS no figado em resposta ao
exercicio de moderada e alta intensidade.'®’

Contrapondo o conceito classico de que a inibicdo da ACC conduz a redugao da

149

lipogénese, Chow e colaboradores'® identificaram através da utilizagdo de um duplo “knock

out” para ACC-1 e ACC-2 que na auséncia dessas enzimas ha reducao da oxidagao de lipidios
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nas mitocondrias, o que resulta em acimulo de gordura nos hepatocitos. Este achado pode
fundamentar nosso resultado de que a HFD reduz a expressdo génica de ACC-1 no grupo
SMet/SED levando ao quadro de esteatose hepatica. O protocolo de natagdo reverte tal
alteragcdo por meio da normalizagdo da expressao do gene ACC-1.

O achado de aumento na expressao hepatica do gene que a codifica SCD-1 apenas nos
animais do grupo CT/NAT pode ser explicado pelo fato de que os animais desse grupo tém
um aporte energético menor, comparando-se com aqueles que que consomem HFD. Diante
disso, a auséncia de esterdis no figado estimula a expressdao do gene SCD-1. No entanto,
estudos previamente publicados mostram que o consumo de dietas hipercaloricas pode
aumentar expressdo génica'® e proteica’ de FAS e SCD-1.

Interessantemente, o aumento de acidos graxos nao-esterificados no figado dos
animais que consumiram dieta “chow” e nadaram, refor¢a a hipdtese de que esses animais
precisam utilizar os lipidios hepaticos como fonte energética. AGNE sdo a forma lipidica
liberada na lipdlise em quilomicrons, lipoproteinas, figado e tecido adiposo por ag¢do das
proteinas lipases.!>* Ou seja, os AGNE sio os lipidios biodisponiveis para a utilizagdo como
substrato energético. Nossos resultados levam-nos a inferir que os camundongos que
consomem dieta padrio e realizam exercicio fisico (grupo CT/NAT) tem maior atividade
lipolitica para fornecer AGNE que serdo utilizados como substrato energético, o que
justificaria a elevacdo desses lipidios no plasma e figado desses animais. Em um estudo com
camundongos C57Bl/6 saudaveis, demonstrou-se que em longo prazo ha aumento de AGNE e
glicerol no plasma dos animais que realizavam exercicio voluntario, sugerindo aumento na
oxidagdo de lipidios.!>! Por outro lado, em nosso estudo, esse mecanismo parece estar
prejudicado nos animais que realizam exercicio, mas consomem HFD.

Os estudos consultados discordam no que se refere ao impacto do exercicio fisico
sobre a massa corporal total de camundongos em consumo de HFD. Considerando o emprego
de protocolos de natagdo, alguns autores relatam reducdo da massa corporal dos animais que
consumiram HFD e realizam exercicio. 7> 86 87: 88,93, 102,103 'pqr gutro lado, outros estudos ndo
identificaram efeito do exercicio sobre a massa corporal quando os animais foram

100,

alimentados com dietas hiperlipidicas.!® 1! A potencialidade do exercicio de natagio em

reduzir o tecido adiposo branco observada em nosso estudo ¢ ratificada por outros 3
trabalhos.”> 102- 103

Neste estudo os animais que ingeriram dieta hipercalorica e nao realizam atividade
fisica apresentaram aumento da massa corporal total devido, principalmente, a elevagao na

deposicdo de gordura nos sitios do tecido adiposo branco. Por outro lado, a redu¢do na massa
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de tecido adiposo branco observada nos camundongos que executaram o protocolo de natacao
pode estar associada a um aumento na lipolise para fornecer dcidos graxos como substrato
energético para oxidacao. Estudos com outras espécies de roedores mostraram que o exercicio
fisico aumentou a concentracao de lipases (ATGL e HSL), perilipina ¢ COX no tecido
adiposo de ratos Wistar.! A perilipina ¢ uma proteina do adipécito que ativa a HSL.!!7 Esta,
juntamente com a ATGL, atua no citoplasma clivando triglicerideos para liberar acidos graxos
e uma molécula de glicerol.!'” Estes processos lipoliticos fornecem 4cidos graxos a serem
metabolizados através da P-oxidacdo e da cadeia de transporte de elétrons (ETC) para
produzir energia.!'” No wltimo passo da ETC, a COX é uma enzima fundamental para
remover os elétrons.!” Em um estudo com hamsters, os autores propuseram que a lipolise
associada ao exercicioé¢ devida a a¢ao dos glicocorticoides, através do aumento na quantidade
de receptores de glucocorticoide e 11-B-hidroxiesteroide desidrogenase tipo 1 (11pHSD1).!!8

Conforme identificado, a massa de tecido adiposo branco tem forte correlagdo com a
concentragdo plasmatica de leptina. Esta ¢ produzida nos adipécitos e age em sitios do sistema
nervoso central, especialmente no hipotdlamo, onde regula o gasto energético e o consumo
alimentar por meio da inibi¢do de vias orexigenas e ativacdo de vias anorexigenas.®’” Em
nosso estudo, observou-se que a concentracdo de leptina no plasma dos animais do grupo
SMet/SED foi estatisticamente maior quando comparados aos demais grupos. Tal condicdo ¢é
comum em animais obesos, devido a aumento na producdo de leptina e resisténcia a sua acao
em receptores hipotalamicos.!*? No entanto, ndo foi possivel a realiza¢io de testes funcionais
para verificar se 0s animais que apresentaram aumento nos niveis plasmaticos de leptina
tinham resisténcia a sua agao.

Além do classico papel da leptina na regulagdo do metabolismo energético por a¢ao no
hipotalamo, sugere-se uma forte associacdo entre a hiperleptinemia e a progressao da
DHGNA.">* 3% Miyamoto e colaboradores'> propuseram que a leptina atua no sistema
nervoso central ativando nervos simpaticos indutores da atividade de AMPK hepatica via
estimulacdo o-adrenérgica, evento redutor da esteatose hepatica. Em contrapartida, a
resisténcia leptinica ¢ um dos principais determinantes da deposi¢do de triglicerideos no
figado.!¢

A partir da identificagdo de receptores de leptina em tecidos periféricos, dentre eles o
figado, propde-se a acdo deste horménio diretamente no tecido hepatico.'’” ¥ Ademais,
sugere-se que a leptina promove fibrogénese no figado através de aumento do TGF-B.'*
Além disso, esta adipocina aumenta a resposta proliferativa de células estreladas hepaticas

através do fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF).!>° Atribui-se tal efeito a vias
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de sinalizagdo intracelular que envolvem proteina quinase ativada por mitogenos (MAPK) e
PI3K/Akt.'” Dessa forma, a hiperleptinemia observada nos camundongos do grupo
SMet/SED (Figura 11B) pode ser um componente desencadeador da progressao da DHGNA,
principalmente, aumentando areas fibréticas hepaticas.

O aumento da expressdo de genes pro-inflamatorios e fibrose, associados a redugdo da
atividade antioxidante, indicam que a HFD contribui para o desenvolvimento de DHGNA.
Com base nos achados anteriormente elencados, postula-se que a capacidade do protocolo de
natacdo de reverter tais alteracdes revela que o exercicio fisico de baixa intensidade, embora
ndo seja recomendado para melhorar o condicionamento fisico,** pode auxiliar na protecio
contra a DHGNA associada a SMet.

Observou-se que os animais que realizaram o protocolo de natagcao e consumiram dieta
“chow” tinham maior massa de TAM quando comparados a seus controles sedentéarios, no
entanto o consumo de HFD impediu o aumento de TAM associado ao exercicio fisico
(Figura 12D). Madden e colaboradores'®® demonstraram que, em um modelo de exposicio
cronica ao frio, a dieta hiperlipidica impede a ativagdo do TAM por meio de um mecanismo
aferente vagal. Estes achados sdo interessantes, pois sugerem que o consumo de HFD esta
relacionada a menor gasto energético. O TAM ¢é um tecido energeticamente ativo
caracterizado pela alta densidade de mitocOndrias e expressdo de proteina desacopladora-1
(UCP-1), com alta capacidade oxidativa, conferindo capacidade termogénica sem a
necessidade de energia mecénica.'®"> 12 Além disso, a ativagdio do TAM é regulada pelo
sistema nervoso central por meio da ligagdo de norepinefrina a receptores p-adrenérgicos.'®?
A estimulag@o adrenérgica do TAM aumenta a lipdlise e a liberagdo de 4cidos graxos para a
B-oxidagdo mitocondrial.!®® A intensidade do exercicio parece ser determinante sobre o
remodelamento do TAM em animais que consomem HFD. Wang e colaboradores'?’
demonstraram que o exercicio intervalado de alta intensidade aumenta a atividade do TAM
mesmo em camundongos que mantiveram o consumo de HFD, no entanto este efeito ndo foi
obtido com o emprego de exercicio de intensidade moderada.

Embora nao esteja clara a via pela qual o exercicio fisico estimula o crescimento do
TAM,'® alguns estudos sugerem que a leptina pode contribuir para o aumento de tal
tecido.!®*. A leptina ativa a termogénese pelo aumento da estimulagio simpatica de receptores
B-adrenérgicos no TAM.!®® Este mecanismo ativa a UCP-1 para produzir calor.!®® A partir dos
nossos resultados a luz dos estudos previamente publicados sugere-se que nos camundongos
que nadam e consomem dieta “chow” hd um incremento no gasto energético por ambos

estimulos, leptina e exercicio fisico, que ativam a termogénese no TAM, além da energia
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dispendida na contragdo muscular para a manutenc¢ao do exercicio fisico. Por outro lado, nos
camundongos do grupo SMet/NAT o gasto energético adicional devido a aumento ativagao do
TAM ¢ comprometido pelo consumo de HFD.

Os resultados desta tese sugerem que o modelo experimental de natagdo tem efeito
protetor contra dislipidemias e intolerdncia a glicose decorrentes do consumo de dieta
hiperlipidica por meio da reducdo do tecido adiposo branco e manutencdo de niveis regulares
de leptina. Esta estimula a sinalizacdo da insulina para a captacdao de glicose pelas células e
regulacdo do metabolismo glicidico no figado.*’ Verificou-se redugdo de lipidios totais,
triglicerideos e colesterol no tecido hepatico, o que repercutiu no aumento da expressao de
genes lipogénicos e redugdo da expressao de genes relacionados ao transporte de lipidios para
o figado. Somou-se a isso a redugdo da expressao gé€nica da citocina pré-inflamatéria I1L-6 e

aumento da atividade da catalase, uma enzima antioxidante. Além disso, a reducdo da

hiperleptinemia reduz a fibrogénese hepatica.!> (Figura 22).
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Figura 22 - Modificacoes metabolicas decorrentes do protocolo de exercicio fisico de
baixa intensidade na modalidade natacio em camundongos C57Bl/6 com DHGNA
associada a SMet.
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A implementagdo do protocolo de nata¢do simultaneamente ao consumo de dieta hiperlipidica reduziu
a glicemia, intolerancia a glicose, concentragdo de lipidios no plasma. Verificou-se regularizacdo dos
niveis plasmaticos de leptina devido a reducdo de tecido adiposo branco e provavel melhora na
sensibilidade dos receptores hipotalamicos. Somando-se, observou-se significativa redugcdo na
deposicdo hepatica de gordura associada a menor expressao génica de CD36, aP2. Houve aumento da
expressdo de genes lipogénicos acetil-CoA carbolilase (ACC-1) e acido graxo sintase (FAS) por
ativacdo do elemento de regulagdo do esterol (SER) devido a reducdo de esterois (triglicerideos e
colesterol) no hepatocito. Além disso, o protocolo de exercicio implementado foi capaz de reduzir a
expressdo génica de interleucina-6 (pro-inflamatoria) e aumentar a atividade da catalase
(antioxidante).

7. CONCLUSAO

O modelo de natagdo, caracterizado como exercicio fisico de baixa intensidade,
mostrou-se eficiente para a protecdo contra DHGNA associada a SMet. Tal achado esta
relacionado a redug¢do de deposicdo de gordura hepatica, menor expressio de CD-36 e
regulariza¢do dos niveis plasmaticos de leptina. Além disso, a natacdo foi capaz de modular
genes lipogénicos por mecanismo relacionado ao conteido de lipidios hepaticos e a
sinalizagdo de fatores de transcri¢ao (SREBP). O aumento da atividade antioxidante e redugao
da expressao de IL-6 sugerem que o protocolo de natagdo pode ser protetor contra a evolucao
da DHGNA. As modificacdes na morfologia e funcdo hepaticas ocorrem concomitante a

melhora no perfil lipidico e glicémico sistémico decorrentes da execucdo do protocolo de
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natacdo. Diante do exposto, o exercicio fisico de baixa intensidade apresenta-se como uma

ferramenta promissora para o manejo da DHGNA associada a SMet.

8. LIMITACOES

No presente estudo a carga de exercicio fisico ndo foi individualizada. Dessa forma, ¢
possivel que o protocolo de natagdo utilizado tenha diferentes intensidades para os
camundongos. Dessa forma, faz-se necessario o estabelecimento da curva de esfor¢o maximo
para natacdo em camundongos e estabelecimento de cargas individualizadas para estudos

futuros.

9. PERSPECTIVAS

A partir dos resultados obtidos, intenta-se aprofundar a investigacdo dos mecanismos
moleculares envolvidos na protecao e/ou reversao da SMet mediante a realizagdo de exercicio
fisico. Nesta direcdo, pretende-se avaliar a expressdo proteica dos transportadores de lipidios
e enzimas lipogé€nicas em tecido hepatico, bem como investigar mais detalhadamente as
alteragdes morfoldgicas do figado decorrentes do consumo de HFD e da intervencdo com
exercicio fisico de baixa intensidade. Além disso, faz-se necessario a ampliacao da avaliagdo
de marcadores do equilibrio redox para a caracterizagdo de biomarcadores desta via em
camundongos. Nessa perspectiva, pretende-se avaliar a peroxidacao lipidica e a atividade da

glutationa peroxidase.
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APENDICE A - Descricio dos protocolos experimentais empregados em cada estudo analisado na revisio de literatura

Protocolos de treinamento de corrida em esteira motorizada

Estudo Animais Intervencio Dietas Protocolo de exercicio
Vieira et al., 2009%? Camundongos Todos os camundongos consumiram | Dieta padrao: 10% de | Tempo: 60 min/dia;
Balb/cByJ machos HFD por 12 semanas. Kcal de lipidios 5x/semana
Posterlf)rmente foram alocados em 4 HFD: 60% de Kcal de | Inclinagio: 5%
grupos: lipidios . :
. N Velocidade: 12 m/min
1. Dieta padrao
D ao: 12
2. Dieta padrao + exercicio Hracao semanas
3. HFD
4. HFD + exercicio
Vieira et al., 200933 Camundongos Todos os camundongos consumiram | Dieta padrao: 10% de | Tempo: 40 min/dia;
C57Bl/6 machos HFD por 6 semanas. Posteriormente | Kcal de lipidios 5x/semana
foram alocados em 4 grupos: HFD: 45% de Kcal de | Inclinagdo: 12%
1. Dieta padrao lipidios Velocidade: 12 m/min
2. Dieta padrao + exercicio =
3. HFD Duracao: 6 ou 12 semanas
4. HFD + exercicio
Kawanishi et al., 2010” | Camundongos Os camundongos foram alocados em | Dieta padrdo: 13% de | Tempo: 60 min/dia;
C57Bl1/6 machos 4 grupos: Kcal de lipidios 5x/semana

1. Dieta padrao

2. Dieta padrao + exercicio
3. HFD
4. HFD + exercicio

HFD: 60% de Kcal de
lipidios

Inclinagdo: ND
Velocidade: 20 m/min

Duracao: 16 semanas
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Marques et al., 2010% Camundongos Os camundongos consumiram HFD | Dieta padrao: 10% de | Tempo: 60 min/dia;
C57Bl/6 machos ou dieta padrao por 8 semanas. Kcal de lipidios 5x/semana
Posterl.ormente foram alocados em 6 HED: 60% de Kcal de | Inclinagio: ND
SrUpos: lipidios - .
. N Velocidade: 16,7 m/min
1. Dieta padrao
D ao:
2. Dieta padrao + exercicio uragdo: 8 semanas
3. HFD
4. HFD + exercicio
5. HFD/ Dieta padrao
6. HFD/ Dieta padrao + exercicio
Niu et al., 2010%® Camundongos Os camundongos consumiram HFD | Dados ndo Tempo: 60 min/dia;
C57Bl/6 machos ou dieta padrao por 8 semanas. disponiveis 5x/semana
Posteriormente foram alocados em 4 .
Inclinagdo: ND
grupos:
. ~ Velocidade: 12 m/min
1. Dieta padrao
D ao:
2. Dieta padrao + exercicio uragdo: 6 semanas
3. HFD
4. HFD + exercicio
Xuetal.,2011% Camundongos Os camundongos foram alocados em | Dieta padrdo: 17% de | Tempo: 40 min/dia;
C57Bl/6 machos 4 grupos: Kcal de lipidios 5x/semana
1. Dieta padrao HFD: 42% de Kcal de | Inclinagdo: 12%
2. Dieta padrao + exercicio lipidios Velocidade: 15 m/min

3.

HFD
4. HFD + exercicio

Duracdo: 8 semanas
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Baynard et al., 2012°* Camundongos Os camundongos consumiram HFD | Dieta padrdo: 17% de | Tempo: 40 min/dia;
C57Bl/6 machos ou dieta padrao por 6 semanas. Kcal de lipidios 5x/semana
Posterlf)rmente foram alocados em 4 HFD: 45% de Kcal de | Inclinacio: 12%
grupos: lipidios . :
. ~ Velocidade: 12 m/min
1. Dieta padrao
D ao:
2. Dieta padrao + exercicio uragdo: 6 semanas
3. HFD
4. HFD + exercicio
Borg et al., 201274 Camundongos Os camundongos consumiram HFD | Dieta padrao: 5% de | Tempo: 30 a 70 min/dia;
C57Bl/6 machos ou dieta padrao por 6 semanas. Kcal de lipidios 5x/semana

Posteriormente foram alocados em 3
grupos:
1. Dieta padrao

2. HFD
3. HFD + exercicio

HFD: 59% de Kcal de
lipidios

Inclinagdo: ND
Velocidade: 19 m/min

Duracdo: 6 semanas

Cintra et al., 2012

Camundongos swiss
machos

Os camundongos consumiram HFD
ou dieta padrao por 8 semanas.
Posteriormente foram alocados em 3

grupos:
1. Dieta padrao

2. HFD
3. HFD + exercicio

Dados nao
disponiveis

Tempo: 50 min/dia;
S5x/semana

Inclinagdo: ND
Velocidade: 16,7 m/min

Duracdo: 8 semanas

Kawanishi et al., 20128

Camundongos
C57Bl/6 machos

Os camundongos foram alocados em
4 grupos:

1. Dieta padrao

2. Dieta padrao + exercicio

Dieta padrao: 10% de
Kcal de lipidios

HFFrD: 59% de Kcal
de lipidios + 21%

Tempo: 60 min/dia;
S5x/semana

Inclinagdo: ND

Velocidade: 20 m/min
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3. HFFrD (wt/V) de frutose Duragdo: 16 semanas
4. HFFrD + exercicio

Fuetal., 2012% Camundongos Os camundongos consumiram HFD | Dados nao Tempo: 60 min/dia;

C57Bl/6 machos ou dieta padrao por 8 semanas. disponiveis 5x/semana
Posteriormente foram alocados em 4 S
Inclinagdo: ND
grupos:
. ~ Velocidade: 12 m/min
1. Dieta padrao
D ao:

2. Dieta padrao + exercicio uragdo: 6 semanas
3. HFD
4. HFD + exercicio

Liu et al., 2012 Camundongos Os camundongos consumiram HFD | Dieta padrao: ND Tempo: 60 min/dia;

C57Bl/6 machos ou dletfa padrao por 10 semanas. HED: 45% de Keal de 5x/semana
Posteriormente foram alocados em 3 lipidi S
ipidios Inclinagdo: ND
grupos:
. ~ Velocidade: 12 m/min

1. Dieta padrao
> HFD Duracdo: 6 semanas
3. HFD + exercicio

Deldicque et al., 2013%° | Camundongos Os camundongos foram alocados em | Dieta padrao: ND Tempo: 60 min/dia;

C57Bl/6 fémeas

3 grupos:
1. Dieta padrao

2. HFD
3. HFD + exercicio

HFD: 72% de Kcal de
lipidios

5x/semana
Inclinagao: 0%
Velocidade: 12 m/min

Duracao: 6 semanas

Hafstad et al., 2013%°

Camundongos
C57Bl/6 machos

Todos os camundongos consumiram
HFD por 9 semanas. Posterioemente
a dieta foi modificada para PWD e

HFD: 60% of Kcal de
lipidios

PWD: 35% of Kcal
de lipidios

Inclinacdo: 25%
Duracao: 10 semanas

HIT
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os animais alocados em 3 grupos:

1. PWD
2. PWD + exercicio (HIT)
3. PWD + Exercicio (MIT)

Tempo: 10 tiros de 4 min
intercalado com 2 min de
descanso ativo; 5
X/semana

Velocidade: 12 to 23
m/min

MIT

Tempo: 120 min/dia; 5
X/semana

Velocidade: 7,5 to 10
m/min

Kawanishi ez al., 201377 | Camundongos Os camundongos foram alocados em | Dieta padrdo: 10% de | Tempo: 60 min/dia;
C57Bl/6 machos 4 grupos: Kcal de lipidios 5x/semana
1. Dieta padrao HFD: 60% de Kcal de | Inclinagdao: ND
2. Dieta padrao + exercicio lipidios Velocidade: 20 m/min
3. HED Duracdo: 16 semanas
4. HFD + exercicio
Kawanishi et al., 20137 | Camundongos Os camundongos foram alocados em | Dieta padrdo: 10% de | Tempo: 60 min/dia;
C57Bl/6 machos 4 grupos: Kcal de lipidios 5x/semana
1. Dieta padrao HFD: 60% de Kcal de | Inclinagdao: ND
2. Dieta padrao + exercicio lipidios Velocidade: 20 m/min
3. HED Duracdo: 16 semanas
4. HFD + exercicio
Yuan et al., 2013%! Camundongos Os camundongos consumiram HFD | Dieta padrdao: ND Tempo: 60 min/dia;
C57Bl/6 machos ou dieta padrao por 10 semanas. 5x/semana

Posteriormente foram alocados em 3

HFD: 45% de Kcal de
lipidios

Inclinagao: 0%
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grupos:
1. Dieta padrao

2. HFD
3. HFD + exercicio

Velocidade: 12 m/min

Duracao: 7 semanas

Borg et al., 2014 Camundongos Os camundongos consumiram HFD | Dieta padrao: 6% de | Tempo: 70 min/dia;
C57Bl/6 machos ou dieta padrao por 6 semanas. Kcal de lipidios 5x/semana
Posterlf)rmente foram alocados em 4 HFD: 36% de Kcal de | Inclinagio: 5%
grupos: lipidios : . :
. N Velocidade: 18 m/min
1. Dieta padrao
D ao:
2. Dieta padrao + exercicio uragdo: 6 semanas
3. HFD
4. HFD + exercicio
Jordy et al., 20157° Camundongos Os camundongos consumiram HFD | Dieta padrao: 5% de | Tempo: 60 min/dia;
C57Bl/6 machos ou dieta padrao por 4 semanas. Kcal de lipidios 5x/semana
lgfs,lt)e()r;f)rmente foram alocados em 4 HFD: 43% de Kcal de | Inclinagdo: ND
| Di .t dra lipidios Velocidade: ND
- icta padrao (selecionada a partir de
2. Dieta padrdo + exercicio 50% até 80% da
3. HFD velocidade méaxima no
4. HFD + exercicio teste de capacidade de
exercicio)
Duracao: 4 semanas
Wang et al., 20177 Camundongos Os camundongos consumiram HFD | Dieta padrdo: 10% de | Inclinagdo: 25%

endogamicos ICR

ou dieta padrao por 4 semanas.
Posteriormente foram alocados em 4

grupos:

Kcal de lipidios
HFD: 45% de Kcal de

Duracao: 8 semanas

HIT
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1. Dieta padrao

2.HFD + exercicio (ECMI)
3. HFD + exercicio (HIT)

lipidios

Tempo: 10 tiros (85% -
90% do VO, max) de 4
min intercalado com 2 min
de descanso ativo; 5
X/semana

Velocidade: 16 a 26
m/min

MIT

Tempo: (85% - 90% do
VO, max); 5 x/semana
Velocidade: 9 to 13 m/min

Martinez-Huenchullan et
al.,2018'%

Camundongos
C57Bl/6 machos

Os camundongos foram alocados em
6 grupos:

1. Dieta padrao

2. Dieta padrao + exercicio (MIT)
3. Dieta padrao + exercicio (HIT)
4. HFD

5.HFD + exercicio (MIT)

6. HFD + exercicio (HIT)

Dieta padrao: 12% de
Kcal de lipidios

HFD: 45% de Kcal de
lipidios

Inclinacdo: 25%
Duracao: 10 semanas

HIT

Tempo: 8 tiros (90% da
CMC) de 2,5 min
intercalado com 2,5 min
de descanso ativo; 5
x/semana

Velocidade: 22 m/min

MIT

Tempo: 40 minutos (70%
da CMC); 5 x/semana
Velocidade: 17 m/min

CMC: capacidade maxima de corrida; HFD: dieta hiperlipidica; HFFrD: dieta hiperlipidica associada a 4gua com alto teor de fructose; PWD:
dieta ocidental palatavel; HIT: treino intervalado de alta intensidade; MIT: treino continuo de intensidade moderada; ND: ndo descrito no estudo.
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Estudo Animais Intervenc¢ao Dietas Protocolo de exercicio
Lee, et al., 2006 Camundongos Os camundongos foram alocados em | Dieta padrao: 4% de Tempo: 60 min/dia; 7x /semana
C57Bl1/6 machos 3 grupos: Kcal de lipidios Fluxo: 41/min
3 4 . 0
é Eﬁ:el‘[)a padrdo lfillia)i.oz 5% de Kcal de Carga: ND
3. HFD + exercicio Duragdo: 12 semanas
de Farias et al., Camundongos Os camundongos consumiram HFD | Dieta padrao: 3948 Tempo: 2 sessdes de 30 min

2012%7 swiss machos

ou dieta padrao por 4 semanas.
Posteriormente foram alocados em 4

grupos:
1. Dieta padrao
2. Dieta padrao + exercicio

3. HFD
4. HFD + exercicio

Kcal.Kg!
HFD: 5358 Kcal Kg™!

separadas por 5 min de
descanso; 5 x/semana

Fluxo: ND
Carga: 5% da massa corporal

Duracao: 8 semanas

Farias et al., 2012%® | Camundongos

swiss machos

Os camundongos foram alocados em
4 grupos:

1. Dieta padrao

2. Dieta padrao + exercicio
3. HFD

4. HFD + exercicio

Dieta padrao: 3948
Kcal.Kg!

HFD: 5358 Kcal Kg™!

Tempo: 2 sessdes de 30 min
separadas por 5 min de
descanso; 5 x/semana

Fluxo: ND
Carga: ND

Duracao: 12 semanas

Camundongos
swiss machos

Marinho et al.,
2012100

Os camundongos consumiram HFD
ou dieta padrao por 8 semanas.
Posteriormente foram alocados em 3

grupos:
1. Dieta padrao

2. HFD
3. HFD + exercicio

Dieta padrao: 3948
Kcal.Kg!

HFD: 5358 Kcal Kg™!

Tempo: 60 min/dia; 5x /semana
Fluxo: ND
Carga: 5% da massa corporal

Duracao: 8 semanas
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Schultz et al., 2012!%? | Camundongos Os camundongos consumiram HFD | Dieta padrao: 10% de Tempo: 60 min/dia; 5x /semana
C57Bl1/6 machos ou dieta padrdo por 12 semanas. Kcal de lipidios .
: Fluxo: ND
Posteriormente foram alocados em 4 0o
HFD: 60% de Kcal de .
grupos: lipidios Carga: ND
1. Dieta padrao Duracdo: 10 semanas
2. Dieta padrao + exercicio
3. HFD
4. HFD + exercicio
Wasinski et al., Camundongos Os camundongos consumiram HFD | Dieta padrao: 6% de Tempo: 60 min/dia; 5x /semana
2013% C57Bl1/6 machos ou dieta padrao por 16 semanas. Kcal de lipidios .
: Fluxo: ND
Posteriormente foram alocados em 4 . Aco
HFD: 45% de Kcal de C - ND
grupos: lipidios arga:
i 3 D ao0:
1. Dieta padrio Restrigao calorica: 30% uragdo: 6 semanas
2. HFD da HFD
3. Restricao calorica
4. HFD + exercicio
Pauli et al., 2014'°! Camundongos Os camundongos consumiram HFD | Dieta padrao: 3948 Tempo: 60 min/dia; 5x /semana

swiss machos

ou dieta padrao por 8 semanas.
Posteriormente foram alocados em 6
grupos:

1. Dieta padrao

2. HFD

3. HFD + antiMKP-3

4. HFD + MKP-3

5. HFD + exercicio

6. HFD + exercicio + antiMKP-3

Kcal Kg!
HFD: 5358 Kcal. Kg!

Fluxo: ND
Carga: 5% da massa corporal

Duracao: 8 semanas

Suga et al., 20147

Camundongos
C57Bl1/6 machos

Os camundongos consumiram HFD
ou dieta padrao por 8 semanas.
Posteriormente foram alocados em 5

Dados nao disponiveis

Tempo: 90 min/dia; 5x /semana
Fluxo: ND
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grupos:
1. Dieta padrao

2. HFD

3. HFD + exercicio

4. Restrigao calorica

5. Restricao calorica + exercicio

Carga: ND

Duracdo: 4 semanas

Wu et al., 2015'%3

Camundongos
C57Bl1/6 machos

Os camundongos foram alocados em

4 grupos:

1. Dieta padrao

2. Dieta padrao + exercicio
3. HFD

4. HFD + exercicio

Dieta padrdo: 10% de
Kcal de lipidios

HFD: 60% de Kcal de
lipidios

Tempo: 60 min/dia; 5x /semana
Fluxo: ND
Carga: ND

Duracdo: 12 semanas

HFD: dieta hiperlipidica; ND: ndo descrito no estudo; antiMPK-3: tratamento com antisense para mitogen-activated protein kinase phosphatase-3
oligonucleotide; MKP-3: tratamento com sense para mitogen-activated protein kinase phosphatase-3 oligonucleotide.
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Estudo Animais Intervenciao Dietas Protocolo de exercicio
Kizaki et al., 2011%° Camundongos Os camundongos foram Dieta padrao: 10,6% de 24 horas de acesso livre a
C57Bl/6 machos alocados em 3 grupos: Kcal de lipidios rodas de corrida
1. Dieta padrio HFD: 56,7% de Kcal de | ndividuais
2. HFD lipidios Duraciio: 6
3. HFD + exercicio uragao. o sermanas
Lesniewski et al., 2013%° | Camundongos Os camundongos foram Dieta padrao: 17% de 24 horas de acesso livre a

B6D2F1 machos

alocados em 6 grupos:

1. Jovem em dieta padrao
2. Idoso em dieta padrdo
3. Jovem em PWD

4. Idoso em PWD

5.

Jovem em PWD + exercicio
6. Idoso em PWD + exercicio

Kcal de lipidios

PWD: 40% de Kcal de
lipidios e 19% de
sacarose/Kg

rodas de corrida
individuais

Durag¢ao: 10-14 semanas

HFD: dieta hiperlipidica; PWD: dieta ocidental palatavel.
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Protocolos de treinamento com plataforma vibratoria de corpo inteiro

Estudo Animais Intervencao Dietas Protocolo de exercicio
Huang et al., Camundongos Os camundongos consumiram Dieta padrdo: 13,4 % de Tempo: 15min/dia; 5x/semana
2014 C57Bl/6 machos HFD por 4 semanas. Kcal de lipidios Duragdo: 6 semanas
Posteriormente foram alocados HFD: 33,4% de Kcal de Amplitude de vibra¢do: 2mm
em 3 grupos: lipidios
1. HFD LIWBV
2. HFD + exercicio (LIWBV) Frequenc~1a da vibragdo: 5,6 Hz
3. HFD + exercicio (HIWBV) Aceleragdo: 0,13 ¢
HIWBV
Frequéncia da vibragdo: 13 Hz
Aceleragao: 0,68 g

HFD: dieta hiperlipidica; LIWBV: vibragao de baixa intensidade; HIWBV: vibragdo de alta intensidade.
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ANEXO A — Parecer da Comissio de Etica no Uso de Animais

UA

Ufal

4P PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

g ‘ UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS C
K E

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Exercicio fisico e sindrome metabdlica: repercussdes
fisiopatolégicas e participagdo do eixo NOfarginase/equilibrio redox em um modelo murino-
dietético.”, Protocolo n°® 63/2015, sob a responsabilidade de Luiza Anta Rabélo, que envolve a
produgfio, manutengdo e/ou utilizagio de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata
(exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e
com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagio Animal
(CONCEA), ¢ foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de
Alagoas (CEUA/UFAL), em reunidio de 13/11/2015.

Vigéncia do Projeto 01.12.20152a01.12.2018
Espécie/linhagem Camundongo isogénico/ C57BL/6
N° de animais 90
Peso/idade 4 a 6 semanas de idade
Sexo Machos .
] Biotério Central da UFAL/Laboratério :r):ﬁ)emnental
Origem/Local de Manutengéo do Laboratério de Reatividade cardiovascular
(LRC/ICBS — UFAL)

Maceid, 19 de novembro de 2015.

Prof®. D%, Silvana Ayres Martins
Coordenadora CEUA/UFAL

Profa. Dra. Sllvana Ayres Marting
Goordenadora da Comigso de
Etica no uso de Animais
SIAPE 1120858




