UNIVERSIDADE DO EXTREMO SUL CATARINENSE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE

PAULINE SOUZA EFFTING

EFEITOS DO TREINAMENTO RESISTIDO SOBRE A RESISTENCIA A
INSULINA, PARAMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVOS E
INFLAMATORIOS NO MUSCULO ESQUELETICO DE
CAMUNDONGOS COM OBESIDADE INDUZIDA POR DIETA

CRICIUMA
JANEIRO 2019



UNIVERSIDADE DO EXTREMO SUL CATARINENSE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE

PAULINE SOUZA EFFTING

EFEITOS DO TREINAMENTO RESISTIDO SOBRE A RESISTENCIA A
INSULINA, PARAMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVOS E
INFLAMATORIOS NO MUSCULO ESQUELETICO EM
CAMUNDONGOS COM OBESIDADE INDUZIDA POR DIETA

Tese de Doutorado apresentada ao Programa
de Po6s-Graduacdo em Ciéncias da Saude da
Universidade do Extremo Sul Catarinense para
obtencdo do titulo de Doutora em Ciéncias da
Saude.

Orientador: Prof. Dr. Alexandre P. Miiller
Coorientador: Prof. Dr. Rolando B. Ceddia

CRICIUMA
JANEIRO 2019



Dados Internacionais de Catalogacdo na Publicacédo

E27e

Effting, Pauline Souza.

Efeitos do treinamento resistido sobre a
resisténcia a insulina, parédmetros de estresse
oxidativos e inflamatdérios no musculo esquelético
em camundongos com obesidade induzida por dieta /

Pauline Souza Effting. - 2019.
122 p. : il.
Tese (Doutorado) - Universidade do Extremo Sul

Catarinense, Programa de Pdés-Graduacgdo em Ciéncias
da Saude, Criciuma, 2019.

Orientacdo: Alexandre P. Miller.

Coorientacdo: Rolando B. Ceddia.

1. Obesidade. 2. Resisténcia a insulina. 3.
Exercicio resistido. 4. Musculo esquelético. 5.

Estresse oxidativo. 6. Inflamac&o. I. Titulo.

CDD 23. ed. 616.398

Bibliotecdria Eliziane de Lucca Alosilla - CRB 14/1101
Biblioteca Central Prof. Eurico Back - UNESC




UNIVERSIDADE DO EXTREMO SUL CATARINENSE — UNESC
Pr6-Reitoria de Pés-Graduagio, Pesquisa e Extensao
Unidade Académica de Ci€ncias da Satde
Programa de Pos-Graduagiic em Ciéncias da Sande (Mestrado e Doutorado)
Recomendado pela CAPES — Homologado pelo CNE — Portaria N° 1.919 de 03.06.2003

PARECER

Os membros da Banca Examinadora designada pelo Colegiado de Coordenagio do
Programa de Pés-Graduagio em Ciéncias da Saide (Mestrado e Doutorado) reuniram-se para
realizar a arguicdo da Tese de DOUTORADO apresentada pela candidata Pauline Souza
Effting sob o titulo “EFEITOS DO TREINAMENTO RESISTIDO SOBRE A
RESISTENCIA A INSULINA, PARAMETROS DE ESTRESSE E INFLAMATORIOS
NO MUSCULO ESQUELETICO DE CAMUNDONGOS COM OBESIDADE
INDUZIDA POR DIETA”, para obtencio do grau de DOUTORA EM CIENCIAS DA
SAUDE do Curso de Pés-graduacio em Ciéncias da Satide da Universidade do Extremo Sul

Catarinense — UNESC,
Ap6s haver analisado o referido trabalho e arguido a candidata, os membros sao de

parecer pela “APROVACAO” da Tese.

Criciima, SC, 28 de fevereiro de 2019,

(—\({jf‘ﬂe/}/@ /{}VD%/@&

Profa. Dra. VANESSA MORAES DE ANDRADE
Memro Relator — UNESC

DO DE AVILA

Prof. Dr. RICARDO 32

, R o ,,f / ’ , 7
Prof. Df‘ ADAIR ROBERTO SOARES DOS SANTOS
Membro Extemo UESC

s f!if*“
Prof. Dr. ADERB GUIAR JUNIOR
Membrg Ext rn‘ix UFSC / -
= gehds VURA Préf D, Fchpeﬂamzzol
Prof. Dr. Alexandre Pastoris Miiller Prof. Dr. Wlpeoﬁaﬁcﬁlzzol

Orientador Coordenador do PPGCS




FOLHA INFORMATIVA
A tese foi elaborada seguindo o estilo ABNT e ser& apresentada no formata
tradicional, de acordo com a resolugcéo n°01/2015/colegiado de coordenacgao
PPGCS. Os primeiros trés anos deste trabalho foram realizados nas antigas
instalacdes do Laboratério de Fisiologia e Bioquimica do Exercicio (LAFIBE), sob
orientacdo do professor Dr. Ricardo Aurino de Pinho, e finalizado nas novas
instalagBes do Laboratério de Biomedicina Translacional, sob a orientacéo do
professor Dr. Alexandre P. Miller. Ambos os laboratérios pertencentes ao Programa
de Pds-Graduacdo em Ciéncias da Saude da Universidade do Extremo Sul
Catarinense, Criciuma-SC, Brasil. Parte das analises de PCR foram realizadas em
parceria com o Laboratorio de Biologia Gendmica e Molecular do Programa de Pés-
Graduacdo em Biologia Celular e Molecular da Pontificia Universidade Catolica do
Rio Grande do Sul, Porto Alegre-RS, Brasil, sob superviséo do professor Dr.
Mauricio Bogo. As analises de dano em DNA foram realizadas nas antigas
instalacdes do Laboratério de Biologia Celular e Molecular — LABIM, hoje Laboratério
de Biomedicina Translacional Saude da Universidade do Extremo Sul Catarinense,
Criciima-SC, sob supervisdo da professora Dra. Vanessa Moraes de Andrade. Ja as
imagens das analises histoldgicas foram realizadas no Laboratério de Bioquimica do
Exercicio em Saude (BioEx), da Pontificia Universidade Catdlica do Parana, sob
supervisao do professor Dr. Ricardo A. Pinho, e analisadas pela Dra. Renata T. Nesi.
O treinamento de algumas técnicas laboratoriais, e alguns resultados apresentados
na discussédo desta tese, foram realizados durante o periodo sanduiche deste
doutorado sob a orientagdo do professor Dr. Rolando B. Ceddia no Muscle Health
Research Center, School of Kinesiology and Health Science na York University,
Toronto-ON, Canada.



Dedico este trabalho as trés pessoas que me deram apoio incondicional e tornaram
esta conquista possivel. Meu marido Rodrigo Becker Stange, minha mae Maria

Rosinete Souza Effting, e meu pai Bernardo Effting.



AGRADECIMENTOS

Comeco agradecendo minha familia. Foi o apoio por dado por eles que
tornaram esta conquista ser possivel. Meus pais, Bernardo e Rosi, que me deram o
suporte financeiro e o apoio incondicional para realizacdo deste doutorado. Agradeco
também a meus trés irmaos, Guinther, Bernardo e Rafael, que entenderam minha
auséncia ao longo desse processo. Em especial, eu agrade¢co meu marido, Rodrigo.
Este foi de extrema importancia durante todas as etapas, mas principalmente durante
o periodo sanduiche no Canada. Ele aceitou deixar de lado tudo na sua vida e me
acompanhar em quase um ano de estudos em outro pais, sem ao menos conhecer o
inglés. Sua presencga |4 fez com que a soliddo e a distancia de casa fossem
suportaveis, como também me deu suporte para que eu conseguisse dar foco nos
estudos e nos experimentos do laboratério, sem me preocupar com mais nada.
Também agradeco seu apoio em todos 0s momentos que me ausentei de casa e de
seu convivio para passar horas extras, finais de semana e feriados no laboratorio ou
em frente ao computador.

Ainda sobre o periodo sanduiche do meu doutorado, agradeco a oportunidade
deste ao meu orientador a época, professor Dr. Ricardo A. Pinho, que me ofereceu a
bolsa, e ao professor Dr. Rolando B. Ceddia, que me aceitou em seu laboratério na
York University. Durante este periodo tive uma experiéncia Unica sobre fazer ciéncia
em outro pais, como também foi a primeira vez que fui bolsista e pude me dedicar
exclusivamente ao laboratério. Um dos meus maiores agradecimentos deste
doutorado é para minha former labmate, e hoje querida amiga, mesmo que a distancia,
Diane M. Sepa-Kishi. Ela que me ensinou muito do que sei sobre trabalhos de
bancada. Devido a sua dedicacdo em ensinar, juntamente com professor Ceddia,
voltei para o Brasil e para meu laboratério com conhecimentos que me tornaram
referéncia em varias técnicas. “Lab 225A - Happiness is a successful Western —
Ceddia proverb”.

Ao professor Dr. Ricardo A. Pinho, chega a ser dificil colocar em palavras a
imensa gratiddo que sinto por todos esses anos de trabalho, e por tudo que aprendi
com ele. Nao foram somente ensinamentos técnicos. O que aprendi com esse
professor amigo foram ensinamentos que vou levar para a vida. Comecei a trabalhar
com ele em 2009, em meu mestrado, e até hoje, mesmo que intercorréncias

indesejadas nos tenham colocada em laboratorios diferentes, ele ainda me auxilia em



qgualquer questado necessaria para este trabalho. Quero te agradecer Ricardo pois teus
ensinamentos ajudaram a me tornar a pesquisadora que sou hoje, e sei que estou
muito bem preparada para o mercado de trabalho, independente da area de atuacéo.
Agradeco também a tua familia: tua esposa Alessandra, ao Vini e ao Rafa, que sempre
me receberam e me trataram com muito carinho. Serei eternamente grata a vocé e
espero que nossa amizade perdure além de qualquer trabalho.

Agradeco ao LAFIBE — Laboratério de Fisiologia e Bioquimica do Exercicio.
Minha casa por muitos anos. Foram tantas historias, tantas pessoas, que fica
impossivel citar nomes aqui. Por isso agradeco a todos que fizeram parte da minha
histéria neste laboratorio que ficara eternamente em nossa memaoria € em Nnosso
coragao.

Agradeco também ao professor Dr. Alexandre P. Muller. Obrigada por aceitar
minha orientacdo e o meu trabalho, ja praticamente pronto, no ultimo ano. Foi um
momento muito dificil, de muitas mudancas, muitos problemas, muitos desencontros.
Agradeco imensamente por tua paciéncia e tua compreensdo nos momentos que
passei por essas dificuldades, e por teu esforco pessoal em querer ajudar em um
trabalho que vocé teve que assumir de ultima hora.

Com isso, também agradeco a todos do Laboratério de Biomedicina
Translacional: tanto aos alunos do grupo do professor Alexandre, como a professora
Dra. Vanessa Moraes de Andrade e seus alunos. N&o vou aqui citar nomes porque
cada pessoa que convivi neste Ultimo ano, neste laboratério, ajudou de certa forma
neste trabalho, ou no convivio do dia a dia.

Outra pessoa que merece um agradecimento especial é a Dra. Renata T.
Nesi, ou simplesmente a Ré. Por esta tese ser parte de um grande projeto do LAFIBE,
a Renata, na condicdo de post-doc, fez parte da coordenacéo da parte experimental
de inducédo da obesidade, treinamento, eutanasia e primeiras analises de bancada. E
no final, foi de suma importancia nas analises histolégicas dos resultados desta tese.
Fora todos os telefonemas, choros, Skypes, jantas e vinhos para reclamar do
doutorado, ou do cansaco, ou de algo que nunca funcionava, ou em periodos onde
me sentia uma fraude cientifica. Obrigada pela cooperacdo no trabalho, e por tua
amizade.

Agradeco também algumas amigas que este doutorado me trouxe: Barbara,
Helen, Adri e Marina. A Barbara e a Helen ja sdo amizades de LAFIBE, e a Adri e a

Marina foram gurias que passei a conviver mais este ano. Vocés foram de extrema



importancia. Obrigada pelas risadas, pelas conversas, e pelo ombro amigo nas horas
de cansaco e desalento. Consigo escutar até hoje as palavras “calma, vai dar tudo
certo” na voz da Adri e da Marina, a Barbara me acompanhando nas revoltas, e a
Helen me acompanhando nos desesperos. Muito obrigada gurias.

Em relacbes a outras cooperacdes técnicas, faco um agradecimento especial
ao professor Dr. Mauricio Bogo e as colegas Dra. Talita Pereira e Dra. Luiza Kirst,
pds-doutorandas do Laboratorio de Biologia Genémica e Molecular da PUC-RS pela
cooperacao e andlises de PCR de ultima hora, e a professora Vanessa Moraes de
Andrade e sua alunas pelas avaliacbes de dano em DNA.

Agradeco a Coordenacéao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES), através do Programa Ciéncias Sem Fronteiras na modalidade Pesquisador
Visitante Especial, pela bolsa sanduiche e pelo apoio financeiro deste trabalho.

Por fim agradeco a todos que fizeram parte deste trabalho, e a Deus, pelo

dom da vida, da sabedoria, da resiliéncia e da gratidao.



“A corpuléncia nao é apenas uma enfermidade em si, mas o prenuncio de outras. A
morte subita € mais comum naqueles que séo naturalmente gordos do que nos

magros’
Hipocrates (460 a.C.-370 a.C.)



RESUMO

A obesidade € um dos problemas de saude publica mais emergentes da atualidade.
E uma condicdo complexa, com sérias dimensées sociais e psicologicas que afeta
praticamente todos 0s grupos etarios e socioeconémicos. Sao emergentes 0s estudos
demonstrando o papel do exercicio aerébico na obesidade e nas suas comorbidades.
Em contraste, poucas informagfes estdo disponiveis em torno do exercicio fisico
resistido, e em particular, que detalhem com clareza os efeitos bioquimicos e
moleculares no muasculo esquelético. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi
avaliar os efeitos do treinamento resistido, associado ao consumo de dieta
hiperlipidica, sobre a resisténcia a insulina, parametros de estresse oxidativo e
inflamatorios no masculo esquelético em camundongos com obesidade induzida por
dieta. Vinte e dois camundongos Swiss machos foram inicialmente divididos em grupo
DP (dieta padrdo) e DIO (obesidade induzida por dieta) e alimentados por 17
semanas. A dieta hiperlipidica possuia 59% das calorias provenientes de lipideos
(5,3kcal/g). Apos verificada a instalacdo do quadro de obesidade associado a
resisténcia a insulina no grupo DIO, os animais dos prévios grupos DP e DIO foram
novamente randomizados em treino resistido (R) e nao treinado (N): DP-N (n=4),
DP+R (n=6), DIO-N (n=6) e DIO+R (n=6). O treinamento resistido foi realizado
concomitante ao protocolo de inducéo de obesidade, em aparato de escalada, durante
oito semanas, com incremento de carga (20-75% do peso corporal acoplado a cauda
do animal) e volume (inicio: 5 séries de 5 repeticdes; final: 10 séries de 5 repeticdes).
Os resultados demonstraram que a composi¢cdo da dieta hiperlipidica ofertada aos
animais deste estudo foi eficaz em instalar o quadro de obesidade (aumento de peso
de 47% entre o inicio e o final do estudo, grupo DIO) associado a resisténcia a insulina
(prejuizo significativo na taxa de decaimento da glicose — p<0,01 — quando comparado
ao DP de mesma idade). O exercicio resistido foi eficaz no controle do ganho de peso
e no acumulo de gordura dos animais obesos treinados. Foi também eficaz em
diminuir a hipertrofia do adipdcito (p<0,01) no tecido adiposo branco. Sua eficacia
também foi presente na melhora do quadro de resisténcia a insulina, com melhora do
quadro de hiperglicemia de jejum (p<0,001), da taxa de decaimento da glicose (KTTI
— p<0,05), aumento da fosforilacdo da Akt Ser*’® (p<0,05) e da AMPK Thr'"2 (p<0,001)
no musculo esquelético quando comparado ao grupo DIO. Neste tecido, o exercicio
também foi capaz de equilibrar o balanco redox, restabelecendo a atividade das
enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT). Também
reverteu o aumento de TNF-a e IL1B quando comparado aos animais obesos nao
treinados. Desta forma, o exercicio resistido, além dos beneficios ja conhecidos, pode
ser um grande aliado no processo de saude relacionado a abordagem terapéutico da
obesidade, principalmente na melhora da sensibilidade & insulina e da captacdo da
glicose, processos relacionados a resisténcia a insulina, uma das principais
comorbidades vinculando a obesidade e a DMT2.

Palavras-chave: Obesidade; Resisténcia a Insulina; Exercicio Resistido; Musculo
Esquelético; Estresse Oxidativo; Inflamagéao.



ABSTRACT

Obesity is one of the most emerging public health problems of nowadays. It is a
complex condition, with serious social and psychological dimensions that affects
practically all the socioeconomic and age groups. Studies showing the role of aerobic
exercise in obesity and in its comorbidities are emerging. In contrast, little information
is available around resistance exercise, and in particular, details about the biochemical
and molecular effects on skeletal muscle. The aim of this study was to assess the
effects of resistance training, associated to the consumption of high fat diet, on insulin
resistance, oxidative stress and inflammatory parameters in skeletal muscle in mice
with diet-induced obesity. Twenty-two male Swiss mice were initially divided into SD
(dietary standard diet) and DIO (diet-induced obesity) groups and fed for 17 weeks.
The high-fat diet had 59% of the calories from lipids (5.3kcal/g). After the onset of
obesity associated with insulin resistance in the DIO group, the animals of the previous
groups SD and DIO were again randomized in resistance training (R) and untrained
(N): SD-N (n=4), SD+R (n=6), DIO-N (n=6) e DIO+R (n=6). Resistance training was
performed concomitantly with high-fat diet, in a climbing apparatus for eight weeks,
with an increase in load (20-75% of the body weight coupled to the tail of the animal)
and volume (initial protocol: 5 sets of 5 repetitions; final protocol: 10 series of 5
repetitions). Diet-induced obesity with high-fat diet was effective in establishing obesity
(weight gain of 47% between the beginning and the end of the study, DIO group)
associated with insulin resistance (significant impairment in glucose decay rate - p
<0.01 - when compared to SD same age group). Resistance exercise was effective in
controlling weight gain and fat accumulation in trained obese animals. It was also
effective in decreasing adipocyte hypertrophy (p <0.01) in white adipose tissue.
Resistance exercise was also effective in improving insulin resistance, with
improvement in fasting hyperglycemia (p <0.001), glucose decay rate (kITT - p <0.05),
increased phosphorylation of Akt Ser*”® (p <0.05) and AMPK Thr’? (p <0.001) in
skeletal muscle, when compared to DIO group. In the same tissue, exercise was also
able balance the redox environment, restoring the activity of antioxidant superoxide
dismutase (SOD) and catalase (CAT) enzymes. Exercise also revert the increased
TNF-a and IL1p levels, when compared to obese sedentary animals. Thus, resistance
exercise, in addition to the benefits already known, can be a great ally in the health
process related to the therapeutic approach of obesity, mainly in the improvement of
insulin sensitivity and glucose uptake, processes related to insulin resistance, of the
main comorbidities linking obesity and T2DM.

Key-words: Obesity; Insulin Resistance; Resistance Exercise; Skeletal Muscle;
Oxidative stress; Inflammation.
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1 INTRODUCAO

1.1 OBESIDADE E SOBREPESO

1.1.1 Dados histoéricos

Dados retirados do PubMed revelam que a palavra “Obesity” aparece citada
pela primeira vez em um relatério de autdpsia de um caso descrito como “extrema
obesidade”, datado do ano de 1877. O médico do relato (Oliver, 1880) descreve um
paciente extremamente grande, de 50 anos de idade, pesando aproximadamente
200kg. De acordo com relatos de parentes, o individuo consumia enormes
quantidades de comida e nos ultimos meses antes da morte, ndo conseguia mais se
locomover. O relatorio descreve que durante a autopsia o médico encontrou grandes
quantidades de gordura, principalmente abdominal subcutanea e intra-abdominal,
uma camada muito fina do musculo reto abdominal, aciimulo importante de gordura
também ao redor dos rins e do coracao, e faléncia de multiplos 6rgdos com aparente
alteracéo do figado.

Outro relato no periédico The Hospital London, com data de 1891, traz a
obesidade como um acumulo de gordura nos tecidos subcutaneos e ao redor dos
orgaos internos e, além de ser inconveniente, € um processo de doenga (“Obesity: Its
Causes and Treatment”, 1891). O artigo diz que homens e mulheres que ganham peso
nao deveriam receber congratulacbes pois, obviamente, eles ndo conseguem ter
controle sobre o que comem. Os autores também citam que a atividade mental
diminuida é tanto fator de causa como de consequéncia para a obesidade. Relatam
que outro fator que leva a doenca € o consumo de alcool e a falta de atividade fisica.
Sobre esta, destacam que pessoas pregui¢cosas tenham tendéncia a se movimentar
menos e ganhar peso.

Como doenca, a definicdo de obesidade, suas complicacbes e seu impacto
na saude comecgaram a ser registradas no século XVIII, e somente em meados do
século XIX foi reconhecida como disturbio de satude. Apos os avangos tecnolégicos
do século XVIII, também conhecido como a segunda revolucdo da agricultura, seguido
do crescimento econémico que emergiu no pos-segunda guerra mundial no século
XX, as consequéncias comecaram a aparecer: o crescente aumento da oferta de

alimentos acompanhado de avancos tecnolégicos que desencadearam em reducéo
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da atividade fisica diaria. Com isso, ocorreu o surgimento do excesso de peso e a
obesidade — facil acesso a uma quantidade interminavel de comida, com o0 minimo de

energia gasta para obté-la (Eknoyan, 2006).

1.1.2 Definic&o e dados epidemioldgicos

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) define a obesidade e sobrepeso
como um acumulo anormal ou excessivo de gordura que apresenta riscos a saude e
que pode levar a efeitos metabdlicos adversos sobre a pressao arterial, alterar
colesterol, triglicerideos e levar a resisténcia a insulina. Estes riscos aumentam
significantemente com o aumento do indice de Massa Corporal (IMC). O sobrepeso e
a obesidade também estéo relacionados ao aumento da taxa de mortalidade (WHO,
2019).

O IMC é uma medida populacional que classifica niveis de sobrepeso e
obesidade e é obtido a partir do peso de uma pessoa (em quilogramas) dividido pelo
quadrado da sua altura (em metros (IMC=peso/altura?) (WHO, 2019). O grau de

obesidade pode ser definido de acordo com a Tabela 1.

Tabela 1: Classificac&o internacional de obesidade segundo o indice de Massa Corporal
(IMC) e riscos de doencas

IMC (Kg/m?) Classifica¢éo Obesidade grau/classe Risco de doenca
<18,5 Magro ou baixo peso 0 Normal ou elevado
18,5-249 Normal ou eutréfico 0 Normal
25-25,9 Sobrepeso ou pré-obeso 0 Pouco elevado
30-34,9 Obesidade I Elevado
35-39,9 Obesidade I Muito elevado
240 Obesidade grave Il Muitissimo elevado

Fonte: World Health Organization (WHO, 2019).

Porém, a Associacao Brasileira para o Estudo da Obesidade e da Sindrome
Metabdlica (ABESO) sugerem haver diferencas na composi¢cdo corporal em funcéo
do sexo, idade, etnia, no célculo em individuos sedentarios quando comparados com
atletas, ou em individuos idosos ou edemaciados, e que por isso, o IMC néo reflete a
distribuicao real de gordura corporal. Também afirma que a medida de distribuicdo de

gordura é importante na avaliacdo do sobrepeso e da obesidade porque a gordura
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visceral € um fator de risco potencial para a doenca, independente da gordura corporal
total. Portanto, o ideal é que o IMC seja usado em conjunto com outros métodos de
determinacao de gordura corporal (ABESO, 2016).

Considerada uma epidemia global, a obesidade € um dos problemas de saude
publica mais emergentes da atualidade. A OMS, em seu repositorio de dados do
Global Health Observatory apresenta relatorios com abrangéncia de 1975 a 2016
(dados atualizados em setembro 2017), e relata que 39% dos homens e 39% das
mulheres com mais de 18 anos estdo com sobrepeso (IMC 225 kg/m?), e que 11%
dos homens e 15% das mulheres sdo consideradas obesas (IMC 230 kg/m?). Assim,
quase 2 bilhdes de adultos em todo o mundo estdo com sobrepeso e, destes, mais de
meio bilhdo sdo obesos. A projecdo para 2025 € que cerca de 2,5 bilhdes de adultos
estejam com sobrepeso, e mais de 700 milhdes, obesos (WHO, 2019). Na Tabela 2
encontram-se os valores de prevaléncia de sobrepeso e obesidade da populacéo
brasileira nos anos de 1975, 2000 e 2016 para ambos 0s sexos, e para homens e
mulheres separadamente. Avaliando a regiao sul do Brasil (Parand, Santa Catarina e
Rio Grande do Sul), 35,9% das criancas entre 5 e 9 anos, 24,6% dos adolescentes
entre 10 e 19 anos, e 56,08% dos adultos acima de 19 anos ja apresentam sobrepeso
(ABESO, 2019). E a regido do pais com a maior prevaléncia de sobrepeso entre

adolescentes e adultos.

Tabela 2: Prevaléncia de sobrepeso e obesidade entre adultos (+18 anos) no Brasil
Sobrepeso (IMC 225)

Ano Ambos 0S sexos Homens Mulheres
1975 27,5% (22.1-33.4) 24,6% (17.0-33.1) 30,2% (22.7-38.6)
2000 46% (43.1-49.0) 44,8% (40.4-49.1) 47% (43.0-50.9)
2016 46,5% (52.3-60.7) 57,6% (51.5-63.5) 55,4% (49.6-61.4)

Obesidade (IMC 230)

Ano Ambos 0s sexos Homens Mulheres
1975 5,2% (3.3-7.9) 3% (1.4-5.7) 7,3% (4.0-12.0)
2000 14,5% (12.6-16.6) 11% (8.5-13.6) 17,8% (14.9-20.9)
2016 22,1% (18.7-25.7) 18,5% (14.1-23.5) 25,4% (20.4-30.7)

Fonte: Global Health Observatory data repository. Ultima atualizacdo — setembro/2017.
(WHO, 2019).
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A causas da obesidade sdo multifatoriais e podem incluir causas médicas
como fatores genéticos, uso de medicamentos e alteracbes metabodlicas; como
também influéncias socioeconémicas como o facil acesso a alimentos altamente
caldricos, rotinas diarias, rotinas de trabalho e atividades de lazer com minimas
necessidades de atividade fisica. Este € um consenso em varias agéncias de saude
ao redor do mundo (NHS, 2016; CDC, 2019; Mistério da Saude, 2019).

O sobrepeso e a obesidade também se apresentam como fatores de riscos
importante para comorbidades relacionadas ao estilo de vida como doencas
cardiovasculares, Diabetes Melitus Tipo Il (DMT2), resisténcia a insulina, sindrome
metabdlica, e varios tipos de cancer (Fernandez-Sanchez et al., 2011). A presenca
dessas complicacdes crbnicas € a principal causa do alto indice de mortalidade e
incapacidade da populacdo com diabetes. Recentemente foi publicado na revista
Lancet uma avaliacdo da Comissdo Sobre Dietas Saudaveis a partir de Sistemas
Alimentares Sustentaveis que traz que, além do consumo excessivo de alimentos, a
obesidade e suas comorbidades associadas também estdo diretamente relacionadas
ao consumo de alimentos de baixa qualidade que levam a deficiéncia de
micronutrientes, e contribuem substancialmente para o quadro. Ainda, sugerem que
dietas ndo saudaveis representam um risco ainda mais elevado de morbidade e
mortalidade do que os riscos de sexo ndo seguro, uso de alcool, tabaco e drogas

guando associados (Willett et al., 2019).

1.2 OBESIDADE E SUA RELACAO COM A DIABETES MELITUS TIPO 2 E A
RESISTENCIA A INSULINA

A epidemia de obesidade associada ao diabetes constitui um problema de
saude publica mundial. De acordo com a OMS, o numero de adultos vivendo com
diabetes quase que quadruplicou desde 1980. Com dados atualizados em 2014, a
organizacéao contabiliza 422 milhdes de adultos com a doenca. Esse drastico aumento
€, em grande parte, devido ao aumento da DMT2 e sua relagdo causal com o
sobrepeso e a obesidade. No relatério global sobre a diabetes, mais uma vez é
chamada a atenc¢ao para o sobrepeso e a obesidade como principais fatores de risco
para o desenvolvimento de DMT2 (WHO, 2016). Estima-se que cerca de 90% do
DMT2 seja atribuivel ao excesso de peso (Hossain et al., 2007).
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A literatura traz o termo “diabesidade” (do inglés diabesity) que expressa a
estreita relacdo entre as patologias, detalhando que em ambas os distarbios
metabdlicos sdo caracterizados por defeitos na acdo da insulina (Servan,
2013; Leitner et al., 2017; Pappachan e Viswanath, 2017; Verma e Hussain, 2017).
A relacéo direta da obesidade com a DMT2 se da através de um complexo processo
metabdlico caracterizado por alteracdo da homeostase da captacdo de glicose
(Mukherjee et al., 2013). Dois fatores sdo reconhecidos como o0s principais
componentes: a resisténcia a insulina e a deficiéncia de insulina. A hiperglicemia
cronica, devido a fenbmenos de glicotoxicidade, prejudica a sensibilidade da insulina,
engquanto a hiperinsulinemia prolongada inibe tanto a secre¢édo de insulina, como a
acdo da mesma (Felber e Golay, 2002).

A resisténcia a insulina é uma doenca metabdlica que se caracteriza em um
nivel normal ou elevado de insulina onde uma resposta biolégica € reduzida na
presenca do horménio (Cefalu, 2001). Sua relacdo com a diabetes esta delineada em
estagios, caracterizados por variagdes dos parametros metabdlicos e alteracdo da
fungdo das células B-pancredticas, responsaveis pela producdo e liberacdo de
insulina. Weir e Bonner-Weir (2004) relatam que no inicio da doenca a glicemia de
jejum pode sofrer alteracdes que nao sao clinicamente reconhecidos como anormais
(de 80 mg/dL para 89 mg/dL, por exemplo), porém podem ser prejudiciais se mantidos
por longos periodos de tempo (estagio 0). Pacientes podem permanecer anos sem
apresentar alteracdes clinicas até desenvolver a diabetes. Os autores também trazem
a progressao da doenca classificada em mais 5 estagios (Weir e Bonner-Weir, 2004):

- Estagio 1 (compensacao): a secrecdo de insulina aumenta para compensar
a hiperglicemia, e manter os niveis de glicose sanguinea normais;

- Estagio 2 (adaptacéo estavel - estagio pré-diabético): ndo é possivel definir
precisamente a faixa de valores de glicose, mas é o estagio onde a glicemia pode
variar para aproximadamente 89-130 mg/dL. Neste estagio, as células B-pancreaticas
ndo podem mais ser classificadas como em periodo de compensacao, pois
notoriamente ndo estdo mais produzindo insulina suficiente para manter os niveis de
glicose dentro de valores normais;

- Estagio 3 (descompensacdo precoce — estagio limitrofe): a glicose
sanguinea sobe rapidamente dos valores de 130 mg-dL para atingir o estagio 4,

- Estagio 4 (descompensacdo estavel): com valores elevados (258-350

mg/dL). Inicia entdo um processo de descompensacao das células B-pancreéticas,
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onde elas ndo conseguem mais produzir insulina suficiente para baixar os valores
glicémicos, e ocorre a instalagcdo do quadro de diabetes. Essa falha possivelmente
ocorre devido a declinio critico da massa das células B-pancreéaticas (~50%), e
aumento da resisténcia a insulina. Este estagio pode durar uma vida toda para a
maioria dos individuos;

- Estagio 5 (descompensacéo severa): € conhecido como o ultimo estagio da
diabetes e € marcado por perda severa das células -pancreaticas, importante perda
de peso, cetose, e dependéncia de insulina para sobrevivéncia. Mais comum em
pacientes com diabetes tipo 1, e raro, porém possivel, em pacientes com DMT2.

Os efeitos da insulina variam de acordo com a funcéao fisioldgica de cada
tecido e 6rgdo, e de acordo com suas dependéncias de insulina em seus processos
metabolicos (Cherrington et al., 2007; Benito, 2011; Nelson e Cox, 2014). O sistema
de homeostase da glicose é alcancado por meio de funcbes coordenadas de varios
orgaos e sistemas, incluindo o masculo esquelético, o figado, o pancreas enddcrino,
o tecido adiposo, e alguns neurdnios especificos do hipotdlamo. O figado contribui
com a regulacao primaria da glicose com a producéo hepatica. O tecido adiposo € um
dos tecidos que utiliza a glicose de forma insulino-dependente e atua como um érgéo
enddcrino liberando adipocinas. As células pancreaticas -a e -B sdo os locais da
sintese e secrecao da insulina e do glucagon, respectivamente. O hipotadlamo atua na

neuroregulacdo desse 6rgdos (Nelson e Cox, 2014).

1.2.1 Aspectos moleculares da sinalizacdo da insulina no tecido muscular

esquelético

Como ja mencionado, os tecidos definidos como dependentes de insulina,
baseado no transporte intracelular de glicose, sao principalmente o tecido adiposo e
o tecido muscular (Boucher et al., 2014). O musculo esquelético € um tecido com alto
consumo e capacidade de armazenamento de energia. A insulina sinaliza para o
musculo esquelético que a glicose sanguinea é abundante. Consequentemente, a
cascata de sinalizacdo de insulina dos miocitos é especializada em promover a
captacdo de glicose e a sintese de glicogénio (Petersen e Shulman, 2018). A insulina
aumenta a captacédo de glicose nas células musculares estimulando a translocacéo
da vesicula chamada Transportador de Glicose 4 (GLUT4). Até 75% da captacao de

glicose dependente de insulina ocorre no tecido muscular esquelético, enquanto o
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tecido adiposo contabiliza este consumo somente com uma pequena fracédo (Klip e
Paquet, 1990). Para melhor compreensdo da resisténcia a insulina € necessario
compreender como ocorre a transducgédo do sinal insulinico.

A acdo do hormonio inicia com sua ligagcdo ao receptor de membrana
chamado Receptor de Insulina (INSR). Esses receptores séo proteinas
heterotetraméricas constituidas por duas subunidades alfa (a) e duas subunidades
beta (B) (Patti e Kahn, 1999). A ligacdo da insulina com os receptores-a induz
alteracdes conformacionais nas subunidades-f3 e libera a cis-autoinibicdo na alca de
ativacdo da quinase, e permite a trans-autofosforilacdo dos residuos de tirosina
Tyrl162, Tyrl158, e Tyrl163, nesta ordem, permitindo o recrutamento e fosforilacéo
de substratos (Petersen e Shulman, 2018). Os substratos sdo membros da familia de
proteinas do Substrato do Receptor de Insulina (IRS), simplesmente denominadas
IRS-1 a IRS-6, que atuam como arcaboucos para organizar e mediar complexos de
sinalizacdo. A fosforilacdo das proteinas IRS’s cria sitios de ligacdo para outra
proteina citosoélica, denominada Fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K), promovendo seu
recrutamento e ativacdo. Essa acdo depende da ligacdo de dois dominios SH2 da
PI3K com as subunidades regulatérias das proteinas IRS. Isso resulta na ativacdo da
subunidade catalitica que fosforila rapidamente o Fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato
(PIP2) para gerar o segundo mensageiro lipidico Fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfato
(PIP3). Este ultimo recruta a Proteina Quinase B (Akt/PKB) para a membrana
plasmatica, onde é ativada por fosforilagdo e induz sinalizacdo downstream do sinal
insulinico (Saltiel e Kahn, 2001; Boucher et al., 2014). Além disso, a PI3K possui
atividade serina quinase, e ambas as subunidades catalitica e regulatdria da enzima
podem interagir com a sinalizacdo de outras proteinas. Alguns estudos demonstram
que essa proteina pode ser importante para a acdo da insulina independentemente
da geracdo da PIP3 (Kessler et al., 2001). Por isso, a PI3K constitui um ponto de
bifurcacdo da sinalizacdo da insulina, ativando duas cascatas separadas tipificadas
pela ativagdo da serina/treonina quinase Akt, e da familia Rho-family small GTPase
Racl, que em paralelo promovem a translocacédo GLUT4 (Figura 1).
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Figura 1: Bifurcagcdo da sinalizacdo da insulina (INS) levando a translocacdo do GLUT4. A
sinalizacdo downstream do fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) na cascata de sinalizag&o da insulina com
bifurcacdo de informacbes segregadas em dois bracos independentes tipificados pela ativacdo da
proteina quinase B (Akt) e do substrato da toxina botulinica C3 relacionado a Ras 1 (Rac), ambos
levando a translocacdo do GLUT4 para a membrana. A Rac estimula o ciclo continuo da actina marcado
por ramificacbes de actina e despolimerizacdo de filamentos, controlado por Arp2/3 e cofilina,
respectivamente. As estruturas de actina dindmicas induzidas por insulina servem para ligar e
concentrar as vesiculas de GLUT4 nas proximidades da membrana plasmatica. As imagens de
fluorescéncia mostram as vesiculas de GLUT4 coradas em vermelho e a membrana plasmatica corada
em verde, ambas em mioblastos L6GLUT4myc arredondados. A presenca do GLUT4 na membrana
plasmatica esta corada em amarelo. IRS-1 — substrato do receptor de insulina 1. Figura adaptada de
Klip et al. (2014).

Ja a Proteina Quinase B (PKB), também conhecida como Akt, é uma proteina
quinase especifica de serina e treonina que tem um papel importante em mdultiplas
funcdes celulares como crescimento, sobrevivéncia e proliferacao celular, e dentre
elas, o metabolismo da glicose. Trés isoformas homologas ja foram identificadas:
Akt1/PKBa, Akt2/PKB, e Akt3/PKBY (Mackenzie e Elliott, 2014). Em um estudo sobre
a sinalizacéo especifica de cada isoformas da Akt durante a exposi¢do a insulina, a
Akt foi ativada pela fosforilagdo downstream da PI3K nos residuos de Thr308/9 e
Ser473/4 (Aktl e Akt2, respectivamente). A isoforma Akt2 também apresentou um
acumulo na membrana duas vezes superior a isoforma Aktl. Em avaliacdo da
correlacao das isoformas com a habilidade de translocar o GLUT4 para a membrana,
somente a presenca da Akt2 membrana foi capaz de efetivamente induzir a captacéo
de glicose por translocacdo do GLUT4 (Gonzalez e McGraw, 2009). No tecido
muscular esquelético, ambas Aktl e Akt2 estdo presentes, mas a Akt2 parece ser

mais importante para o metabolismo da glicose dependente de insulina. A alteracdo
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do RNA da Akt2 em cultura primaria de miotubos humanos anulou a captacdo de
glicose e a sintese de glicogénio estimuladas por insulina, enquanto o silenciamento
da Aktl ndo teve efeitos sobre esses parametros (Bouzakri et al., 2006). A Akt € capaz
de fosforilar o Substrato de Akt 160 kDa (AS160), também conhecido como TBC1D4.
A fosforilacao pela Akt inativa a AS160, facilitando a translocacédo do GLUT4 para a
membrana plasmatica, aumentando assim a atividade de transporte de glicose. Em
geral, a fosforilagdo deste substrato pode ser tida como a “liberagdo dos freios” da
translocacdo do GLUT4 para a membrana da célula, e subsequente captacdo de
glicose (Petersen e Shulman, 2018). A Akt também tem participacdo na via de sintese
de glicogénio estimulando a inativacéo da Glicogénio Sintase Quinase (GSK3) atraves
da fosforilagdo de residuos de serina (Ser21 na GSK3a e Ser9 na GSK3pB). Este
processo leva a desfosforilagdo da Glicogénio Sintase e ativacdo da via da
glicogénese no tecido muscular (Jope et al., 2007; Hermida et al., 2017). Todos os
processos descritos acima se encontram sumarizados na Figura 2.

Por outro lado, a via de sinalizacdo da insulina pode ser regulada
negativamente através da Proteina Tirosina Fosfatase (PTB1B) e da Fosfatase
Homoéloga a Tensina (PTEN). A proteina PTP1B, uma fosfatase, pode desfosforilar os
residuos de fosfotirosina das subunidades-p do INSR assim como das proteinas IRS.
J4 PTEN regula negativamente os niveis intracelulares de PIP3. Outro ponto de
regulacdo negativa € a fosforilagdo em residuo de serinas dos IRS’s, principalmente
0 IRS1. Algumas das proteinas quinases envolvidas nesse processo sdo as Quinase
regulada por sinal extracelular (ERK), a S6 quinase (S6K), as c-Jun quinases terminais
N (JNK). Estas podem ser ativadas pelo préprio sinal insulinico e atuar como feedback

negativa da via (Hirosumi et al., 2002; Taniguchi et al., 2006).
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Figura 2: Cascata de sinalizacdo da insulina no tecido muscular esquelético. A ativagdo do
receptor de insulina (INSR) tem duas fun¢des metabdlicas principais nos miécitos esqueléticos:
captacao de glicose e estocagem de glicogénio. A captacao de glicose estimulada por insulina ocorre
através da translocacao de vesiculas de estoque contendo GLUT4 (GVS) até a membrana plasmatica.
O resultante aumento da producdo de glicose-6-fosfato, juntamente com uma desfosforilagédo
coordenada de proteinas do metabolismo do glicogénio, permite a sintese de glicogénio. Os circulos e
as flechas verdes representam estes eventos; os circulos e as flechas vermelhas representam os
fatores inibitdrios do mesmo. Figura adaptada de Petersen e Shulman (2018).

A via da ERK/INK também pode ser ativada pelo processo inflamatorio e inibir
a via de sinalizacdo de insulina. Isso ocorre através do Fator de Necrose Tumoral a
(TNFa). TNFa se liga ao Receptor 1 do Fator de Necrose Tumoral a (TNFR1) e além
de ativar JNK, ativa outra proteina inflamatoéria, a Quinase Indutora do Kappa B (IKK),
que também é ativada por Lipopolissacarideos (LPS) e Acidos Graxos Livres (AGL),

através da ligacdo ao Receptor Toll Like 4 (TLR4). Essas vias fosforilam e ativam IKK,
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gue promove a dissociacdo do Fator Nuclear Kappa B (NFkB) da Quinase Inibidora
do Fator Kappa (IkB), uma proteina com fungado de manter NFkB ancorado no citosol.
IkB é ubiquitinado via proteossoma e NFkB induz a transcrigdo de varios mediadores
inflamatorios, que poderdo atuar sinergisticamente na inibicdo da via de sinalizagédo
da insulina (Engin, A., 2017) (Figura 3).

Insulina

o

\
-l i

—

........ PTP1B
. ] T @ogidg
Nucleo /é {

Transcrigdo de

é citocinas inflamatérias

Figura 3: Via da sinalizacdo na captacao de glicose e a influéncia de citocinas, acidos graxos
livres (AGL) e lipopolissacarideos (LPS) no processo de resisténcia a insulina. A insulina, ao se
ligar ao seu receptor de membrana (IR), promove a autofosforilacdo da subunidade beta expondo seus
residuos de tirosina e desencadeado uma cascata de sinalizagfes que convergem para as vesiculas
que contém transportador de glicose 4 (GLUT-4), promovendo seu transporte para a membrana celular
e consequente captacdo de glicose. Esta via pode ser regulada negativamente pelas fosfatases PTP1B
e PTEN ou pela proteina pré-inflamatéria JNK, que causa fosforilagdo em serina do receptor de insulina
(IR) e de seus substratos (IRS). Figura elaborada por Pieri (2017).

1.3 OBESIDADE E O PROCESSO INFLAMATORIO

O tecido adiposo branco € o principal local de inicio e exacerbacdo da
inflamacdo associada a obesidade (Maury e Brichard, 2010). Originalmente
considerado um passivo local de estoque de energia, o tecido adiposo branco é hoje
conhecido por secretar uma variedade de substancias que regulam a homeostase
metabdlica (Trayhurn et al., 2011). Deste modo, o tecido adiposo € um 6rgao secretor
complexo e ativo que tanto envia como recebe sinais que modulam o gasto energeético,

0 apetite, a sensibilidade da insulina, fun¢cdes endocrinas e reprodutivas, o
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metabolismo dos 0ssos, processos inflamatorios e processos imunes (Shoelson et al.,
2006).

O processo de obesidade, proveniente de um balanco energético positivo,
leva ao acumulo de gordura e aumenta o numero de adipdcitos (hiperplasia), como
também o tamanho da célula (hipertrofia). Estes processos podem causar alteracfes
metabdlicas e imunes do tecido adiposo, levando a ativacdo do processo inflamatério
e da resisténcia a insulina. Os adipécitos promovem a inflamacdo por meio de sua
propria producdo de citocinas e quimiocinas, também chamadas de adipocinas
(Bluher, 2009). O processo de hipoxia devido a expanséo do tecido adiposo € uma
das hipdteses da ativacdo do processo inflamatério. Foi demonstrado que tecido
adiposo branco de ratos obesos séo hipoperfundidos e sofrem hipoxia. Isso ativa a via
do Fator Induzido por Hipoxia 1 (HIF1) que leva ao estresse de reticulo e, como
consequéncia, ocorre a desregulacao da producao de adipocinas e inicio do processo
inflamatorio no tecido adiposo (Hosogai et al., 2007).

O processo inflamatério inicia com o recrutamento e aumento do nimero de
macréfagos no tecido adiposo, e o aumento da presenca de moléculas pro-
inflamatorias, incluindo, Fator de Necrose Tumoral-a (TNFa), Interleucina-6 (IL6),
Inibidor do Ativador do Plasminogénio-1 (PAI-1), Proteina quimiotatica de mondcitos
1 (MCP1) também conhecida como CCL2, dentre outros (Shimomura et al.,
1996; Fried et al., 1998; Tilg e Moschen, 2006). A exacerbacao deste processo leva
ao processo de resisténcia a insulina do tecido adiposo (Shoelson et al., 2006),
aumento da lipGlise para conter o acumulo em excesso de TAG no adipdcito, e
subsequente liberacéo de AGL para a corrente sanguinea (Arner, 2005), bem como a
transposicéo a nivel sistémico do processo inflamatério, caracterizando o processo de
inflamac&o crénica de baixo grau (Maury e Brichard, 2010).

A funcao enddcrina das adipocinas, atuando em outros tecidos, tem influéncia
direta no tecido muscular esquelético. Além do processo de resisténcia a insulina, a
exposicdo cronica a citocinas parece ter efeitos distintos na proliferacdo e
diferenciacdo de mioblastos, na funcdo das células satélites e na massa e funcéo
muscular (Sinha et al., 2017). Como observado na Figura 3, citocinas, AGL e LPS
presentes na corrente sanguinea também podem se ligar a receptores de membrana
como o TNFR1 e TLR4, e ativar cascatas relacionais ao processo inflamatorio no
interior da célula muscular. Adicionalmente, as células musculares tém a capacidade

de expressar TNFa e outras citocinas inflamatérias (Saghizadeh et al., 1996; Wu et
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al., 2013; Patsouris et al., 2014), processo esse diretamente relacionado a resisténcia

a insulina.

1.4 OBESIDADE E ESTRESSE OXIDATIVO

A producdo de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) com consequente
desequilibrio redox e estresse oxidativo esta diretamente relacionada ao
desenvolvimento da obesidade (Catalan et al., 2018). A ERO sdo moléculas
guimicamente reativas formadas a partir da reducao univalente do oxigénio molecular
gerando o radical Anion Superéxido (O2") e intermediarios reativos como Perdxido de
Hidrogénio (H202) e radical Hidroxila (HO™); e quando interage com Oxido Nitrico
(NO) pode levar a formagédo de Peroxido Nitrito (ONOO") (D’Autréaux e Toledano,
2007; Halliwell e Gutteridge, 2015). Estd bem estabelecido o importante papel que as
ERO possuem em concentracdes fisiologicas, ha manutencao das funcdes celulares
dependendo da quantidade e do local onde sdo produzidas. Niveis fisiol6gicos
regulam a sinalizac@o celular, modulam o sistema antioxidante para adaptar-se a
niveis mais elevados de ERO, mantém o equilibrio entre fatores de transcricédo e entre
proteinas pr6 e anti-apoptéticas, regulam a funcdo mitocondrial assim como outros
eventos da homeostase celular (Barbieri e Sestili, 2012). Entretanto, elevados niveis
de ERO com declinio simultaneo do sistema de defesa antioxidante leva a possiveis
danos a biomoléculas resultando no processo de estresse oxidativo e consequente
disfuncé@o ou morte celular, assim como no desenvolvimento de doencas associadas
a obesidade, como a resisténcia a insulina (Henriksen et al., 2011; Rains e Jain, 2011).

O peroxido de hidrogénio (H202), por exemplo, € um importante regulador de
eventos celulares, inclusive do transporte de glicose no musculo esquelético, porém
sua relacdo com a resisténcia a insulina ainda ndo esta bem elucidada, e parece estar
relacionada com os niveis presentes nos ambientes celulares. Seu efeito benéfico
pode estar associado ao fato de um dos principais alvos da ERO, para promover a
sinalizacdo dependente de fosforilacdo de residuos de tirosina, sdo as PTP’s,
fosfatases que desfosforilam a PIP3 e bloqueiam a sinalizacdo da PI3K, e a acdo da
insulina (Rhee, 2006; Tonks, 2006). Trabalhos demonstram que animais com bloqueio
de uma das principais enzimas envolvidas na eliminagéo fisioldgica das ERO, a

glutationa peroxidase 1 (GPx1), foram protegidos da resisténcia a insulina induzida
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por dieta hiperlipidica, e essa protecédo foi associada a oxidacdo da PTP’s por ERO,
e revertida com o uso do antioxidante N-acetilcisteina (ver revisdo de Loh et al., 2009).
Aparentemente, o bloqueio de uma das principais enzimas antioxidantes levou a
melhora do quadro de resisténcia a insulina, assumindo que as ERO agem como
segundos mensageiros no processo, e nao como agentes danosos (Rhee, 2006; Loh
et al., 2009).

Porém varios estudos demonstram os efeitos causais e danosos do estresse
oxidativo no processo de obesidade (revisdes em Henriksen et al., 2011; Aroor e
DeMarco, 2014; Di Meo et al., 2017b). Por isso, o grau de geracdo de ERO e o
contexto que determina se as ERO aumentam ou suprimem a sensibilidade a insulina,
seja o fator determinante. Enquanto as ERO transitorias produzidas por estimulos
fisioldgicos podem ser benéficas, a geracdo cronica associada a hiperglicemia e/ou
hiperlipidemia, na obesidade, pode promover resisténcia a insulina (Loh et al., 2009).
Dois trabalhos sustentando esse contexto foram conduzidos em musculo esquelético
isolado de ratos. Na auséncia da insulina, a presenca do H202, dentro de uma faixa
de concentracdo pequena (60-90uM por 2 horas), aumentou a atividade basal de
transporte de glicose intracelular e sintese de glicogénio através do aumento da
fosforilacdo de residuos de tirosina do receptor de membrana, a associacao do IRS-1
com a PI3K e a fosforilagcdo da Akt Ser*’3. Também foi capaz de aumentar a atividade
da Proteina Quinase Ativada por 5~ Adenosina Monofosfato (AMPK) (Kim et al., 2006).
Em periodo mais prolongado de exposicao, (4 horas) e na presenca de insulina, a
presenca do H20:2 induziu importantes prejuizos na captacdo de glicose associados
com perda seletiva das proteinas IRS-1 e IRS-2, aumento relativo da fosforilacao de
IRS-1 Ser®%, e importante diminuicdo da fosforilacdo da Akt Ser*’®e da GSK3-B Ser®
(Archuleta et al., 2009). Também foi observado o aumento da atividade da via das
Proteinas Quinases Ativadas por Mitogenos (MAPK’s), como a p38 MAPK e a JNK
induzidas por ERO (Archuleta et al., 2009; Vichaiwong et al., 2009), principalmente a
isoforma JNK1 (Hirosumi et al., 2002).

A produgéo continua e em excesso de ERO, durante os processos metabolicos,
leva & modulagdo dos mecanismos de defesa enddgenos. como a atividade das
enzimas Superoxido Dismutase (SOD), Catalase (CAT), Glutationa Peroxidase (GPx),
Tiorredoxina Redutase entre outras moléculas que compdes o sistema antioxidante
enzimatico (Halliwell e Gutteridge, 2015). A SOD constitui a primeira linha de defesa

enzimatica contra a producéo intracelular de radicais livres, catalisando a dismutacéo
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do Oz para H202 (Zelko et al., 2002). A CAT & uma dismutase que reduz um H202 em
agua (H20) e oxida o segundo H202 a Oxigénio (O2). J& a GPx remove H20z2,
acoplando sua redugcdo a H20 com oxidacdo de Glutationa (GSH). As GPxs séo
tetrAmeros obrigatoérios, cada um contendo uma Selenocisteina (Cys-SeH) no seu
local ativo. Durante 0 mecanismo catalitico de GPx, o residuo Cys-SeH reage com
H202 para produzir Acido Cisteinico Selenénico (Cys-SeOH) (Rhee et al., 2005). Em
adicdo, o sistema de defesa antioxidante ndo enzimético € constituido por
antioxidantes que incluem proteinas de ligacdo com metal, GSH, acido Urico,
melatonina, bilirrubina e poliaminas, dentre outros (Mirohczuk-Chodakowska et al.,
2018).

Durante o processo de obesidade associado ao consumo excessivo de
alimentos, a hiperglicemia cronica e a alta concentracdo de AGL e LPS na corrente
sanguinea sdo fatores que pode levar ao aumento da producdo de ERO no interior da
célula muscular e ao quadro de estresse oxidativo (Lin et al., 2006; Fiorentino et al.,
2013; Ly etal., 2017) . O fluxo exagerado de glicose através da glicélise e do ciclo de
Krebs resulta na producdo de Dinucleotideo de Nicotinamida e Adenina (NADH) e
Dinucleotideo de Flavina e Adenina (FADH) que, quando excessivos, podem
sobrecarregar a cadeia respiratoria mitocondrial e aumentar a formacao de O2". Da
mesma forma, o aumento do fluxo de lipidios através da beta-oxidacdo também pode
contribuir para um fluxo excessivo de elétrons (Fiorentino et al., 2013).

Outro mecanismo pelo qual a hiperglicemia pode induzir a produgcéo de ERO
é pela ativacdo do complexo proteico oxidase de Nicotinamida Adenina Dinucleotideo
Fosfato Reduzida (NADPH oxidase). A NADPH oxidase, que é um complexo
enzimatico encontrado principalmente na membrana de fagossomos, formado
basicamente por subunidades transmembrana NOX (gp91P"X) e p22prhox g
subunidades citosolicas (p67Pho%, p47rhox p40rhox). Algumas isoformas ja foram
descobertas como a NOX2 (gp91Phox), a NOX4, a NOXS5, dentre outras, sendo a NOX2
e a NOX4 as mais encontradas no musculo esquelético. Sob circunstancias normais
este complexo € latente, com as subunidades de membrana e citosélicas nao
acopladas. O complexo é ativado durante o processo conhecido como “exploséo
respiratoria” através da fosforilagcdo da subunidade p47°P", que sofre alteracéo na sua
conformacao, permitindo sua interagdo com a p22Ph°*, Este movimento da p47°P"°* traz
consigo a subunidade ativadora p67°P" | que em contato com a NOX torna o sistema

ativo a reduzir o oxigénio a anion superoxido (como fungéo priméria e ndo subproduto)
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tendo a NADPH como doadora de elétrons (ver revisdo de Bedard e Krause, 2007).
Foi observado em animais com resisténcia a insulina induzida por dieta hiperlipidica
que a producdo de ERO foi induzida pela alta glicose disponivel para as células
musculares esqueléticas, e que esse aumento é em consequéncia da ativacdo da
NOX2. O processo de hiperglicemia esta intimamente relacionado ao aumento da
producdo de ERO. Ele pode levar ao aumento da producéo de Diacilglicerol (DAG) e
causar a ativagcdo da NADPH oxidase via Proteina Quinase C (PKC) (Inoguchi et al.,
2003). Outras vias de ativacdo da NADPH oxidase séo a do TNFa (proveniente do
processo inflamatorio), por estimulo mecéanico e por isquemia-reperfusédo de células
vasculares (ver revisdo Brandes e Kreuzer, 2005). Além da presenca do complexo
proteico na membrana de fagossomos, Hidalgo et al. (2006) também reportaram a
presenca da NADPH oxidase tanto em tubulos transversais intactos quanto em

isolados de musculo esquelético de mamiferos.

1.6 EXERCICIO RESISTIDO NO PROCESSO DE OBESIDADE E RESISTECIA A
INSULINA

Sendo a obesidade uma doenca multifatoria, varias abordagens sao
necessarias para prevencdo, controle e tratamento da mesma. Dentre elas, o
exercicio fisico vem sendo reportado como uma dessas abordagens terapéuticas
desde de o século 19 até os dias atuais (“Treatment of obesity”, 1889; “Obesity: Its
Causes and Treatment. Part Il - Treatment”, 1891; Capehorn et al., 2016; Leitner et
al., 2017; Haywood e Sumithran, 2019).

Esta bem estabelecido que o exercicio regular € um método eficaz no
tratamento e no controle de doengas metabdlicas (Zanuso et al., 2010, 2017; Denham
et al.,, 2016). Os programas de treinamento fisico usados para prevencdo e/ou
tratamento auxiliar de doengas como obesidade e diabetes sao relativamente eficazes
no que se refere a perda de peso e na melhora da sensibilidade a insulina, como na
revisdo sistematica apresentado por Way et al. (2016) onde a meta-analise de 16
estudos demonstrou que o exercicio regular tem um beneficio significativo na
sensibilidade da insulina, podendo persistir por 72 horas ou mais apés a ultima sesséo
de treinamento. Ja trabalho de Ohkawara et al. (2007), sugere que 0 exercicio
aerobico é eficaz na reducdo da gordura abdominal. Inimeros sao os trabalhos

encontrados na literatura relacionados a obesidade e os efeitos bioquimicos e
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moleculares como consequéncia de programas de exercicios aerdbicos (Fenster et
al., 2002; Okura et al., 2005; Suh et al., 2007; Da Luz et al., 2011; Farias et al.,
2012; Farias et al., 2013; Da Silva et al., 2015; Rada et al., 2018).

Na década de 80 Walberg (1989) trouxe um dos primeiros trabalhos
relacionados ao exercicio resistido e suas implicacbes para pessoas obesas. Ha
época, a pesquisa concluiu que este tipo de exercicio fisico pode ser eficaz para a
obesidade, pois seria util para manter a massa magra livre de gordura, e
consequentemente, manter a taxa metabolica de individuos em processo de perda de
peso. Em outro trabalho de Eriksson et al. (1997) utilizaram o exercicio resistido como
tratamento para individuos portadores de DMT2 nédo dependentes de insulina e
concluiram que a modalidade de exercicio significantemente melhorou, a longo prazo,
o controle glicémico, porém este nao foi associado a perda de peso. Desde entdo, o
exercicio fisico resistido vem ganhando espaco no tratamento da obesidade e
comorbidades associadas (LeBrasseur et al., 2011; Strasser et al., 2012; Di Meo et
al., 2017a).

O exercicio fisico resistido € um tipo de atividade realizado contra uma
resisténcia para induzir ganhos substanciais na forca ou massa muscular. Este tipo
de abordagem depende principalmente da energia anaerdbica e € importante para
estimular o metabolismo energético e da glicose. Codella et al. (2018) mostram que o
treinamento resistido pode ser mais eficiente que o exercicio aerébico na melhora do
controle glicémico, e que o primeiro € de suma importancia para tratamentos de
quadros como o da DMT2.

Além da relacdo que o exercicio resistido tem na manutencdo e ganho de
massa muscular e consequente melhoria do controle glicémico, beneficios sobre
parametros relacionados ao estresse oxidativo, ao processo inflamatério, e ao
processo metabdlico intracelular também tem grande influéncia no tratamento da
obesidade e comorbidades associadas. A todo modo, parece provavel que os efeitos
benéficos do exercicio na obesidade sdo, em parte, pela regulacdo do balanco redox
celular em raz&o do aumento do sistema de defesas antioxidantes, (Vilela et al., 2018)
pelo controle do processo inflamatério exacerbado (Leite et al., 2013; Talebi-Garakani
e Safarzade, 2013; Mardare et al., 2016; Vilela et al., 2018), e na regulagdo do
metabolismo celular da glicose (Yaspelkis et al., 2002; Krisan et al., 2004; Botezelli et
al., 2016).



37

Sao emergentes os estudos demonstrando o papel do exercicio resistido na
obesidade e nas comorbidades como a DMT2 e a resisténcia a insulina (Irvine e
Taylor, 2009; Kelley e Kelley, 2009; Church et al., 2010; Jorge et al., 2011; Bacchi et
al., 2012; Banitalebi et al., 2019). Entretanto, o foco da maioria dos estudos ainda esta
na influéncia sobre o peso corporal, sobre parametros clinicos, e sobre avaliacdes
relacionadas ao tecido adiposo, ja que € neste tecido que ocorre 0 acumulo excessivo
de gordura e o inicio do processo inflamatorio relacionado a doenca. Porém, como ja
relatado, o musculo esquelético desempenha um crucial papel metabdlico, sendo um
tecido com alto consumo de energia, e o principal utilizador da glicose insulino-
dependente para seus processos energéticos. Como a cronicidade da obesidade e da
DMT2 esta diretamente relacionado a alteragcbes do metabolismo da glicose e a
resisténcia a insulina, € de suma importancia o estudo dos efeitos do exercicio
resistido sobre o tecido muscular esquelético. Vale ressaltar que até o presente
momento, os estudos relacionados a este tema ndo associam, em uma mesma
pesquisa, todos os aspectos da doenca levantados por este trabalho como: avaliacao
clinica de peso e resisténcia a insulina, perfil do tecido adiposo; e avaliacdo da via de
sinalizacdo da insulina, de parametros de estresse oxidativo e parametros
inflamatorios no tecido muscular esquelético. Estes resultados podem esclarecer 0s
aspectos moleculares do exercicio resistido relacionados a obesidade e contribuir
tanto para futuras pesquisas acerca do tema, bem como para melhor entendimento

acerca do tema frente a prescri¢do de exercicios.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do treinamento resistido, associado ao consumo de dieta
hiperlipidica, sobre a resisténcia a insulina, parametros de estresse oxidativo e
inflamatérios no masculo esquelético de camundongos com obesidade induzida por

dieta.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar os efeitos do treinamento resistido, associado a dieta hiperlipidica, no peso
corporal total, no acumulo de gordura corporal e no perfil histolégico do tecido

adiposo branco.

e Avaliar os efeitos do treinamento resistido, associado a dieta hiperlipidica, na
sensibilidade a insulina e sua relagdo com a dindmica de captacao de glicose.

e Avaliar os efeitos do treinamento resistido, associado a dieta hiperlipidica, na
cascata de sinalizacdo e na expressao génica de moléculas envolvidas com a
captacao de glicose, dependentes ou ndo de sinal insulinico, em tecido muscular

esquelético.

e Avaliar os efeitos do treinamento resistido, associado a dieta hiperlipidica, em

parametros inflamatoérios no tecido muscular esquelético.

e Avaliar os efeitos do treinamento resistido, associado a dieta hiperlipidica, em

parametros de estresse oxidativo no tecido muscular esquelético.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ASPECTOS ETICOS

Este projeto foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade do Extremo Sul Catarinense — UNESC (protocolo
067/2014-2). Os experimentos deste trabalho foram executados de acordo com as
normas estabelecidas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentag&o Animal
(CONCEA). Os animais sO foram submetidos as intervencfes recomendadas nos
protocolos descritos nesta pesquisa apds a aprovacdo do Comité de Etica

Institucional.

3.2 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos Swiss machos (60 dias), pesando em média
35,549 (+ 3,149) fornecidos pelo Biotério da Universidade do Extremo Sul Catarinense
— UNESC (Cricitma/SC — Brasil). Os animais foram mantidos em um ciclo claro/escuro
12/12h, a 22°C e em caixas coletivas (até 7 animais/caixa). Os animais foram divididos
em dois grandes grupos: dieta padréo (DP, niniciai=11, duas caixas, uma com 5 e outra
com 6 animais) e obesidade induzida por dieta hiperlipidica (DIO ninicia=13, duas
caixas, uma com 7 e outra com 6 animais).

O procedimento de escolha dos animais para compor o grupo DP e DIO foi
aleatéria, e previamente ao inicio do protocolo de treinamento os animais foram
novamente randomizados, sem haver avaliagdo de desempenho prévio ou utilizar
qualquer outro indicador de permitisse a divisdo dos grupos, além da prévia
intervencao das dietas (DP ou DIO). Dentro de cada grupo supracitado uma das caixas
foi destinada a realizagdo do treinamento fisico resistido (R), e a outra continuou
somente com a intervencdo dietética e foi chamada de grupo nédo treinado (N),
constituindo os seguintes grupos: DP-N (n=4); DP+R (n=6); DIO-N (n=6); DIO+R
(n=6). Durante o estudo um animal do grupo DP e outro do grupo DIO morreram de
forma inesperada. Os diferentes grupos se mantiveram separados ao longo de todo
experimento evitando conflito entre os animais e consequentemente quadro de
estresse, possiveis alteracdes dos resultados, perdas amostrais, e comprometimento

do bem-estar geral.
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3.3 DIETA

Os animais receberam racdo e agua ad libitum e foram alimentados durante
todo o periodo do estudo (26 semanas) com dieta comercial padréo (DP) ou com uma
dieta hiperlipidica (DIO). A dieta hiperlipidica também se caracteriza como
hipercal6rica, mas sera primariamente chamada de “dieta hiperlipidica” ao longo do
estudo por este ser a termo/caracteristica mais relatados na literatura. O protocolo de
inducdo de obesidade foi de 17 semanas (Wang e Liao, 2012), seguidas de mais 9
semanas de dieta associada ao exercicio. A DP foi adquirida de Puro Trato Nutricdo
Animal (cat. Puro Lab 22PB) Santo Augusto, RS, Brasil (calorias provenientes de 50%
carboidratos [amido e agUcares], 27% proteinas e 23% lipideos [gordura animal e 6leo
de soja], totalizando 3,3 kcal/g). A aquisicdo da dieta hiperlipidica foi de PragSolucdes
Biociéncia (racdo hiperlipidica), Jau, SP, Brasil (calorias provenientes de 26%
carboidratos [amido de milho e sacarose], 15% proteinas e 59% lipideos [6leo de soja
e banha], totalizando 5,3 kcal/g).

Apos 17 semanas de dieta, foi realizado o teste de tolerancia a insulina,
iniciado o periodo de adaptacéo e inicio do protocolo de treinamento de acordo com

o delineamento do estudo (Figura 4).

4

Treino adaptacéo Treino Resistido (R)
N Dieta padrio (DP) (5 dias) (8 semanas)
/ ou -
N Dieta hiperlipidica (DIO)

{26 semanas)
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%, % o 0\5&,
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Apés TTI - prévio treino adaptacéo:
NOVA RANDOMIZAGAO
Grupos:
_ DpF'-N Eutanasia
- DP+R do.s .
. DION animais

- DIO+R

Figura 4: Linha do tempo - desenho experimental do estudo. DP (dieta padrdo), DIO (obesidade
induzida por dieta), R (treino resistido), TTI (teste de tolerancia a insulina). Fonte: dados da autora.
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3.4 PESO CORPORAL, INDICE DE ADIPOSIDADE E TESTE DE TOLERENCIA A
INSULINA (TTI)

O peso corporal dos animais foi mensurado ao inicio do estudo (caracterizada
nos graficos como semana 0), nas semanas prévias ao treinamento (22, 42, 82, 122 e
172 semanas) e durante o periodo de exercicio (182, 222 e 262 semanas).

Para avaliar o perfil do tecido adiposo branco as gorduras inguinal, epididimal,
perirenal, retroperitoneal e mesentérica foram retiradas pds eutanasia e pesadas
individualmente para obtenc&o do indice de adiposidade (indice de adiposidade =
[Soma das gorduras/peso corporal total]*100).

O TTI foi realizado inicialmente na semana 8. O sangue foi coletado através de
uma pequena incisdo na ponta da cauda dos animais com jejum prévio de 6 horas
(Ayala et al., 2010), e a concentracdo de glicose sanguinea foi mensurada através de
um glicosimetro para determinacédo da glicemia de jejum. Feito isso, todos 0s animais
receberam uma dose de 2U/kg de insulina intraperitoneal e subsequentes
mensurac¢des da glicose sanguinea nos tempos 5, 10, 15, 20, 25 e 30min foram
realizadas (tempo pos-insulina) (adaptado de Wang e Liao, 2012). Os animais que
apresentaram valores de glicose abaixo de 30mg/dL durante o teste foram mantidos
aguecidos e receberam glicose intraperitorial. O mesmo protocolo de TTI foi realizado
ao final do periodo de treinamento (pds-exercicio, semana 26) 48h apds a ultima
sessdo de exercicio. Para demonstracdo e analise dos dados os mesmos foram
expostos como dados absolutos de glicose (mg/dL), como area sob a curva do TTI
calculado com cruzamento dos dados de glicose (mg/dL) ao longo do tempo pos-
injecdo de insulina (0 a 30min), e através da taxa de decaimento da glicose plasmética
(KTTI %/min). Este dltimo dado representa a porcentagem de decaimento dos niveis
de glicose sanguinea por minuto e foi determinada através da razao 0,693/t12, onde o
denominador representa 50% da taxa de decaimento da glicose. O valor de ti2 foi
calculado atraves da formula ty2 = t * Ln(2)/Ln(No/Ny) utilizando os valores de glicose
entre o tempo 5min (inicio do declinio linear) e o tempo onde a mesma caia a um certo
valor equivalente a metade do valor inicial (Lundbaek, 1962; Dube et al., 2013). Ln
representa o logaritmo natural, t o tempo passado, No a quantidade da glicose inicial,

e Nt a quantidade de glicose depois do periodo de tempo.
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3.5 TREINAMENTO

O treinamento resistido foi realizado no periodo vespertino, entre 17:00h
(5:00pm) e 17:30h (5:30pm), em um aparato de escada de 1m com degraus de 2cm
de distancia e inclinagcédo de 85° (adaptado de Hornberger e Farrar, 2004). Ap6s 17
semanas de dieta, como previamente descrito, 0s grupos destinados a realizacdo do
exercicio iniciaram o periodo de adaptacao. Para tal, os animais foram familiarizados
com o exercicio de subida nos degraus por 5 dias consecutivos, 1 sessao por dia, 1
subida por sesséo (sem carga). A sessao era considerada satisfatoria quando o animal
completava a subida do inicio ao final da escada. O protocolo de treinamento
(adaptado de Scheffer et al., 2012; Vilela et al., 2018), teve inicio 3 dias apds o ultimo
treino de adaptacdo e foi realizado com intervalo de 48h entre as sessfes, por 8
semanas, totalizando 28 treinos. O exercicio foi realizado com progressdo de
intensidade acoplando um peso a cauda do animal (incremento de carga de 20% a
75% do peso corporal), e progressao de volume (5-10 séries por sesséo) (Tabela 3),
com intervalo de 2 min entre as séries, permitindo ao animal descansar na area de
descanso (caixa fechada no topo dos degraus medindo 20x20x20cm). Cada série foi
realizada até que os animais completassem 5 repeticbes/escaladas (sem intervalo),
ou nao conseguissem mais subir as escadas mesmo apoés incentivo (estimulo manual

na base da cauda).

Tabela 3: Protocolo de Treinamento Resistido
Intervalo entre

Semanas Carga Séries séries
12 20% 5 1 (2min)
2a 20% 7 1 (2min)
32 50% 5 1 (2min)
42 50% 7 1 (2min)
52 50% 10 1 (2min)
62 50% 10 1 (2min)
72 75% 7 1 (2min)
82 75% 10 1 (2min)

Fonte: dados da pesquisa. Adaptado de Scheffer et al. (2012)
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3.6 EUTANASIA

Apbs 48 horas ao ultimo Teste de Tolerancia a Insulina (TTI) foi realizada a
eutanasia por decapitacdo. Posteriormente os musculos quadriceps (por¢cédo central
vermelha), gastrocnémio (porcéo central vermelha), tecido adiposo branco (inguinal,
epididimal, perirenal, retroperitoneal e mesentérico) foram extraidos, lavados em
salina 0,9%, secados em papel filtro e foram imediatamente congelados em nitrogénio
liguido e armazenados em -80° para posteriores andlises, exceto uma por¢ao do
quadriceps e do tecido adiposo inguinal que foram embebidos em formol 4% e

destinado a histologia.

3.7 WESTERN BLOT

Apos coleta, o gastrocnémio (~50mg) foi imediatamente congelado em
nitrogénio liquido, armazenado em -80°. Posteriormente foi homogeneizado em
tampéo de lise (135mM NaCl, 1mM MgClz, 2.7mM KCI, 20mM Tris base [pH 8], 1%
Triton, 10% Glicerol, 10.27mM Na3VvO3, 3.5mM PMSF, 1uM aprotinina, 10mM
NasP207). O lisado foi centrifugado por 15min (4°C) a 12000 rpm. Uma aliquota do
sobrenadante de cada amostra foi utilizada para determinar a concentracdo de
proteina pelo método Bradford (Bradford, 1976). O restante do sobrenadante foi
diluido 1:1 em Laemmli Sample Buffer 2x (Biorad cat.1610737), aquecido em banho
maria a 95°C por 5 min e imediatamente resfriado em gelo e armazenado em -20°C.
Para a técnica de eletroforese, foram pipetadas 60ug de proteina em gel de dodecil
sulfato de sddio-poliacrilamida (SDS-PAGE). A corrida foi realizada a 60V por 30 min
e 110V por aproximadamente 2h em tampéao de corrida (Tris base 25mM, glicina
192mM e SDS 3.4mM). Para comparacao de alturas moleculares, foi utilizado um peso
molecular de proteinas coradas (Precision Plus Protein Dual Color Standards, BioRad
cat.1610374). Posteriormente, a transferéncia das amostras foi feita do gel para
membrana de Difluoreto de Polivinilideno (PVDF) (BioRad cat.1620177), em tampao
de transferéncia (Tris base 25mM, glicina 192mM, 20% metanol [CH3OH]) a 120V por
2h, resfriado constantemente em gelo. O bloqueio de ligacdes inespecificas das
membranas foi realizado com tampéo bloqueio (Albumina bovina - BSA 3% diluido em
tampdao de lavagem). Para o processo de revelacdo, as membranas eram incubadas

com anticorpos primarios a 4°C overnight em agitacdo e posteriormente lavadas com
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tampéao de lavagem (Tris base 50mM, NaCl 15mM, Nonidep P-40 500uL e Tween-20
500uL) 3 vezes de 5 min. Apds, eram incubadas com anticorpo secundario (com
peroxidase conjugada) por 1h em temperatura ambiente e agitacdo, e novamente
lavadas. As membranas eram entéo incubadas com reagente contendo peroxidase
guimioluminescente (Clarity Western ECL Substrate, BioRad cat.170-5061), e entéo
expostas a filme de raio-x. Foram analisados o conteudo das proteinas: Akt1/2/3 total
(62kDa - Abcam cat126811), phospho-Akt (S473 - 60kDa - Santa Cruz cat.7985-R),
GSK-3p total (46 kDa — Santa Cruz cat.sc-9166), phospho-GSK-3p (S9 — 46 kDa -
Invitrogen cat.MA5-14873), AMPKa total (63kDa — Santa Cruz cat.74461), phospho-
AMPKa (Thr172) (63kDa — Santa Cruz cat.33524), GAPDH (36kDa — Invitrogen
cat.PA1-987). As bandas foram escaneados e a densitometria de banda foi
mensurada pelo programa Scionlmage. Os valores foram obtidos dividindo os valores
da proteina de interesse pelos valores da proteina endégena (GAPDH). J& os valores
das proteinas fosforiladas foram normalizados pelo valor de suas proteinas totais apos
estas serem normalizadas pelo controle enddégeno. Valores expressos em unidades
arbitrarias (U.A.).

3.8 EXTRACAO RNA E EXPRESSAO GENICA — REAL-TIME RT-QPCR

A analise molecular da expressao génica foi realizada de acordo com Minimum
Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments (MIQE)
Guidelines for RT-gPCR experiments (Bustin et al., 2009, 2013). O RNA total foi
isolado do musculo gastrocnémio utilizando o reagente TRIzol® Reagent (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) de acordo com as instru¢cdes do
fabricante. A pureza (Abs 260/280nm ~2.0) e a concentracdo do RNA foi determinada
utilizando NanoDrop Lite (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) e
posteriormente tratado com Deoxyribonuclease | — Amplification Grade (Sigma-Aldrich
Inc, St Louis, Missouri, USA), para eliminar a contaminacdo de DNA gendmico, de
acordo com as instrugbes do fabricante. O cDNA foi sintetizado com o kit High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems™) a partir de 2ug de
RNA total, de acordo com as instru¢des do fabricante. O PCR quantitativo foi realizado
utilizando a sonda SYBR® Green | (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA) para detectar a sintese de cDNA de cadeia dupla no sistema
7500 Real-time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, California, USA). As
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condicbes de ciclagem do PCR foram: uma etapa inicial de ativacdo da polimerase de
5min a 95°C, 40 ciclos de 15seg a 95°C para desnaturacdo, 35seg a 60°C para
anelamento e 15seg a 72°C para alongamento. Ao final do protocolo de ciclagem, uma
andlise da curva melting foi incluida e fluorescéncia medida de 60 a 99°C para
confirmar a especificidade do primers e a auséncia de dimeros de primers. Todos 0s
ensaios para PCR tempo real foram realizados com quadruplicatas e, em todos os
casos, um controle negativo de transcriptase reversa foi incluido em cada reacgéo de
PCR substituindo as amostras por agua destilada livre de DNase/RNase. O gene Ppia
(Peptidilprolil Isomerase A) (Nishimura et al., 2008; Tatsumi et al., 2008; Pernot et al.,
2010) foi utilizado como gene referéncia para normalizacdo. A eficiéncia por amostra
foi calculada utilizando o software LinRegPCR 2018.0 (http:/LinRegPCR.nl). A
expressao relativa do mRNA foi determinado utilizando o método 2-44¢4 (Pfaffl, 2001;
Bustin et al., 2013) e os resultados apresentados como razdo/vezes em relacdo ao
grupo DP-N (dieta padrdo nao treinado). A sequéncia dos primers reverse e forward

esta representado na Tabela 4.



Tabela 4: Desenho Primers — Real Time PCR
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Nome do Gene A oy Posicao N
oligo Bank Sequéncia (5"->3") no DNA Referéncia
Poia NM_ oo Foward  TATCTGCACTGCCAAGACTGAATG 381404 oo
8907 Reverse = CTTCTTGCTGGTCTTGCCATTCC 507-485 2010
oo NMLO0 Foward  CCAAAACCATTCGGAGGTCTTATTT  655-679 Dados da
78075 peverse  TGGTACTGGGCACTCCTTTATTT 854-832 autora
- NM_ o1 Foward  CCGGGATTTGCTACTGCCTCCATC 13401363 oo
57605 Reverse ACTCCAATGCCTCCAGCCACAC  1501-1480 autora
NM 00  Foward GCAGAGGTCCGAAAGAAGCCGA 470-491
p22phox 1303.28 Dados da
4.1 Reverse ACAGCCACTGAAGGTCACACGA 582-561 autora
- NM 0o Foward  CCATCAAGTGTGTGGTGGTGGGA 204-226 Dados da
90072 peverse  AACACGTCTGTCTGCGGGTAGG 429-408 autora
NM 00  Foward CGCAGGTGAACCGTATGTAA 736-755
p47phox 128603 Dados da
71 Reverse  CAGGAGCTTATGAATGACCTCAA  838-816 autora
o NMLOI Foward CATGCCTGGGAACATCGTCTTT 1919-1940 . o
P 0877.5 autora
Reverse GGGTGAATCCGAAGCTCAACTG  2044-2023
INKL M o1 Foward TCCCAGCTGACTCAGAGCAT 10301049 |\ o ctal,
(MAPKS) 67004 b erse GCTTCATCTACGGAGATCCTT 1135-1115 2016
ERKL w01 Foward CGCTTCAGACATGAGAACATC 468488 o tal
(MAPKL) 19493 peverse GGTCCGTCTCCATGAGGT 573-556 2016
v 1y Foward CATGGCTGAGAAGCAGAAGCAC 100-121
AMPKa2 gt Fuetal., 2013
“  Reverse  CTTAACTGCCACTTTATGGCCTG 235-213
NM_00 Foward  CCAGGATTGTGGTGCCTGAAATC  1515-1537
CaMKK28 119967 Fu et al., 2016
6.1  Reverse  ATTCTCGACCTCCTCTTCGGTCA  1636-1614

Fonte: dados da autora.

3.9 ANALISES HISTOLOGICAS

Cortes transversais do musculo quadriceps e do tecido adiposo branco inguinal

foram seccionados e imediatamente imersos em solugéo fixadora de paraformoldeido

4% (PFA) e tamponados por 48h para posterior processamento histoldgico. O material

foi incluido em parafina e cortado em microtomo obtendo-se cortes de 5 um de

espessura. As laminas foram coradas com colora¢do de hematoxilina & eosina (H &
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E) para aquisicdo das imagens e analise histopatoldgica da histoarquitetura muscular
e do tecido adiposo. Foi utilizado um microscopio invertido Nixon para aquisicao e

andlise das imagens.

3.10 ANALISES BIOQUIMICAS

Para os ensaios bioquimicos descritos a seguir, as amostras foram
homogeneizadas em tampado especifico para cada ensaio. Em todos, o
homogeneizado foi centrifugado por 10min a 4°C e o sobrenadante foi estocado a
-80°C. Os niveis de proteina foram determinados em todas as amostras utilizando o
método Bradford (Bradford, 1976), baseado na absorbancia (595nm) da alteracéo da
coloracdo do corante Coomassie brilliant blue G-250, o qual tem sua coloragdo
vermelha convertida em azul quando em ligacdo com a proteina da amostra. Os
padrées para a técnica de Bradford foram obtidos pela diluicio de um estoque de
albumina bovina sérica (Sigma-Aldrich cat. A2153). Para determinar a concentragao
proteica de cada amostra foi utilizado o calculo de regressao linear baseado em uma

curva padrao de albumina de soro bovina que variou de 2 ug/mL a 12 ug/mL.

3.10.1 Oxidacéao de diclorodiidrofluorescina (DCFH)

Os niveis de espécies reativas foram mensurados no musculo quadriceps
com base na oxidagao da sonda 2’,7’- diclorodiidrofluoresceina acetato (DCFH-DA)
em um composto fluorescente 2’,7’- diclorodiidrofluoresceina (DCF), como
previamente descrito (Dong et al., 2010). Uma aliquota do tecido (~50mg) foi
homogeneizada em tampao PBS (fosfato-salino) 50mM, com adicdo de 10uM de
aprotinina. Uma aliquota do lisado foi incubada com DCFH-DA 80 mM a 37°C durante
15 minutos. A DCFH-DA é desesterificada no interior das células por esterases
endogenas para o acido livre ionizado, DCFH. DCFH é oxidado em DCF por espécies
reativas, principalmente por peroxido de hidrogénio. A formacdo deste derivado
oxidado fluorescente foi monitorada com os comprimentos de onda de excitagéo e
emissdo de 488 e 525 nm, respectivamente. A producdo de espécies reativas foi
guantificada utilizando uma curva padrao de DCF que variou de 0 a 1000 nM e os
dados foram expressos como mol DCF/mg de proteina.
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3.10.2 Carbonilacéo de proteinas

Método utilizado para dosagem de oxidagdo de proteinas baseia-se no
principio de que vérios radicais livres atacam residuos de aminoacidos (histidina,
arginina, lisina e prolina) para produzir produtos com o grupo carbonil, o qual pode ser
medido através da reacdo com 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNTP). O conteudo de
carbonil &€ determinado espectrofotometricamente em 370nm usando um coeficiente
22.000 Molartem nmol/mg de proteinas, como descrito por (Levine et al., 1990).

Para preparacdo da amostra, aliquotas do musculo quadriceps foram
homogeneizadas em tampédo 120mM de cloreto de potassio (KCI) e 30mM de fosfato
monopotassico (KH2POa), centrifugadas por 15min a 4°C, 14000rpm, e separado o
sobrenadante. Foram utilizadas aliquotas contendo 500ug de proteina. Inicialmente
foi adicionada a cada amostra 100uL de solugéo 20% de acido tricloroacético (TCA),
e as mesmas foram centrifugadas por 5min a 700rpm, descartado o sobrenadante e
ressuspendido o pellet em 100uL de 0,2M de hidroxido de sédio (NaOH). Para iniciar
a técnica, a amostra foi diluida 3x em DNTP 10mM diluido em acido cloridrico (HCI)
2M. O HCI 2M foi utilizado como branco. Apds incubacdo em temperatura ambiente
por 1 hora, foi adicionado novamente 100uL de TCA 20%, centrifugado por 14000rpm
por 3 min, e descartado o sobrenadante. O pellet foi entdo lavado e ressuspendido 3x
com etanol-etilacetado (com centrifugacdo de 3 min, 14000rpm entre as lavagens).
ApoOs a ultima lavagem, o pellet foi ressuspendido em 1mL de guanidina 6M (diluida
em tampao 20mM KH2POas, pH ajustado para 2,3 com &cido trifluoracético), e a
amostra foi incubada a 60°C em banho maria por 30 min, com auxilio do vortex para
diluicdo completa. Ao final, a amostra foi novamente centrifugada por 3 min a 4°C,
14000rpm para remover qualquer material insolivel, e entdo lida em cubeta de

qguartzo, em espectrofotbmetro a 370nm (UV).

3.10.3 Atividade de enzimas antioxidantes

Para analise da atividade da enzima Superéxido Dismutase (SOD) uma
aliquota das amostras de do musculo quadriceps foi homogeneizada em tampéao
fosfato 50mM e centrifugada (3000 x g) por 10 min. O sobrenadante foi utilizado para
0 ensaio. A atividade da SOD foi estimada através da inibicdo da auto oxidacao da

adrenalina e lida espectofotometricamente a 480 nm de acordo com 0 método descrito
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por (McCord e Fridovich, 1969). A atividade da catalase (CAT) foi determinada, no
mesmo tecido, com base na taxa de decomposicao de peroxido de hidrogénio (H202)
gerada pela enzima presente na amostra usando uma solugédo H202 em 10mM em
tampéao fosfato de potassio, pH 7.0. A taxa maxima de decomposi¢ao H202 foi medida
em espectrofotdbmetro em 240nm (Aebi, 1984). Os valores foram expressos como

unidades de SOD ou CAT por mg de proteina.

3.10.4 Niveis de glutationa

Os niveis de glutationa reduzida (GSH) e glutationa oxidada (GSSG) e a razéo
entre GSH e GSSG foram determinados conforme Rahman et al. (2006). O nivel de
glutationa total é determinado numa reacdo da GSH com o acido 2-nitrobenzoico (5,5'-
Dithiobis) (DTNB) produzindo um ducto de glutationa-TNB oxidado (GS-TNB). A taxa
de formacdo de TNB é proporcional a concentracdo de GSH na amostra. O produto
dissulfeto (GS-TNB) é entdo reduzido pela glutationa redutase (GR) na presenca de
NADPH, reciclando GSH. A quantidade de glutationa mensurada representa a soma
da glutationa oxidada e reduzida na amostra ([GSH]total = [GSH] + 2x[GSSG]). A taxa
de variacdo da absorbancia (DA 412 nm min~1) é feita para ser linear a conveniéncia
e consisténcia da medicéo, e é linearmente proporcional ao total da concentracao de
GSH. A concentracdo de uma amostra desconhecida é determinada pelo calculo a
partir da equacéo linear ou da curva de regressao gerada a partir de varios padrbes
de GSH. Ja no ensaio da GSSG o0 método de reciclagem da GSSG redutase é usado
para determinacdo da GSSG pelo monitoramento nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato reduzida (NADPH) espectrofotometricamente pelo método de Griffith’s. Os
estratos celulares sdo tratados com 2-vinilpiridina, que reage covalentemente com
GSH (mas ndo GSSG). O excesso de 2-vinilpiridina é neutralizado com trietanolamina.
Os dados foram expressos em concentragcdo de GSSG em nM/mg de proteina.

3.10.5 Lipoperoxidacao

As concentracbfes de malondialdeido (MDA) nas amostras de musculo
qguadriceps foram determinados por cromatografia liquida de alta performance (HPLC)
(Agilent Technologies 1200 Series; Santa Clara, CA, EUA) de acordo com (Grotto et

al., 2007), utilizando uma derivacao de acido tiobarbiturico (TBA). Uma curva padrao


https://br.vwr.com/store/product/3002050/acido-2-nitrobenzoico-5-5-dithiobis-reagente-de-ellmans-dtnb
https://br.vwr.com/store/product/3002050/acido-2-nitrobenzoico-5-5-dithiobis-reagente-de-ellmans-dtnb
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foi preparada utilizando sal de tetrabutilamdnio de malondialdeido em concentracdes
qgue variam de 0.5 a 5 pmol/L. Os resultados foram expressos em pmol/L de MDA/mg

de proteina.

3.11 PARAMETROS INFLAMATORIOS

As concentracdes do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a — Invitrogen cat.88-
7340) e da interleucina 1 beta (IL1B8 — Invitrogen cat.88-7013) foram avaliadas no
musculo quadriceps por ensaio de imunoabsorcéo enzimatica (ELISA) de acordo com
as recomendacdes do fabricante. Em ambos os protocolos, as placas foram
inicialmente incubadas overnight a 4°C com 100uL de Coating Buffer. No dia seguinte,
foram lavadas trés vezes com 250uL de Wash Buffer e entédo incubadas (bloqueio)
com 200uL do diluente ELISASPOT (1X) por 1h em temperatura ambiente. Apés, 0s
pocos foram lavados uma vez com Wash Buffer e entdo foram pipetas os 100uL da
solugdo padrédo (diluicdo seriada para curva padrdo) e 100uL das amostras nos
respectivos pogos. As placas foram entédo incubadas por 2h em temperatura ambiente,
entdo lavadas com Wash Buffer 4 vezes e foi entdo adicionado 100uL do anticorpo de
deteccao e incubadas por 1h em temperatura ambiente. Apés, o processo de lavagem
foi novamente repetido por 5 vezes, e foi entdo adicionado 100uL de Avidina/HRP a
cada poco, e incubado por mais 30min em temperatura ambiente. O processo de
lavagem por repetido e entdo foi adicionado 100uL de solugdo TMB, incubado por
mais 15min em temperatura ambiente, e entdo acrescentado 50uL de Stop Solution.
As placas foram entéo lidas por espectrofotdmetro a 450nm. As concentracfes foram
calculadas por Regresséo de Quatro Parametros Logisticos (4PL) (Xiang et al., 2018)
através do site https://www.myassays.com. Resultados expressos em pg/mg de

proteina.

3.13 ANALISE ESTATISTICA

A analise dos dados de peso corporal total ao longo das semanas do estudo
foi realizada através da analise de variancia ANOVA duas vias de medidas repetidas
seguida pelo pos-teste de Bonferroni quando necessario. Para os dados do teste de
tolerancia a insulina (TTI) da oitava semana foi utilizado o teste-t de Student para

comparacdes entre variaveis ndo pareadas. Para todas as outras andlises realizadas
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dentro do periodo definido como pds-exercicio (apdés randomizagdo e inicio do
protocolo de treinamento) foi realizada analise de variancia ANOVA duas vias seguida
pelo poés-teste de Bonferroni quando necesséario. Para as andlises de PCR foi
realizado do célculo de raz&o sobre valor basal e realizado teste-t de Student para
amostras nao pareadas. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05. Foi utilizado o
Graph Pad Prism versédo 5 como pacote estatistico. Os dados relacionados a padrdes
clinicos como peso corporal total, didametro do adipdcito, indice de adiposidade, peso
do tecido adiposo branco, dosagens de glicose no teste de tolerdncia a insulina,
glicemia de jejum e valores glicémicos absolutos foram expressos como média *
desvio padrdo. Os demais dados foram expressos como média + erro padrao da

média.
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4 RESULTADOS

4.1 EFEITOS DO PROTOCOLO DE OBESIDADE INDUZIDA POR DIETA
HIPERLIPIDICA NO PESO CORPORAL E RESISTENCIA A INSULINA (PRE-
RANDOMIZACAOQ)

Com o intuito de desenvolver um quadro de obesidade com ganho de peso e
resisténcia a insulina (RI) o grupo intitulado DIO foi alimentado com dieta hiperlipidica
por 17 semanas, tendo como controle o grupo de mesma idade alimentado com dieta
padréao (DP). Durante este periodo o grupo DIO teve um aumento de peso de 47% em
17 semanas de dieta hiperlipidica, frente a somente 16% de ganho do grupo DP. Em
valores absolutos, o grupo DIO iniciou o estudo com média de 35,69 (= 2,1) e
apresentou média de 52,49 (+ 4,6) na semana 17 (ganho de 16,89 [+ 2,6] - p<0,001).
Ja o grupo DP iniciou o estudo com média de 35,89 (+ 2,1) e apresentou média de
41,49 (= 2,7) na semana 17, com um ganho de somente 5,6g (= 1,9 — p<0,05).
Comparando os pesos finais dos grupos DIO e DP na semana 17, o grupo DIO
apresentou 11g a mais que o grupo DP, perfazendo uma diferenca de 27% entre 0s
grupos (p<0,001) (Figura 5A — Figura 5B [semanas 0-17]).

Para verificar uma possivel alteracdo na dindmica da captacdo da glicose
frente ao estimulo da insulina, foi realizado o TTI. O primeiro teste foi realizado na
oitava semana para acompanhamento do quadro. Como pode ser verificado na Figura
6, ndo ocorreram diferencas significativas na curva glicose apos TTI (Figura 6A), nem
na glicemia de jejum (Figura 6B). O TTI foi novamente realizado ao final do protocolo
de inducdo de obesidade (semana 17) e o grupo DIO apresentou um déficit na
dindmica da captacao da glicose apds o estimulo exégeno de insulina em comparagao
ao grupo DP. Este dado pode ser visualizado na curva de glicose (Figura 6C), glicemia
de jejum (p<0,001 - Figura 6D), na area sob a curva do TTI (p<0,001 - Figura 6E) e na
curva de decaimento da glicose (p<0,001 - KTTlI — Figura 6F). As diferencas
significativas da Figura 6C podem ser observados nos valores absolutos de glicose
apresentados na Tabela 5. Durante o teste, a glicose sanguinea do grupo DIO
declinou de 100% (Omin) para 99 + 13% (5min), 71 = 5,7% (10min), 66 + 3% (15min),
60 £4,7% (20min), 57 £ 2,5% (25min) e 56 + 2,9% (30min). J& no grupo DP o declinio
foi de 100% (Omin) para 93 £ 13,7% (5min), 67 + 14,2% (10min), 59 £ 8,3% (15min),
49 +7,9% (20min), 41 + 10% (25min) e 32 + 11,2% (30min).
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Figura 5: Efeitos do exercicio resistido associado ou ndo a dieta hiperlipidica no peso corporal
total. Peso corporal total (A) mensurado ao longo das semanas de intervencdo dietética (pré-
randomizacédo — semanas 0, 2, 4, 8, 12, 17) (B), ou ao longo da intervencéo dietética associada ou nédo
ao exercicio (semanas 18, 22 e 26) (C). Peso final grupo DIO-N vs DIO+R (D). Delta do peso corporal
do grupo DIO treino resistido (DIO+R) das semanas 22 e 26 versus a semana 18 (prévia ao inicio do
exercicio) (E). Dados expressos em média + desvio padrdo. Realizada andlise de variancia ANOVA
duas vias de medidas repetidas seguida pelo pos-teste de Bonferroni quando necessario. DP (dieta
padrdo); DIO (obesidade induzida por dieta). DP-N (DP né&o treinado); DP+R (DP + treino resistido);
DIO-N (DIO néo treinado); DIO+R (DIO + treino resistido). *p<0,05 versus respectivo grupo nao
treinado; #p<0,05 versus respectivo grupo dieta padrao; %p<0,05 versus respectivo grupo semana
anterior; $p<0,05 versus respectivo grupo 182 semana pés-randomizacao.
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comparacdes entre variaveis nao pareadas. *p<0,05 versus DP.
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4.2 EFEITO DO TREINO RESISTIDO, ASSOCIADO OU NAO A DIETA
HIPERLIPIDICA, NO PESO CORPORAL E NO PERFIL TECIDO ADIPOSO BRANCO

O peso corporal foi avaliado no inicio da semana 18 (prévio ao inicio do treino
de adaptacéo), no inicio da semana 22 e no final da semana 26 (ap6s o término do
protocolo do treinamento). Durante este periodo o grupo DIO-N continuou a ganhar
peso (semana 18: 50,39 [+ 3,6] versus semana 26: 60,69 [+ 3,2] - p<0,01) (Figura 5A
e 5C). J& no grupo DIO+R o exercicio fisico resistido interrompeu a progressao do
peso corporal, apresentando, ao contrario, uma reducao nao significativa de 7,6 %
(semana 18: 52,59 [+ 3,5] versus semana 26: 48,59 [+ 3,6]) (Figura 5A e 5C).
Considerando o delta individual do peso das semanas 22 e 26 em relagdo a semana
18 (Figura 5E) fica evidenciado que dos 6 animais do grupo, 4 deles perderam peso
em relacédo ao inicio do exercicio e somente dois apresentaram deltas positivos em
relacdo ao inicio do protocolo de treinamento.

O grupo DIO+R também demonstrou um menor peso corporal quando
comparado com seu controle de dieta (DIO-N - p<0,01) (Figura 5A, 5C E 5D). Vale
ressaltar que ndo houve diferenca entre o grupo DIO+R e o DP+R, sugerindo que o
exercicio resistido foi capaz de reduzir o ganho de peso proximo a valores basais de
dieta padréo concomitante a realizacdo do exercicio resistido.

O consumo de dieta hiperlipidica (grupo DIO-N) levou ao aumento do indice
de adiposidade em 3,5 vezes em relacdo do grupo DP-N (Figura 7A - p<0,001) e
também influenciou no aumento do peso individual de todas gorduras avaliadas
(Figura 7B). A realizacdo do exercicio (DIO+R) ndo foi capaz de reduzir
significantemente o indice de adiposidade (reducdo de apenas 1,45 vezes) (Figura
7A), e nem os valores médios individuais das gorduras (Figura 7B).
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Figura 7: Efeitos do exercicio resistido associado ou nao a dieta hiperlipidica no perfil do tecido
adiposo branco. indice de adiposidade (percentual do peso das gordura dividido pelo peso corporal
total) (A). Peso em gramas do tecido adiposo branco ING - inguinal, EPI - epididimal, PER — perirenal,
RET - retroperitoneal e MES — mesentérico) (B). Dados expressos em média + desvio padréo.
Realizada analise de variancia ANOVA duas vias seguida pelo pos-teste de Bonferroni quando
necessério. DP (dieta padrédo); DIO (obesidade induzida por dieta); *p<0,05 versus respectivo grupo
nao treinado; #p<0,05 versus respectivo grupo dieta padrao.

Além do indice de adiposidade e do acumulo local de gordura corporal, outro
fator que tem relacdo direta com a obesidade e com a resisténcia a insulina é o
tamanho da célula do tecido adiposo. Para tal avaliacdo foram realizados cortes
histolégicos do tecido adiposo branco inguinal e avaliado o diametro do adipécito. Na
Figura 8A (DP-N) e Figura 8B (DP+R) as imagens apresentam morfologia das células
adiposas de aspecto normal e diametros normais, evidenciadas pelas setas pretas.
Nas imagens da Figura 8C (DIO-N) observa-se células adiposas com diametro
aumentado e membrana envoltéria espessada evidenciado pela seta preta. J& nas
imagens da Figura 8D (DIO+R), as imagens ja demonstram células adiposas com
diametro menores em comparacao ao grupo DIO-N, compativel com aspecto normal,

evidenciado pela seta preta.
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Para quantificar as analises histologicas demonstradas acima, foi realizada a
analise do tamanho da célula (Figura 8E). Observa-se que a média do diametro das
células no grupo DIO-N (196,8um [+ 34,7]) foi significativamente superior em relacao
do grupo DP-N (84,2uM [+ 12,5]), e 0 exercicio foi capaz de reduzir significantemente
este aumento (DIO+R — 108,3um [+ 27,7]) mesmo frente a ingesta de alimentacéo
hiperlipidica. Esta redu¢éo do didmetro dos adipdcitos no grupo DIO+R foi similar aos
valores do grupo DP+R (114,6uM [+ 11,1]).
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Figura 8: Efeitos do exercicio resistido associado ou ndo a dieta hiperlipidica no perfil
histolégico do tecido adiposo branco. Imagens representativas de fotomicrografias histolégicas do
tecido adiposo branco inguinal nos grupos treinados com exercicio resistido, associado ou néo a dieta
hiperlipidica onde: DP-N (dieta padrao nao treinado) (A), DP+R (DP+treino resistido) (B), DIO-N
(obesidade induzida por dieta ndo treinado) (C) DIO+R (DIO+ treino resistido) (D). Quantificacdo do
diametro do adipécito do tecido adiposo branco inguinal em pm (E). Aquisicdo das imagens em
microscépio Optico. (n=3. Imagens capturadas em objetiva de 20x-aumento de 200x). Dados expressos
em média + desvio padrao. Realizada analise de variancia ANOVA duas vias seguida pelo pds-teste
de Bonferroni quando necessario. *p<0,05 versus respectivo grupo nao treinado; #p<0,05 versus
respectivo grupo dieta padrao.
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4.3 EFEITO DA OBESIDADE INDUZIDA POR DIETA HIPERLIPIDICA NO PERFIL
HISTOLOGICO DO TECIDO MUSCULAR ESQUELETICO

Apbs ingestdo de dieta hiperlipidica por 26 semanas, foi avaliado o perfil
histolégico do tecido muscular em cortes histologicos transversais da porcéo central
vermelha do quadriceps. Avaliando o grupo DP-N, pode se observar na Figura 9A que
a morfologia das fibras musculares apresenta aspecto normal com o nucleo periférico
(evidenciado pela seta preta). J& na Figura 9B, referente ao grupo DIO-N, observa-se
que as células musculares apresentam aspecto de estreitamento da fibra, com a
presenca de ndcleo centralizado (setas pretas), compativel com o quadro de hipotrofia
muscular. A quantificacdo da centralizacdo de nucleo (Figura 9C) demonstrou que o
grupo DIO-N apresentou maior numero de nucleos centralizados (p<0,001) em

comparacao ao grupo DP-N, compativel com o processo de atrofia muscular.
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Figura 9: Efeitos do protocolo de obesidade induzida por dieta hiperlipidica (DIO) no perfil
histolégico do tecido muscular esquelético. Imagens representativas de fotomicrografias
histolégicas de cortes transversais do musculo quadriceps de animais do grupo DP-N (dieta padrao)
(A) e DIO-N nao treinados (N) (B). Quantificacdo da porcentagem de centralizacdo de nucleos (C).
Dados expressos em média + erro padrdo da média. Realizado teste-t de Student para amostras nédo
pareadas. #p<0,05 versus DP-N.
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4.4 EFEITO DO TREINO RESISTIDO, ASSOCIADO OU NAO A DIETA
HIPERLIPIDICA, NA RESISTENCIA A INSULINA

O TTI foi mensurado 48h apos a ultima sesséo de exercicio. Nesta etapa o
teste teve o intuito de avaliar quais os efeitos do exercicio resistido na dinamica da
capitacao de glicose apods estimulo de insulina exdgena. Vale ressaltar que este teste
foi escolhido em razéo do teste de tolerancia a glicose pois o intuito era avaliar a acéo
da insulina e a capacidade dos tecidos alvos em captar a glicose, e como 0s mesmos
se comportavam em jejum e em uma situacao de alta concentracdo de insulina. Nao
era de interesse testar a funcdo do pancreas em liberar insulina através de um
overload de glicose.

Apés as 26 semanas de intervencao dietética pode ser observado que o grupo
DIO-N aumentou valores tanto de glicemia de jejum (Figura 10A — p<0,001), quando
de glicose no teste de TTI (Figura 10C) e da area sob a curva do TTI (10D — p<0,001)
em comparagao com o grupo DP-N. As diferencgas significativas da Figura 10C podem
ser observados nos valores absolutos de glicose apresentados na Tabela 5. Também
ocorreu prejuizo da taxa de decaimento da glicose (kTTI) na Figura 10E (p<0,01).

Durante o TTI (em valores percentuais brutos), a glicose sanguinea do grupo
DIO-N apresentou declinio de 100% (Omin) para 80 % 4,9% (5min), 73 + 2,1% (10min),
70 £ 4,0% (15min), 64 £6,2% (20min), 62 + 7,4% (25min) e 61 £ 4,8% (30min).

Ja apos a realizagéo do exercicio fisico, embora no grupo DP+R néo tenha
ocorrido diferenca significativa nos valores de glicemia de jejum (Figura 10A) e nos
valores de glicose relacionados ao teste de TTI (Figura 10C-D e Tabela 5) quando
comparado com o grupo DP-N, houve uma grande melhora na KTTI (Figura 10E,
p<0,05). Este dado demonstra que o exercicio tem um importante efeito na depuracéo
da glicose plasmatica, caracterizando uma melhor captacéo da glicose pelos tecidos
alvo. Avaliando os efeitos nos animais que ndo fizeram controle de ingesta, mas
concomitantemente realizaram o treinamento resistido (DIO+R), todos os padrbes
avaliados também apresentaram melhoras significativas quando comparados ao
grupo DIO-N, (glicemia de jejum — p<0,001; &rea sob a curva TTI — p<0,05 e kTTI —
p<0,001).
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Figura 10: Efeitos do exercicio resistido associado ou néo a dieta hiperlipidica na glicemia de
jejum e no teste de tolerancia & insulina (TTI) ao final do estudo. Apos 6h de jejum a glicose foi
mensurada (mg/dL) - glicemia de jejum (A). Posteriormente os animais receberam 2U/kg de insulina
intraperitoneal. A glicose foi novamente mensurada nos tempos 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos pds-
insulina (B). Dados também demonstrados como a area sob a curva (C) e como taxa de decaimento
da glicose no teste de tolerancia a insulina (D). Dados expressos em média + desvio padrao. Realizada
analise de variancia ANOVA duas vias seguida pelo pés-teste de Bonferroni quando necessario. DP
(dieta padréo); DIO (obesidade induzida por dieta, do inglés diet-induced obesity); *p<0,05 versus
respectivo grupo nao treinado; #p<0,05 versus respectivo grupo dieta padrao.

Esta melhora ndo pode ser equiparada ao grupo treinado que consumiu dieta
padrdao (DP+R) pois mesmo com taxas por minuto de decaimento da glicose (KTTI)
significantemente iguais (Figura 10E), os valores absolutos de glicose plasmatica ao
longo de todo o teste (Tabela 5) se mantiveram maior no grupo sem controle de
ingesta. Este dado pode ser observado em valores percentuais onde a glicose
sanguinea do grupo DIO+R apresentou declinio de 100% (Omin) para 105 + 15,8%
(5min), 73 £ 7,8% (10min), 53 £ 6,2% (15min), 50 £ 6,1% (20min), 46 + 6,1% (25min)
e 36 = 6,9% (30min). Ja a glicose do grupo DP+R declinou de 100% (Omin) para 83 +
7,1% (5min), 54 + 7,9% (10min), 44 + 10,6% (15min), 34 + 5,9% (20min), 19 + 4,7%
(25min) e 13 £ 2,7% (30min).



Tabela 5: Valores de glicose (mg/dL) referentes ao Teste de Toler&ncia a Insulina (TTI)

Grupos 5 min 10 min 15 min 20 min 25 min 30 min
Pré- DP 137,0 (19,4) 78,3 (29,8) 66,1 (26,7) 56,0 (23,3) 46,0 (21,8) 34,4 (20,8)
exercicio DIO 175,3 (23,7)* 126,8 (10,1)* 116,6 (5,3)* 106,9 (8,4)* 101,0 (4,4)* 99,3 (5,1)*
DP-N 97,5 (27,5) 71,0 (22,0) 54,5 (27,5) 59,0 (7,0) 37,5 (5,5) 27,0 (4,0)
Pés- DP+R 102,0 (8,6)% 66,3 (9,7)% 53,5 (13,0) 42,0 (7,2) 23,0 (5,7) 15,8 (3,3)
exercicio DIO-N 120,8 (7,5)"$ 110,5 (3,1)" 105,5 (6,0)#$ 97,0 (9,3)" 94,0 (11,1)* 92,0 (7,3)
DIO+R 133,5 (20,2)* 93,8 (10,0)* 68,0 (7,9)**% 64,3 (7,8)**¢

58,5 (7,9)*"

46,5 (9,1)*

Fonte: dados da pesquisa. O teste foi precedido de 6h de jejum. Os animais receberam 2U/kg de inulina intraperitoneal. A glicose foi novamente
mensurada nos tempos 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos pés-insulina. O teste foi realizado no periodo pré-randomizac&o/pré-exercicio (semana 17)
e apos o término do estudo, caracterizado como periodo pés-exercicio (semana 26). Dados expressos em média + desvio padrdo. DP (dieta
padréo); DIO (obesidade induzida por dieta, do inglés diet-induced obesity); DP-N (DP néo treinado); DP+R (DP + treino resistido); DIO-N (DIO
ndo treinado); DIO+R (DIO + treino resistido). Para as comparacdes dentro do periodo pds-exercicio foi realizada andlise de variancia ANOVA
duas vias seguida pelo pos-teste de Bonferroni quando necessario. Para comparagdes entre os grupos DP e DIO pré-exercicio foi utilizado teste-
t de Student para amostras ndo pareadas. Para comparacdes pré e pos-exercicio realizado teste-t de Student para amostras pareadas (valor de
p especificado no préprio gréafico). Comparagées: DP vs. DP-N e DP vs. DP+R; DIO vs. DIO-N e DIO vs. DIO+R.*p<0,05 versus respectivo nao
treinado do mesmo periodo; #p<0,05 versus respectivo grupo dieta padrdo do mesmo periodo; 4p<0,05 versus DP pré-exercicio; $p<0,05 versus

DIO pré-exercicio.
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45 EFEITO DO TREINO RESISTIDO, ASSOCIADO OU NAO A DIETA
HIPERLIPIDICA, NA SINALIZACAO MOLECULAR E NA MODULACAO GENICA DA
CAPTACAO DE GLICOSE NO TECIDO MUSCULAR ESQUELETICO

4.5.1 Western Blot

Com intuito de avaliar a via molecular de sinalizacao responsavel pela captacéo
de glicose sensivel a insulina, o conteudo total e fosforilado da Proteinas Quinase B
(AKT) e da Glicogénio Sintase 3 beta (GSK3[3) foram avaliados no tecido muscular.
As imagens representativas da técnica podem ser visualizadas na Figura 11A. Nao
ocorreram diferencas significativas em ambas as moléculas quando o exercicio foi
realizado na condicdo de dieta padrdo (DP+R), nem quando os animais foram
expostos a dieta hiperlipidica (DIO-N). Porém, quando os fatores dieta hiperlipidica e
exercicio resistido foram associados (DIO+R), ocorreu um aumento do conteudo
fosforilado (em residuo de serina 473) da proteina Akt (Figura 11C), que foi
significantemente maior que ambos os grupos DP+R e DIO-N (p<0,05).

Outra molécula envolvida na captacéo de glicose que sofre influéncia direta do
exercicio fisico é a Proteina Quinase Ativada por 5° Adenosina Monofosfato alfa
(AMPKa), com seu sitio de fosforilagdo em residuo de treonina 172. A AMPK esta
envolvida na via de translocacdo do GLUT4 e € ativada pelo exercicio fisico ou pela
privagédo de nutrientes. Este quadro pode ser confirmado observando o aumento da
fosforilacdo da AMPK no grupo DP+R (p<0,001) quando comparado ao grupo DP-N
(Figura 11D). Apdés o periodo de treinamento o grupo DIO+R teve aumento
significativo na fosforizagdo da AMPK quando comparado ao grupo DIO-N (p<0,001),
e nenhuma diferenga foi observada quando comparado com o grupo DP+R (Figura
11D).
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Figura 11: Efeitos do exercicio resistido associado ou ndo a dieta hiperlipidica na via de
sinalizacdo da insulina no tecido muscular esquelético. Bandas representativas da técnica de
Western Blot no muisculo gastrocnémio (A). Conteldo fosforilado em razdo do total das proteinas
Proteina Quinase B (Akt) (B), Glicogénio Sintase 3 beta (GSK-38) (C) e Proteina Quinase Ativada por
5" Adenosina Monofosfato alfa (AMPK) (D) no tecido muscular esquelético (coleta realizada em estado
ndo alimentado, sem estimulo de insulina). Dados expressos em média + erro padréo da média.
Realizada andlise de variancia ANOVA duas vias seguida pelo pds-teste de Bonferroni quando
necessario. DP (dieta padrédo); DIO (obesidade induzida por dieta, do inglés diet-induced obesity);
*p<0,05 versus respectivo grupo ndo treinado; #p<0,05 versus respectivo grupo dieta padréo.
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4.5.2 PCR

Foi avaliado a expresséo génica de quatro moléculas envolvidas na captagéo
da glicose/exercicio: a AMPKa2 e o Substrato da toxina botulinica C3 relacionado a
Ras 1, também conhecido como Racl, a Calmodulina (CaM) e a Proteina quinase
dependente de calcio/calmodulina beta (CaMKK2B). Pode ser observado que o grupo
DIO-N apresentou um aumento da expresséo da Racl (p<0,001) quando comparado
ao grupo DP-N. O exercicio fisico por si (DP+R) também foi capaz de aumentar a
expressdo dessa molécula (p<0,01) quando comparado ao grupo nao treinado (DP-
N). Interessantemente, o grupo que consumiu dieta hiperlipidica e realizou o exercicio
resistido (DIO+R) teve a expressdo de Racl elevada em relagdo ao grupo DIO
(p<0,05), e ndo teve diferenca em relacdo do grupo DP+R (Figura 12A). As outras

analises nao apresentaram diferencas significativas entre os grupos (Figuras 12B e
Q).
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Figura 12: Efeitos do exercicio resistido associado ou néo a dieta hiperlipidica na expresséo
génica (MRNA) de moléculas envolvidas na captacéo de glicose no tecido muscular esquelético.
mMRNA do Substrato da toxina botulinica C3 relacionado a Ras 1 (Racl) (A), Proteina Quinase Ativada
por 5° Adenosina Monofosfato alfa 2 (AMPKo2) (B) e Proteina Quinase dependente de
célcio/calmodulina 2 beta (CaMKK2p) (C) em musculo gastrocnémio. Dados expressos em média +
erro padrdo da média. Dados apresentados como razdo em relacdo ao grupo DP-N (linha
basal/baseline em valor de 1). Realizado teste-t de Student para amostras ndo pareadas. A expressao
relativa do mRNA foi determinado utilizando o método 2-22Ca, DP-N (dieta padrdo néo treinado); DP+R
(DP + treino resistido); DIO-N (obesidade induzida por dieta ndo treinado); DIO+R (DIO + treino
resistido). #p<0,05 versus DP-N (linha basal). *p<0,05 versus DIO.
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4.6 EFEITO DO TREINO RESISTIDO, ASSOCIADO OU NAO A DIETA
HIPERLIPIDICA, SOBRE PARAMETROS INFLAMATORIOS E EXPRESSAO
GENICA DA VIA DAS MAPK’'S NO TECIDO MUSCULAR ESQUELETICO

As analises a seguir revelam o papel do treinamento resistido sobre
parametros inflamatérios em condi¢Bes de uma dieta hiperlipidica.

Com base no ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA) foi avaliado o
processo de ativacao inflamatoéria via fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), e pelo
aumento da Interleucina 1 beta [IL1[3]). A ingestao crénica de dieta hiperlipidica (grupo
DIO-N) foi capaz de aumentar o conteudo tanto de TNF-a (Figura 13A — p<0,001)
quanto de IL1B (Figura 13B — p<0,001), quando comparado ao grupo DP-N. O
treinamento resistido, mesmo frente ao continuo consumo da dieta hiperlipidica (grupo
DIO+R), reverteu o aumento de ambas as moléculas (TNFa e IL13) de maneira similar
(p<0,001) quando comparado ao grupo DIO-N. O mesmo grupo obteve valores

semelhantes ao grupo DP+R.
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Figura 13: Efeitos do exercicio resistido associado ou ndo adieta hiperlipidica sobre marcadores
inflamat6rios no tecido muscular esquelético. Contetdo de TNF-a (fator de necrose tumoral alfa,
do inglés tumor necrosis factor alpha) (A) e IL18 (interleucina 1 beta) (B) no musculo quadriceps. Dados
expressos em média + erro padréo da média. Realizado teste de varidncia ANOVA duas vias seguido
pelo pés-teste de Bonferroni quando necessario. DP (dieta padrao); DIO (obesidade induzida por dieta,
do inglés diet-induced obesity). *p<0,05 versus respectivo grupo ndo treinado; #p<0,05 versus
respectivo grupo dieta padrao.

Outra via avaliada foi a das Proteinas Quinases Ativadas por Mitdgeno
(MAPK’s) através da expressao génica da Quinase regulada por sinal extracelular 1

(ERK1), também conhecido como MAPK1, e da c-Jun quinases terminais N 1 (JNK1),
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também conhecida como MAPK8 (Figuras 14A e 14B respectivamente). A dieta
hiperlipidica (DIO-N) aumentou a expressao da JNK1 (p<0,05) quando comparado ao
grupo controle (DP-N). O treinamento resistido reduziu a expressao do mesmo
(p<0,05) em comparacao com o grupo DP-N. A dieta hiperlipidica continuou sendo
deletéria no grupo DIO+R pois o0 exercicio nao foi capaz de controlar o aumento da
expressdo da JNK1 neste grupo, ndo sendo capaz de equiparar os valores com seu

grupo controle (DP+R), mantendo uma diferenca significativa com o p<0,01.
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Figura 14: Efeitos do exercicio resistido associado ou ndo a dieta hiperlipidica sobre a
expressdo génica (MRNA) de moléculas da via das MAPK’s no tecido muscular esquelético.

Quinase regulada por sinal extracelular 1 (ERK1) (A) e C-Jun quinases terminais N 1 (JNK1) (B) no
musculo gastrocnémio. Dados expressos em média + erro padréo da média. Dados apresentados como
razdo em relacdo ao grupo DP-N (linha basal/baseline em valor de 1). Realizado teste-t de Student
para amostras ndo pareadas. A expressao relativa do mRNA foi determinado utilizando o método 2-
AACq DP-N (dieta padrdo néo treinado); DP+R (DP + treino resistido); DIO-N (obesidade induzida por
dieta ndo treinado); DIO+R (DIO + treino resistido); Proteinas quinases ativadas por mitégeno
(MAPK’s). #p<0,05 versus DP-N (linha basal). 4p<0,01 versus DP+R.

4.7 EFEITO DO TREINO RESISTIDO, ASSOCIADO OU NAO A DIETA
HIPERLIPIDICA, SOBRE PARAMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO NO TECIDO
MUSCULAR ESQUELETICO

Em relacdo a modulacdo de parametros do estado redox da célula no tecido
muscular esquelético, foram avaliados inicialmente a formacdo de ERO através da
oxidacédo do de DCFH (Figura 15A), e o dano oxidativo proteico através da formacao
de grupamento carbonilas (Figura 15B) e danos oxidativo lipidico (através da
formacdo de MDA (Figura 15C). Embora néo estatistico (p<0,093) houve um aumento
da oxidacdo do DCFH de 58% quando comparado ao grupo DP-N. Ja o exercicio

resistido (DIO+R), mesmo frente ao consumo da dieta hiperlipidica, foi capaz de
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reverter este quadro (p<0,05 vs. DIO-N). Nao houve diferencas significativas nos
testes de carbonilagdo proteica e lipoperoxidacdo. Porém, quando avaliadas as
enzimas do sistema de defesa antioxidantes como SOD e a CAT, o consumo cronico
de dieta hiperlipidica (grupo DIO-N) levou a uma diminuicdo da atividade de ambas,
com valores de p<0,001 quando comparado ao grupo DP-N. Ja o treinamento resistido
(DIO+R), mesmo frente ao consumo da dieta hiperlipidica, foi capaz de restaurar a
atividade ambas moléculas de defesas enddgenas a niveis basais (p<0,05 versus
DIO-N) (SOD - Figura 15D; CAT — Figura 15E).

Outro sistema de defesa antioxidante envolvido na detoxificacéo de peroxidos
organicos e inorganicos é o da oxirreducao da glutationa. Por isso foram analisados
0s conteudos da glutationa total (GSH) e da glutationa oxidada (GSSG) e calculado a
raz&o entre ambas para avaliar a eficacia do sistema. Como demonstrado nas Figura
15F-H o grupo DIO-N ndo causou prejuizos ao sistema glutationa. O exercicio
resistido, em uma condicéo de controle de ingesta (grupo DP+R), foi capaz de diminuir
o conteudo de GSSG, melhorando assim a razdo GSH/GSSG.

Também foi avaliada a expressdo génica das subunidades do complexo
proteico Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Fosfato Reduzida Oxidase (NADPH
Oxidase). Juntas, as proteinas do complexo tém a capacidade de transportar elétrons
pela membrana e formar o radical superoxido, que esta envolvido tanto em processos
fisioldgicos necessarios ao bom funcionamento celular, quanto em processos
patolégicos como o quadro de estresse oxidativo presente na obesidade. O exercicio
resistido (DP+R) foi capaz de aumentar a expressao da subunidade de membrana
NOX4 (p<0,05), da subunidade de membrana auxiliar p22°Ph>* (p<0,05), e da
subunidade citosolica p47Ph° (p<0,05) quando comparado ao grupo DP-N. Ja a dieta
hiperlipidica (DIO-N) aumentou a expressdo relativa do mRNA de todas as
subunidades avaliadas quando comparada com o grupo DP-N: as de membrana
gp91Phox (p<0,01) e NOX4 (p<0,01), da subunidade de membrana auxiliar p22Phox
(p<0,05), da subunidade citosodlica ativadora p47Phox (p<0,05), e da subunidade
citosolica auxiliar p67°P"* (p<0,001) (Figuras 16A-E, respectivamente).

Mesmo que ambos 0s grupos tenham apresentado este aumento, ele néo foi
equiparado na subunidade de membrana NOX4, onde o grupo DIO-N ainda
apresentou um aumento significativamente maior (p<0,0258) que o grupo DP+R
(Figura 16B). O exercicio resistido associado ao consumo da dieta hiperlipidica
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(DIO+R) apresentou diferenca significativa somente na subunidade gp91P"* (Figura

16A), onde houve uma reducéo da expressao (p<0,01) em relacdo ao grupo DIO-N.
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Figura 15: Efeitos do exercicio resistido associado ou néo a dieta hiperlipidica sobre parametros de
estresse oxidativo do tecido muscular esquelético. Marcador de presenca de espécies reativas através
da oxidagdo da diclorodiidrofluorescina (DCFH) por espécies reativas (A); carbonilacdo de proteinas por
espécies reativas (B); marcador de dano em lipideos através da presenca de malondialdeido (MDA), produto
da oxidacgéao de lipideos (C); atividade das enzimas antioxidantes superéxido dismutase (SOD) (D) e catalase
(CAT) (E). Glutationa total expressa através da razao (F) dos contetidos de glutationa reduzida (G) e glutationa
oxidada (H) no musculo quadriceps. Dados expressos em média * erro padrdo da média. Realizada analise
de variancia ANOVA duas vias seguido pelo p6s-teste de Bonferroni quando necessério. DP (dieta padréo);
DIO (obesidade induzida por dieta). *p<0,05 versus respectivo grupo ndo treinado; #p<0,01 e ##p<0,001
versus respectivo grupo dieta padréo.
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Figura 16: Efeitos do exercicio resistido associado ou ndo a dieta hiperlipidica sobre a
expressédo génica (mRNA) de subunidades da proteina NADPH oxidase. Isoformas de subunidades
de membrana gp91rhx (A) e NOX4 (B); subunidade citosélica ativadora p47rhox (C); subunidade
citosélica auxiliar p67rhox (D) e subunidade de membrana auxiliar p22prx (E) em musculo gastrocnémio.
Dados expressos em média + erro padrdo da média. Dados apresentados como razdo em relacéo ao
grupo DP-N (linha basal/baseline em valor de 1). Realizado teste-t de Student para amostras nédo
pareadas. A expressdo relativa do mRNA foi determinado utilizando o método 2-22C¢a, DP-N (dieta
padrdo néo treinado); DP+R (DP + treino resistido); DIO-N (obesidade induzida por dieta ndo treinado);
DIO+R (DIO + treino resistido). #p<0,05 versus DP-N (linha basal). *p<0,05 versus DIO. 4p<0,05 versus
DP+R.
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5 DISCUSSAO

No outro extremo da escala de desnutricdo, a obesidade € um dos problemas
de saude publica mais emergentes da atualidade. E uma condicdo complexa com
sérias dimensdes sociais e psicologicas que afeta praticamente todos 0s grupos
etarios e socioecondmicos, e ameaca a saude publica de paises desenvolvidos e em
desenvolvimento (WHO, 2019). Do ponto de vista biolégico, a obesidade é uma
doenca multifatorial que envolve processos bioquimicos e moleculares complexos de
varios 6rgaos e sistemas. Por isso, o conhecimento aprofundado destes processos é
necessario para melhor compreender o desenvolvimento de comorbidades, e
direcionar os biomarcadores causadores de doencas em estratégias de prevencao
personalizadas (Nimptsch et al., 2019). Para além do excesso de consumo alimentar,
ou da alimentacdo de baixo poder nutritivo e alto valor calérico, os baixos niveis de
atividade fisica ou o sedentarismo sdo comportamentos fisicos que também
contribuem para o advento da obesidade, além de serem considerados fatores de
risco para as doencas cardiovasculares e outra variedade de doencgas cronicas como
hipertensédo, doencas articulares, depresséo e, inclusive, a obesidade e a DMT2
(Warburton et al., 2006).

Com base nesse pressuposto o exercicio fisico se faz necessario para
prevencao e tratamento da obesidade e comorbidades associadas. Até o presente
momento, estudos trazem que exercicios de resisténcia e aerbbicos séao
recomendados como tratamentos eficazes para pessoas com obesidade e DMT2
(Yang et al., 2014; Xiao e Fu, 2015; Villareal et al., 2017; Garcia-Hermoso et al., 2018).
No entanto, a escolha do tipo ideal de exercicio para estas doencas deve ser
respaldada por critérios bioldgicos, que ainda precisam ser melhor investigados.
Nesse cenario, pesquisas acerca dos efeitos do exercicio aerébio ja sdo amplas e
largamente veiculadas em diferentes consensus e periddicos. Em contraste, poucas
informacgdes estdo disponiveis em torno do exercicio fisico resistido, em particular,
que detalhem com clareza os efeitos bioquimicos e moleculares no musculo
esquelético.

No presente trabalho, camundongos Swiss machos foram alimentados por 17
semanas com dieta hiperlipidica a fim de desenvolver obesidade associada a
resisténcia a insulina. Concomitante a continuidade da dieta, os animais foram

submetidos a um protocolo de exercicio resistido, de 8 semanas de treinamento.
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Para promover um quadro de obesidade associada a resisténcia a insulina,
os animais foram alimentados com uma dieta hiperlipidica e hipercaldrica (5,3kcal/g),
com acréscimo de 60,6% do valor caldrico da dieta padréo utilizada pelo grupo
controle (3,3kcal/g). Estes valores demonstram que os animais foram expostos a um
consumo calorico excessivo que esta diretamente relacionado a instalacdo do quadro
de obesidade (Howell e Kones, 2017). As fontes de gordura da dieta hiperlipidica eram
provenientes principalmente de gordura animal saturada (a banha de porco constituia
88,6% das gorduras presentes na mistura), sendo o restante 6leo de soja, totalizando
59% das calorias proveniente de lipideos. A dieta também possuia uma associacao
de 26% das calorias provenientes de fontes de carboidratos, sendo estes carboidratos
refinados (amido de milho) e sacarose.

O consumo de gorduras saturadas e sua associa¢do com a saude ainda € um
tema controverso na area académica e médica. No mais recente estudo publicado
referente a alimentacdo saudavel com base sustentavel, uma comissdo de
pesquisadores aponta que embora a ingestdo de Aacidos graxos tenha sido
extensivamente estudada em relagdo a riscos de doencas, a maioria das
recomendacdes ainda sugerem a reducéo ou limitacdo da gordura total ingerida. Eles
apontam que para que exista uma equilibrio entre sustentabilidade ambiental e
alimentacéo saudavel, é favoravel o consumo de dieta a base de plantas e a reducao
do consumo de proteina animal, reduzindo também o consumo de gordura animal
(Willett et al., 2019). Ja em um estudo coorte PURE (Estudo Epidemiolégico Urbano
e Rural Prospectivo) (Dehghan et al., 2017) nédo foi encontrado associacao entre o
consumo de gorduras totais, gorduras saturadas e insaturadas com riscos de infarto
do miocardio ou com mortalidade por doencas cardiovasculares.

Porém, é clinicamente relevante distinguir entre as fontes de gorduras
saturadas e sua relacdo com os riscos a saude. Base para esta afirma¢ao encontra-
se em outro estudo epidemiologico (estudo caso-coorte EPIC - Investigacdo
Prospectiva Européia sobre Cancer e Nutricdo), que acompanhou 12.403 individuos
com incidente de DMT2 e uma subcoorte representativa de 16.154 individuos,
demonstrou que acidos graxos de cadeia regular (acido miristico [14:0], acido
palmitico [16:0] e acido esteérico [18:0]) estdo positivamente associado com DMT2.
Em contraste, acidos graxos de cadeia impar (acido pentadecandico [15:0] e acido
heptadecandico [17:0]), bem como os acidos graxos de cadeia mais longa (acido

araquidico [20:0], acido beénico [22:0], acido tricosanoico [23:0] e acido lignocérico
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[24:0]) foram inversamente associados com o incidente da doenca. O estudo concluiu
gue diferentes acidos graxos saturados de fosfolipidios plasmaticos individuais estéo
associados com DMT2 em direcdes opostas, o que sugere que &cidos graxos
saturados ndo sao homogéneos em seus efeitos (Forouhi et al., 2014).

Outros estudos clinicos também demonstram que o consumo de gorduras
saturadas de cadeia média (contendo de 6 a 12 carbonos) melhora a composicéo
corporal reduzindo o ganho de peso, o acumulo de gordura e o armazenamento de
gordura em modelos animais, e aumentando a perda de peso em estudo com
humanos. Estes fatores ocorrem possivelmente pelo aumento do gasto de energia, da
oxidacdo de gordura e da saciedade em comparacdo com o consumo de gorduras
saturadas de cadeia longa (ver revisdo de Bhavsar e St-Onge, 2016). Porém, Turner
et al. (2009) enfatizam que a quantidade consumida é fator relevante. Mesmo frente
aos efeitos benéficos demonstrados na literatura, o0 consumo excessivo de &cidos
graxos de cadeia média (59% das calorias provenientes deste tipo de gordura) foi
tecido-dependente, induzindo resisténcia a insulina no figado no mesmo nivel que o
consumo de &cidos graxos de cadeia longa. Porém vale ressaltar que mesmo com o
consumo elevado, houve preservacdo da acédo da insulina no muasculo esquelético
associado ao potente efeito estimulador de biogénese mitocondrial. Ja o consumo de
acidos graxos saturados de cadeia longa (de 13 a 21 carbonos), segundo Luukkonen
et al. (2018) leva ao aumento dos indices de colesterol circulantes, da deposicéo de
gordura no figado, e outros fatores que podem predispor a resisténcia a insulina.

Prévios estudos (ndo publicados) conduzidos durante o periodo sanduiche
desta tese demonstram que a exposicao de células musculares L6 ao acido palmitico,
ou palmitato (C1sH3202), um acido graxo saturado de cadeia longa (16:0), pode levar
a resisténcia a insulina com déficit na captacdo de glicose dependente de insulina
(Figura Suplementar 1 — Apéndice A). Outros trabalhos também suportam estes dados
demonstrando que a exposicao de células musculares ao palmitato (1-800uM por 1h)
aumenta a fosforilagdo acetil-coenzima A carboxilase de forma dose-dependente,
consequentemente diminuindo a formacado de malonil-CoA, desinibindo a carnitina
palmitoiltransferase-1, aumentado assim a translocagédo e oxidagdo mitocondrial de
acidos graxos livres de cadeia longa, que em excesso, pode ser téxico para a célula
muscular (Fediuc et al., 2006). Outro estudo do mesmo grupo, avaliando efeitos
metabdlicos da glicose, demonstrou que exposi¢cao aguda ao palmitato (400uM por

1h) aumentou a captacdo de glicose e a sintese de glicogénio, porém com o tempo
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de incubacéo progredindo para 8h, na presenca do palmitato (exposi¢do crénica),
esses aumentos foram cessados e uma inibicdo tempo-dependente da captacéo de
glicose (~65%) e da sintese de glicogénio (~30%) foram observadas (Pimenta et al.,
2008).

Embora os acidos graxos saturados tenham seu papel essencial e indiscutivel
como moléculas biologicas ativas tanto em processos fisiolégicos como patolégicos,
varias complexidades impedem a previsdo simplificada de seus efeitos na saude.
Bahnson et al. (2014) trazem o alerta de que além de seu papel historico no colesterol
LDL sanguineo, no seu papel fisiologico associado as lipoproteinas, e respostas
glicose-insulina, seus efeitos também dependem das comparacdes e interacdes com
outros nutrientes, como proteinas e carboidratos. Por isso, 0 consumo de carboidratos
€ outro fator a ser levado em consideracdo na dieta ofertada aos animais deste
trabalho. Mesmo que a composicdo da dieta tenha somente 26% das calorias
provenientes de carboidratos, suas fontes eram basicamente carboidrato refinado
(amido de milho) e sacarose. A literatura ndo sugere uma proporcao especifica de
consumo diério de carboidratos, mas recomenda que as fontes energéticas deste
nutriente nao ultrapassem 60% do consumo total. Os autores ainda sugerem que seja
enfatizado o consumo de grdos integrais, pois o refinamento de graos leva a uma
grande perda dos nutrientes e das fibras, com grandes implicacdes negativas para a
saude (Willett et al., 2019). Estudos demonstram que os gréos refinados sdo uma
fonte importante de carboidratos de alto indice glicémico, que tém efeitos metabdlicos
adversos e que estdo associados com risco aumentado de anormalidades
metabdlicas, ganho de peso e doenca cardiovascular (Hu, 2010; Jakobsen et al.,
2010; Mozaffarian et al., 2011). Ja o consumo de graos integrais e fibras de fontes de
graos tem associacdo com reducdo do risco de doenca coronariana, DMT2 e
mortalidade em geral (Zong et al., 2016). Por fim, em relacdo a sacarose presente na
dieta dos animais destes estudo, as recomendacdes nutricionais orientam que o
consumo de acucar nao deve ultrapassar 5% do consumo energético total diario
(Willett et al., 2019). O alto consumo de agucar esta também associado ao ganho de
peso e ao DTM2 (Malik et al., 2010; Morenga et al., 2013). Todo esse apanhado de
referéncias sustenta, entdo, a composicéo da dieta hiperlipidica/hipercalérica ofertada
aos animais deste estudo para a finalidade de induzir um quadro de obesidade

associada a resisténcia a insulina.
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Devido a alimentacéao hiperlipidica ofertada, os animais alimentados com esta
dieta, durante o periodo de inducédo da obesidade (17 semanas), aumentaram quase
metade do seu peso inicial (ganho de 47% de peso corporal total) e ainda
apresentaram uma diferenca significativa de peso (27%) em relacdo ao controle da
mesma idade que consumiu dieta padréo. A diferenca de peso entre o grupo controle
e 0 grupo obeso iniciou a partir da oitava semana de dieta e se manteve até o final do
estudo.

O primeiro teste de tolerancia a insulina (TTI) foi realizado na oitava semana,
porém nao foi encontrado nenhuma alteragéo, demonstrando que mesmo 0s animais
ja apresentando alto peso, ainda ndo apresentavam resisténcia a insulina detectavel
pelo teste de TTI. O TTI foi novamente realizado novamente na 172 semana e a
resisténcia a insulina foi entdo detectada. Estes resultados corroboram com estudo de
White et al. (2013), onde animais Swiss alimentados com dieta hiperlipidica também
apresentaram aumento de peso e resisténcia a insulina com 10 semanas. A escolha
de prolongar o protocolo deste estudo por 17 semanas foi baseado no protocolo de
Wang e Liao (2012), que descreve que um modelo de obesidade induzida por dieta
em camundongos leva de 16 a 20 semanas, tempo necessario para que as multiplas
alteracdes de 6rgaos e sistemas da doenca estejam devidamente instalados.

Com os quadros de obesidade e resisténcia a insulina instalados, os animais
iniciaram o protocolo de treino de resisténcia. Avaliando os animais obesos né&o
treinados, a continuidade da dieta hiperlipidica levou ao aumento progressivo do peso
até na semana 22, sem ganho adicional até a semana 26. So et al. (2011) detectaram,
em ratos Wistar alimentados com dieta hiperlipidica que, em uma semana de
protocolo alimentar, o consumo de oxigénio aumentou em relagdo aos controles dieta
padrdo, enquanto a oxidacdo dos acidos-graxos aumentava progressivamente.
Também avaliaram neste periodo o gasto energético aumentou inicialmente, mas
depois diminuiu a medida que a atividade deambulatéria do ciclo claro/escuro atingiu
valores ~ 38% inferiores aos controles.

Mesmo frente a continuidade da ingesta da dieta hiperlipidica, o protocolo de
treinamento resistido foi capaz de impedir a continuidade de ganho de peso corporal.
Ao final do periodo experimental os animais obesos e treinados apresentaram um
menor peso que 0 grupo obeso néo treinado, bem como manteve o peso corporal
mesmo consumindo dieta hiperlipidica. Mesmo que estatisticamente a média deste

grupo nao tenha diferenca, clinicamente os valores possuem relevancia e merecem
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destaque. Dos 6 animais do grupo, 4 deles perderam peso em relacdo ao inicio do
exercicio, e somente 2 apresentaram delta positivo em relagédo ao inicio do protocolo.
Alguns dos animais chegaram a perder de 6 a 11g, o que equivale entre 10 a 20% do
peso corporal total. Com as devidas ressalvas e diferencas, em uma situagcao
hipotética de um homem adulto, medindo 1,80m, com o peso de 100kg, seu IMC seria
de 30,86kg/m?, valor dentro da faixa de obesidade grau I. Perdendo 10% de seu peso,
ele iria para 90kg, trazendo seu IMC para 27,78kg/m?, o que sairia da faixa de
obesidade para a sobrepeso; e perdendo 20% do peso corporal, ele ficaria com 80kg,
com IMC de 24,69kg/m?, ficando entdo dentro dos valores de peso e IMC normais, e
fora da faixa de risco. Desta forma, o exercicio resistido parece ser um importante
aliado para a controle de peso corporal mesmo em uma situacdo onde ndo ha controle
de ingesta.

Resultados semelhantes foram encontrados em modelos similares com ratos
Wistar onde a oferta de dieta hiperlipidica por 24 semanas levou ao aumento do peso
dos animais, e o exercicio resistido de escalada realizado por 12 semanas (associado
ao consumo da dieta hiperlipidica) foi capaz de controlar e reduzir o ganho de
excessivo induzido pela dieta (Leite et al., 2013). Porém, vale ressaltar que néao foi
possivel avaliar se o0 grupo exercicio efetivamente perdeu peso apos o inicio do
protocolo de treinamento pois 0s autores somente forneceram os dados de peso finais
de cada grupo e a comparagdo com 0 grupo obeso nao treinado. Ja trabalho de
Botezelli et al. (2016) trazem resultados que corroboram com o0s apresentados no
presente estudo onde, o treinamento de forca foi capaz de controlar a resisténcia a
insulina e a inflamacé&o independente da perda de peso em animais alimentados com
uma dieta com altas quantidades de frutose.

A alimentacdo em excesso que desencadeia este aumento de peso corporal
também esta intimamente relacionada ao acimulo de gordura. Kléting et al. (2010)
compararam individuos obesos com a mesma circunferéncia abdominal, sendo um
grupo com acumulo de gordura abdominal predominantemente subcuténeo, e o outro
com o acumulo de gordura basicamente no espaco visceral. Os resultados
demonstraram que o0s primeiros, mesmo obesos, sdo sensiveis a insulina, e o
segundo grupo, resistente a acdo do hormdnio. Os autores concluiram que a
disfuncdo do tecido adiposo, e sua relagdo com a resisténcia a insulina, é

caracterizada por predominio de acumulo de gordura visceral e que aumento do
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tamanho do adipocito (hipertrofia) € fator mais predisponente para a doenca que o
aumento do namero destes (hiperplasia).

Estas informagbes corroboram com os dados encontrados neste trabalho.
Além das alteracdes de peso corporal total, a dieta hiperlipidica foi capaz de alterar o
perfil do tecido adiposo com aumento do indice de adiposidade, aumento do peso da
gordura subcutanea inguinal e das gorduras viscerais epididimal, perirenal,
retroperitoneal e mesentérica. Também teve efeito sobre o aumento do didmetro do
adipdcito do tecido branco inguinal. Como a expanséo adiposa hipertrofica, através
do aumento do tamanho dos adipdcitos, esta associada a fendmenos prejudiciais
como o aumento da liberacdo de acidos graxos nao esterificados, liberacdo de
citocinas pro-inflamatorias, recrutamento de células imunes, hipoxia, fibrose,
diminuicdo da adiponectina e sensibilidade a insulina (Choe et al., 2016), se supde
que a diminuicdo do tamanho do adipécito ocorrida nestes estudo, em funcdo do
treinamento resistido, foi um dos fatores que contribuiu para a melhora do quadro de
resisténcia a insulina sistémico, dos parametros inflamatérios e de estresse oxidativo
do tecido muscular esquelético. Embora ndo apresentando efeito significativo sobre o
indice de adiposidade, o exercicio resistido teve uma tendéncia a diminuir este
percentual. Enquanto o grupo obeso apresentou um indice de 11,28% de gordura em
relacdo ao peso corporal total, 0 grupo obeso treinado apresentou o valor de 7,78%.

Em relacé@o ao peso individual de cada gordura avaliada, o exercicio resistido
ndo gerou perda significativa de gordura quando avaliada a média total do grupo
DIO+R. Porém, vale ressaltar este estudo avaliou as gorduras de forma
individualizada. Ja um estudo de Souza et al. (2014), utilizando absorciometria por
raios X de dupla energia ou DEXA (do inglés Dual-energy X-ray absorptiometry),
avaliou o percentual de gordura total de todo o corpo em ratos submetidos a dieta
hiperlipidica 13 semanas, e posteriormente treinados com exercicio resistido (com
continuidade da dieta). Os autores demonstram que o grupo obeso sedentério
apresentou um aumento de aproximadamente 20% de gordura corporal em relacéo
do grupo controle dieta padrdo. Ja os animais obesos submetidos ao treinamento
resistido apresentaram uma perda significativa de aproximadamente 10% em relagao
ao grupo obeso sedentario, valores estes proximos aos encontrados neste estudo, de
7,78%.

Pessoas com DMT2 também tem um risco aumentado de apresentar

7

disfuncdes musculares. Isso € considerado por varios estudo onde a DMT2 est4
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associada a fraqueza, perda de forca e poténcia muscular (Orlando et al., 2016). Outro
fator deletério importante encontrado neste trabalho, causado pelo protocolo de
obesidade, foi observado na andlise histoldgica do quadriceps. As fibras com aspecto
de estreitamento demonstram quadro compativel com hipotrofia muscular, e o nucleo
centralizado pode ser visto como consequéncia de continua tentativa de reparo de
lesédo muscular (Folker e Baylies, 2013). Estas deficiéncias podem estar associadas a
uma suposta alteracdo das células satélites do tecido muscular, o que pode
comprometer o quadro de regeneracéo do tecido (Akhmedov e Berdeaux, 2013), bem
como a glicacdo da miosina e a diminuicdo da ATP intramuscular (Challiss et al., 1990;
Ramamurthy et al., 2001).

A literatura revela explicitamente que esta modalidade de treinamento tem a
capacidade de aumentar a massa e a forca muscular em humanos e em animais
obesos/diabéticos. Castaneda et al. (2002) demonstrou um aumento de 33% na forca
muscular apos submeter pacientes diabéticos a um programa de exercicio resistido
progressivo de 16 semanas. Resultados similares foram reportados por Dunstan et al.
(2002), que documentou um aumento de 42% de forga nos membros superiores e
28% nos inferiores. Mais recentemente Larose et al. (2010) observaram um aumento
de 65% da forca dos musculos extensores do joelho e 57% de incremento nos
musculos peitorais ap0s 6 semanas de treino resistido progressivo em uma amostra
de 251 participantes portadores de DMT2. J& em modelos animais, com 0 mesmo
protocolo utilizado por nosso estudo, Hornberger e Farrar (2004) observaram um
aumento de 23% da forca do musculo flexor longo do halux, com concomitante
aumento de 24% de proteinas miofibrilares apds treinar ratos Sprague-Dawley
saudaveis por 8 semanas. E finalmente, Leite et al. (2013), apds expor ratos Wistar a
dieta hiperlipidica e realizar treinamento resistido de escalado por 12 semanas,
demonstram uma diferenca significativa 14% a mais de massa livre de gordura nos
animais obesos treinados com exercicio resistido, em comparacdo com 0s animais
obesos sedentarios.

Vale lembrar que, devido ao quadro da obesidade, a capacidade oxidativa do
musculo esquelético possivelmente encontra-se alterada. Estudos trazem que a
lipotoxicidade, em casos de obesidade/DMT2, pode afetar a capacidade oxidativa do
musculo esquelético de varias formas. Dentre elas: limitagdo da enzima carnitina
palmitoil-transferase 1 (CPT1) (Brgns e Vaag, 2009), diminuicdo da atividade das

enzimas NADH:O:2 oxirredutase e citrato sintase (Kelley et al., 2002) e diminui¢cdo da
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atividade da succinato desidrogenase (SDH) com concomitante aumento da lactado
desidrogenase (LDH) (Oberbach et al., 2006). Estas informac¢des reforcam o papel do
treinamento resistido sobre o metabolismo lipidico no musculo. E que esses efeitos
podem, em consequéncia, reduzir o tamanho do adipécito. J& que ambos os tecidos
muscular e adiposo tem alta capacidade de fazer captacao e estocar hidrocarbonetos
de multiplas fontes (gordura, carboidrato e proteina), a relativa distribuicdo pos-
prandial para a gordura ou para o musculo é um ponto determinante do tamanho da
célula de gordura. Estudos que inibiram a miostatina no muasculo esquelético,
consequentemente ativando a miogénese, observaram aumento da massa magra,
diminuicdo do tamanho dos adipécitos, melhora do metabolismo da glicose (Guo et
al., 2009), melhora da oxida¢ao de acidos graxos, do gasto energético, e da conversao
do tecido adiposo branco para tecido adiposo marrom (Dong et al., 2010). Baseado
nisso, Kuo e Harris (2016) trazem em sua revisdo que um balan¢o energético negativo
devido a competicdo do musculo esquelético por fontes de hidrocarbonetos pode ser
um modelo para explicar a redu¢do da gordura em razao do exercicio fisico.

Outra explicacdo para a diminuicdo do gordura corporal induzida pelo
treinamento esta baseada na melhora do perfil oxidativo do musculo esquelético em
razdo do modelo de treinamento resistido utilizado neste estudo. Recentemente Lee
et al. (2018) demonstraram que o modelo animal de treinamento resistido de escalada
pode melhorar o perfil mitocondrial, como também desenvolver hipertrofia do musculo
esquelético. Eles observaram, em razdo do exercicio, aumento da atividade da SDH
e da Citocromo ¢ Oxidase (COX), aumento do conteudo mitocondrial de COXIl e
Citocromo b (Cytb) e aumento do contetdo do Coativador Gama de Receptor ativado
por Proliferador de Peroxissomo 1-alfa (PCG1a) e de outras proteinas relacionadas a
membrana mitocondrial. A melhora da biogénese mitocondrial e do perfil oxidativo da
fibra muscular pode ter melhorado a oxidacéo de acidos graxos, e contribuido para a
perda de peso e a melhora do acumulo de gordura apés o treinamento resistido nos
animais deste presente estudo.

O presente trabalho também avaliou o efeito, sob a resisténcia a insulina, da
continuidade da dieta hiperlipidica por 26 semanas, e do exercicio resistido mesmo
sem controle de ingesta. Como ja esperado, os animais alimentados com dieta
hiperlipidica (DIO-N) por 26 semanas continuaram a apresentar um quadro de

resisténcia a insulina quando comparados aos animais de mesma idade, alimentados
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com dieta padrdo (DP-N). Lembrando que esta alteragao ja tinha sido encontradas na
semana 17 do estudo.

O exercicio resistido desempenhou um papel muito importante na melhora da
resisténcia a insulina. Os valores da taxa de decaimento da glicose (KTTI) do grupo
obeso treinado (DIO+R) ndo foram equiparadas ao grupo controle exercicio (DP+R)
provavelmente porque 0 grupo obeso continuava sendo alimentado com dieta
hiperlipidica. Mesmo sob essas condi¢fes, a o KTTI aumentou quando comparado
com o grupo obeso néo treinado, demonstrando que mesmo sob o efeito da dieta, 0
exercicio resistido altera o perfil metabdlico relacionado a captacdo de glicose e
melhora a sensibilidade a insulina.

Evidéncias trazem que a melhora da captacdo de glicose em funcéo do
exercicio pode ocorrer por melhora da via de sinalizagdo molecular da insulina (Di Meo
et al., 2017). Para este fator, no musculo esquelético, foram realizadas analises da via
por Western Blot. Nao foram encontrados prejuizos nos conteudos totais e fosforilados
da Akt e da GSK3B em razio da dieta hiperlipidica. Vale ressaltar que os musculos
foram coletados com o0s animais em jejum e sem estimulo de insulina. Krisan et al.
(2004) e Tang et al. (2014) também n&o encontraram alteracdo na via de sinalizacéo
de insulina utilizando o mesmo protocolo. Esses resultados podem estar relacionados
ao fato de que o tempo de vida ativa e completamente fosforilada da Akt na membrana
plasmatica é relativamente curto. Uma vez que a Akt é fosforilada, ela pode ser
detectada e pode fosforilar outros substratos até duas horas apos estimulacéo
(Manning e Toker, 2017). Observa-se, entdo, na continuidade do trabalho de Krisan
et al. (2004), onde eles fizeram perfusdo de insulina no membro contralateral ao
utilizado anteriormente, e desta vez encontraram importante diminuicdo da atividade
do IRS-1 associado com a PI3K, bem como diminuicdo da atividade da Akt nos
animais alimentados com dieta hiperlipidica, demonstrando o prejuizo da mesma
frente a via de sinalizacdo de insulina do tecido muscular. Os dados apresentados
pelo presente estudo ndo s&o suficientes para concluir se o tecido muscular
esquelético dos animais obesos esta resistente a insulina ou ndo, pois a coleta foi
realizada sem o devido estimulo da via (aplicacdo de insulina). Porém é possivel
sugerir que sim, ja que o TTI demonstrou alteracéo na resisténcia a insulina sistémica
frente ao desafio da insulina, e a literatura traz que até 75% da captacdo de glicose
dependente de insulina ocorre no musculo esquelético (Klip e Paquet, 1990). Outro

fator dando suporte a esta andlise € que, mesmo frente a altas concentracfes de
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glicose, acompanhado de um suposto quadro de hiperinsulinemia, a cascata de
sinalizacdo da insulina no grupo DIO ndo esta sendo recrutada, demonstrando
dessensibilizagao da via.

ApGs o treinamento resistido ocorreu aumento da fosforilagdo da Akt, sem
alteracdo, na fosforilacdo da GSK3pB, nos animais obesos. E dificil comparar esses
resultados com outras investigaces pois, até o momento, ndo foram encontradas
muitas publicagbes que detalhem o modelo de exercicio resistido utilizado neste
trabalho e os componentes da cascata de sinalizagdo da insulina no musculo
esquelético. Os trabalhos que mais se aproximam séo os de Tang et al. (2014) e de
Krisan et al. (2004). Este ultimo utiliza protocolo de exercicio de resisténcia em um
aparato de agachamento, onde nao ha o deslocamento do animal, fator este que difere
muito e pode interferir na comparacéo dos resultados. Ja os resultados de Tang et al.
(2014) corroboram com o do presente estudo. Com o protocolo de escalada, foi
encontrado aumento da fosforilacdo da Akt Ser*’3, como também da PI3K Tyr4%8,
aumento contetdo de GLUT4, porém sem alteracdo do conteudo de receptores de
insulina (INSR), e da fosforilagdo da GSK3B Ser®. J4 em estudo avaliando o exercicio
resistido em humanos, Deldicque et al. (2008) observaram, através de biopsia do
musculo vasto lateral, que o exercicio de resisténcia de alta intensidade inibe a
fosforilacdo da Akt Ser*”® logo apds o treinamento (30 segundos), e nédo sofre
alteracdo em um prazo de 24 horas.

A inibig&o da via da insulina no pés-treino imediato esta relacionada aumento
da adrenalina e do cortisol decorrentes do exercicio e seus efeitos em manter as
concentracfes de glicose plasmética. Estes sdo responsaveis pelo aumento da
liberag&o de glucagon, e diminui¢do da insulina (Howlett et al., 1999). Por isso, vias
de captacao de glicose ndao dependentes de insulina devem ser ativadas e modulada,
como a da AMPK (O’Neill, 2013). Esta via também foi avaliada no presente trabalho.

Primeiramente, o exercicio foi capaz de aumentar de forma expressiva a
fosforilagdo da AMPKa Thrl72, Barbosa et al. (2016), utilizando o mesmo protocolo de
exercicio resistido de escalada, encontraram os mesmos resultados em ratas Wistar
fémeas. Da mesma forma, o grupo DIO+R, que continuava sendo alimentado com
dieta hiperlipidica, também teve a fosforilagdo da AMPKa aumentada. Nao foram
encontrados na literatura trabalhos que utilizaram o protocolo de exercicio em questao
com avaliacéo do conteudo total e fosforilado da AMPK em animais obesos. A AMPK

€ comumente ativada em situacdes de privagdo nutricional, e com a aumento da razéo
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AMP:ATP, que ocorre durante o exercicio (Di Meo et al., 2017). A prolongada
exposicao ao excesso de glicose, ceramidas e DAG provenientes da lipotoxicidade,
sao fatores que diminuem a atividade da AMPK (Coughlan et al., 2015). Tomados em
conjunto, podemos supor que mesmo frente ao consumo excessivo de gordura, 0
exercicio resistido foi capaz de controlar os valores glicémicos, melhorar a oxidacdo
dos &acidos graxos, diminuindo assim a lipotoxicidade do musculo esquelético,
melhorar a sensibilidade da insulina e modular sua via de sinalizacao, permitindo um
bom ambiente celular para ativacdo da AMPK frente ao exercicio, melhorando ainda
mais a captacao de glicose independe de insulina.

A Ultima molécula avaliada no tecido muscular, envolvida na captacdo de
glicose, foi a Racl. Essa relacdo se da em razao do remodelamento do citoesqueleto
de actina realizado pela via da Racl, que da suporte para a translocacédo do GLUT4,
e consequente captacéo da glicose (Marko e Shamshoum, 2018). No presente estudo,
o exercicio fisico foi capaz de aumentar a expressdao do mRNA da Racl tanto em
situacdo de controle de ingesta, como frente ao consumo da dieta hiperlipidica.
Estudos demonstram que a via de sinalizacdo da Rac1l é disfuncional em quadros de
resisténcia a insulina (Sylow et al., 2014), e que a molécula se mostrou uma importante
reguladora da translocacdo do GLUT4 e da captacdo de glicose estimuladas pelo
exercicio aerdbico (Sylow et al., 2016). Sobre o0 aumento da expressao da Racl no
grupo DIO-N, ndo foram encontrados artigos relacionados ao aumento da
atividade/expressdo desta molécula com a translocacdo do GLUT4 e quadros de
obesidade e/ou dieta hiperlipidica. Porém, a Racl, por ser uma proteina G
sinalizadora (mais especificamente uma GTPase), também esta envolvida em outros
processos, como a ativagdo da NADPH oxidase. Bedard e Krause (2007) trazem em
sua revisao sobre as isoformas da NADPH oxidase que, como parte da ativagéo do
complexo proteico, é necessario a interacdo de uma proteina GTPase Rac com
subunidade NOX2, e que a isoforma Racl é distribuida de forma universal por todos
os tecidos. Como veremos a seguir ambos os grupos DP+R e DIO+R néo se
encontram com processo inflamatorio e quadro de estresse oxidativo presentes,
diferente do grupo DIO-N. Por isso supde-se que o aumento da expressao da Racl
nos dois primeiros grupos esteja relacionado ao exercicio resistido e a melhora da
translocacdo do GLUT4 e da captacédo da glicose, resultados estes ja acompanhados
em outros testes. Ja o0 aumento do mRNA da Racl no grupo DIO-N provavelmente
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esta relacionado ao aumento da expressdo da NADPH oxidase, como veremos a
sequir.

Outro item de relevancia avaliado neste trabalho foi o perfil inflamatorio do
tecido muscular esquelético. Como j& bem detalhado ao longo deste trabalho, o
acumulo excessivo de gordura, e principalmente a hipertrofia do adipocito, € um dos
principais fatores que desencadeia o processo inflamatorio crénico na obesidade
(Maury e Brichard, 2010). Winkler et al. (2003) demonstraram a presenca de TNF-a
em ambas gorduras subcutanea e visceral de paciente com obesidade associada a
uma resposta normal ao teste de tolerancia a glicose, quando comparado com
individuos magros. Também foi encontrada uma concentracdo aumentada de TNF-a
e do receptor-2 soluvel de TNF-a no soro dos pacientes obesos, e uma correlagao
positiva destes fatores com o volume do adipdcito de ambos os locais avaliados. Para
demonstrar a relacdo da secrecao desta adipocina com o tecido muscular esquelético,
Saghizadeh et al. (1996) avaliaram a expressao de TNF através de biépsia muscular
de 15 individuos obesos com sensibilidade a insulina em resposta a técnica de clamp
hiperinsulinémico-euglicémico. A expressdo de TNF foi quatro vezes maior nos
individuos diabéticos, do que nos pacientes sensiveis a insulina. Estes dados vao ao
encontro com o aumento de citocinas no tecido muscular dos animais obesos deste
estudo. Ambos TNF-a e IL1B foram aumentadas em razdo da dieta hiperlipidica.
Relembrando resultados ja discutidos, o exercicio resistido foi capaz de
controlar/diminuir o peso corporal total, bem como controlar de acimulo de gordura e
restaurar o quadro de resisténcia a insulina sistémica. Associado a estes resultados,
o treinamento resistido foi capaz de diminuir TNF-a e IL18 no musculo quando
comparado a um aumento ocorrido no grupo obeso. Tang et al. (2016) também
encontraram aumento de citocinas pro-inflamatérios no soro de ratos alimentados com
dieta hiperlipidica. Ambos TNF-a e IL-6 apresentavam niveis aumentados que foram
significativamente reduzidos pelo treinamento resistido.

As principais vias ativadas pelo TNF-a incluem caspases, NFKB e proteinas
quinases ativadas por mitégeno (MAPK’s). As MAPK’s ativadas transformam o
estimulo externo em respostas fisiolégicas pela fosforilagdo de substratos
downstream, incluindo fatores de transcri¢cdo, proteinas do citoesqueleto, proteinas
envolvidas na traducdo do mRNA e outras proteinas quinases que contribuem para a
especificidade, diversidade e amplificacdo da cascata (Sabio e Davis, 2014). Sadeghi

et al. (2017), em cultura de células de camundongos C2C12 expostas a 0,5mM de
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palmitato (12h), demonstram aumento da fosforilacdo da JNK e da ERK1/2
acompanhado do aumento da expressdo de TNF-a. Brown et al (2017) né&o
observaram alteracdo na fosforilagdo da ERK em ratos Zucker obesos (fa/fa)
sedentérios, e nem em obesos treinados com exercicio de resisténcia com protocolo
de agachamento. Estes resultados corroboram em partes com os dados do presente
estudo onde néo foi encontrada alteracdo da expressao génica de ERK1, porém a
dieta hiperlipidica foi capaz de aumentar a0 mRNA da JNK1 nos animais obesos.

O papel da JNK e sua relagdo com a obesidade ja esta muito bem definido na
literatura (Hirosumi et al., 2002; Solinas e Karin, 2010; Solinas e Becattini, 2017),
porém a influéncia do exercicio resistido na modulacdo molecular e génica desta via
ainda é pouco esclarecida. No presente trabalho, o exercicio resistido, sob condi¢bes
de dieta padrao, diminuiu a expressao da JNK, enquanto a associacao do treinamento
com a dieta hiperlipidica manteve aumentada a expressao génica da molécula. Estes
dados corroboram com os apresentados em estudo inducdo de sindrome metabdlico
por dieta rica em frutose, onde nao houve alteracdo da fosforilacdo da JNK em animais
sedentarios e obesos (Botezelli et al., 2016). Ja outros estudos demonstram que o
estresse mecanico no musculo esquelético leva ao aumento da fosforilacdo da JNK,
e esta pode ser responsavel pela modulacéo da via de regulacao transcricional da IL-
6, interleucina que no tecido muscular exerce um papel benéfico na sensibilizacao da
insulina (Whitham et al., 2012). A contracdo muscular também pode modular a JNK e
iniciar o crescimento muscular via fosforilagdo do fator de transcricdo, o SAMD2, em
residuos da regido de ligacdo especifica que levam a inibicAo do supressor de
crescimento, miostatina (Lessard et al., 2018). Como as evidéncias sao controversas,
mais andlises sdo necessarias para explicar a diferenca da expressédo da JNK entre
0S grupos exercitados que consumiram dieta padréo ou dieta hiperlipidica, uma vez
gue o exercicio ajuda a diminuir e controlar quadros de inflamacédo exacerbados por
ativacdo da via da JNK (Botezelli et al., 2016), mas também parece ter efeito sobre
um dos principais efeitos benéficos para a obesidade, o crescimento muscular
(Whitham et al., 2012; Lessard et al., 2018).

Mudancas no perfil redox do musculo em condi¢cdes de obesidade tem sido
observado em diferentes estudos (Kim et al., 2006; Dokken et al., 2008; Pinho et al.,
2017), porém a relacdo destas mudangas com a resisténcia a insulina ainda é
inconclusiva e parece estar intimamente associado aos niveis de ERO presentes nos

ambientes celulares. Niveis fisiolégicos de ERO sdo de extrema importancia para a
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inibicdo das PTP’s, fosfatases que desfosforilam a PIP3 bloqueando a sinalizacdo da
PI3K (Rhee, 2006; Tonks, 2006); porém o desequilibrio no estado redox da célula,
onde a producdo de ERO supera a capacidade antioxidante do tecido, pode levar a
danos oxidativos em proteinas, lipideos e DNA (D’Autréaux e Toledano, 2007), como
também a alteracdo nas via metabdlicas de sinalizacdo com consequente agravo a
sensibilidade a insulina do tecido muscular (Henriksen et al., 2011; Henriksen, 2013).

Evidéncias em humanos tem demostrado uma associagdo direta entre
marcadores plasmaticos de estresse oxidativo e, danos relacionados com a
resisténcia a insulina (Paolisso et al., 1994; Nourooz-Zadeh et al., 1997). Outros
trabalhos também ja demonstram a relacdo do estresse oxidativo no tecido adiposo e
como este quadro pode influenciar outros 6rgédos e tecido (revisdo de Matsuda e
Shimomura, 2013). Embora o aumento da presenca de ERO deste estudo nao tenha
sido estatisticamente significativo (p<0,093), o aumento de 58% da oxidacdo do DCFH
nos animais alimentados com dieta hiperlipidica pode apresentar importancia
suficiente para promover alteragdes na biologia redox, pois pequenas concentracdes
de ERO ja produzem alteragfes celulares (Kim et al., 2006). Este resultado também
veio acompanhado de uma diminuicdo significativa das enzimas de defesas
antioxidantes, a SOD e a CAT. Esses resultados podem estar relacionados com a
guantidade de gordura ingerida pelo o periodo experimental. ISso porque a exposicéo
cronica a acidos graxos de cadeia longa, pode aumentar a producdo de ERO de
origem mitocondrial, o que estd associada com concomitante dano em DNA
mitocondrial, disfuncédo mitocondrial, bem como inducédo de resisténcia a insulina por
ativacdo da JNK (Yuzefovych et al., 2010). Outro fator pode decorrer de um aumento
da expressao génica de subunidades da NADPH oxidase, também observado neste
trabalho. Resultados similares foram encontrado por Figueiredo et al., (2015), onde o
aumento da producdo de ERO no tecido muscular, em um quadro de resisténcia a
insulina induzida por dieta, foi consequéncia da ativacdo/aumento da expressao da
NOX2, sendo que 0 nocaute da mesma, protegeu contra os efeitos deletérios da dieta.

No sentido de avaliar os efeitos do exercicio sobre as alteracbes redox da
célula, foi observado que o treinamento resistido foi capaz de reverteu o aumento da
oxidagdo do DCFH, e restaurar a atividade da SOD e da CAT, mesmo sob a
continuidade da dieta hiperlipidica. Os resultados positivos do exercicio resistido estdo
possivelmente associados com a capacidade do exercicio em promover uma

modulacdo dos sistemas antioxidantes para além da atividade de enzimas
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antioxidantes primarias como SOD e CAT. Um dos mecanismos que pode ser
mediados pelo exercicio resistido é a translocacédo do Fator Nuclear Eritroide 2 — tipo
2 (NRF2) para o nucleo e promover a expressao diversas enzimas antioxidantes como
NADPH Quinona Oxirredutase 1 (NQO1) e Heme Oxigenase 1 (HO1), que ajudam a
detoxificar o sistema bioldgico e contribuir para a reducéo do estresse oxidativo (Done
e Traustadottir, 2016).

Analisando a expressdo da NADPH oxidase sob a influéncia do exercicio
resistido, este imprimiu aumento na expressdo das subunidades avaliadas sob
condi¢Ges de dieta padrado, com excecéo da gp91°P"®. Mesmo que este aumento tenha
se equiparado ao aumento da expressdo da NADPH oxidase em razdo da dieta
hiperlipidica, vale ressaltar que esta alteracdo causada pelo exercicio ndo esta
acompanhada de um desequilibrio do estado redox da célula. Com isso pode-se supor
gue esta alteracdo nado esta relacionada a instalacdo de um quadro de estresse
oxidativo, e sim a um aumento da expressdo da NADPH oxidase relacionado a uma
melhora do processo de “explosao respiratéria”, levando a uma resposta imune mais
eficiente. Levada-Pires et al. (2007), através de treinamento em esteira, encontraram
resultados similares em neutrofilos obtidos através de lavagem intraperitoneal, e
Sakellariou et al. (2014), em reviséo de literatura, concluiram que a NADPH oxidase
€ uma das principais geradoras de superéxido durante a contragcdo do musculo
esquelético. Por fim, vale lembrar que niveis fisiol6gicos de ERO trazem beneficios a
sensibilidade da insulina em pacientes saudaveis (Loh et al., 2009), e que a geracdo
de ERO, induzida pela contracdo, também tem demonstrado desempenhar uma
importante funcédo fisiolégica na regulacdo da producdo de forca muscular e das
respostas adaptativas induzidas pela contracdo das fibras musculares ao treinamento
fisico (Powers et al., 2011). Exemplo disso é o aumento do célcio intracelular mediado
por receptores inositol 1,4,5-trifosfato, em razéo da producao de ERO proveniente da
NADPH oxidase demonstrando por Espinosa et al. (2009).

Como visto, o aumento da NAPDH oxidase poder ser tanto benéfico quanto
trazer maiores danos oxidativos a célula. Avaliando o efeito do exercicio resistido
deste estudo, associado a dieta hiperlipidica, observou- se que o grupo obeso treinado
apresentou aumento da expressao das subunidades da enzima tanto quanto o grupo
treinado dieta padréo, e o grupo obeso nao treinado (na relacao vezes em relacéo ao
DP-N). A fim de avaliar se este aumento esta associado aos efeitos deletérios da dieta

hiperlipidica, ou aos efeitos benéficos do exercicio, o cruzamento com os resultados
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bioquimicos de estresse oxidativo foram analisados. Levando em consideracao que o
grupo obeso treinado (DIO+R) apresentou os mesmos padrdes de oxidacdo de DCFH,
atividade da SOD e da CAT que o grupo treino resistido + dieta padrao (DP+R), pode-
se supor que nao existe desequilibrio do balanco redox no tecido muscular deste
animais, e portanto o aumento da NADPH oxidase no grupo DIO+R é em funcao dos
efeitos benéficos do exercicio resistido, tanto que em todas as subunidades o
comportamento entre esses dois grupos foram iguais. Para melhor elucidar o papel
da NAPH oxidase no exercicio resistido, mais dados e estudos sdo necessarios.
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6 CONCLUSAO

Tomados em conjunto, nossos resultados demostraram um importante efeito
do exercicio resistido sobre o controle/estabilizacdo do peso corporal e no acumulo
de gordura corporal. Também foi observado um importante controle/reducédo no
diametro do adipdcito, que como demonstra a literatura, € uma das caracteristicas do
tecido adiposo branco que desencadeiam o processo inflamatério que leva a
resisténcia a insulina. Associado a melhora desses processos, o exercicio resistido foi
também capaz de melhorar a sensibilidade a insulina, controlar a glicemia de jejum
revertendo assim o quadro de resisténcia a insulina observado prévio ao inicio do
protocolo de treinamento. Vale ressaltar que a melhora de todos esses processos
ocorreu mesmo sem controle de ingesta. Ou seja, 0s animais continuavam sob os
efeitos maléficos da ingesta da dieta hiperlipidica, o que demonstra um efeito ainda
mais promissor do exercicio frente ao quadro de obesidade.

Para além dos resultados clinicos, este trabalho foi um dos primeiros a
demonstrar, em um unico estudo, a influéncia do exercicio resistido associado ao
modelo de obesidade e sua relacdo com: o tecido muscular esquelético e a via
molecular e génica de captacao de glicose dependente e independente de insulina,
parametros de estresse oxidativo e parametros inflamatérios. Também traz sua
relacdo com a modulacdo de alguns parametros de danos genotdxicos em sangue e
figado. Ficou demonstrado que existe uma importante alteracéo do perfil histolégico
do tecido muscular frente ao modelo de obesidade, com aparente hipotrofia muscular
e centralizacao de nucleo. Esse € um importante déficit encontrado na obesidade pois
traz consequéncias funcionais aos pacientes portadores de DMT2. Este trabalho
corroborou com a literatura demonstrando que essas alteragdes podem ter ocorrido
em funcdo da alteracdo do metabolismo da captacdo de glicose, em razdo da
resisténcia a insulina sistémica observada no TTI, a alteracdo do estado redox do
musculo esquelético, bem como aumento dos niveis de citocinas inflamatorias como
TNFa e IL1B. Porém, mais estudo sdo necessarios para melhor elucidar o papel da
ERO na sinalizagdo de insulina e no processo de obesidade.

J& o exercicio resistido foi capaz de melhorar o perfil molecular da via de
captacédo de glicose através do aumento da fosforilacdo da Akt Ser*’® e da AMPK
Thri’?2, o que pode ter auxiliado diretamente a melhora da resisténcia a insulina

instalada pela obesidade por melhorar a captacdo de glicose pelas células
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musculares. Como também houve aumento da expressdo da Racl, molécula que
auxilia na organizacdo dos filamentos de actina da célula para translocacdo do
GLUT4, pode-se supor que este tenha sido outa via ativada pelo exercicio para a
captacao de glicose, mas para confirmar estes dados mais estudo sobre associando
este resultado e a translocacdo do GLUT4, e a presenca da vesicula na membrana
plasmatica, sdo necessarios. O exercicio resistido também foi eficiente em reequilibrar
o balanco redox do tecido muscular, aumentando/restaurando a atividade da SOD e
da CAT, bem como controlar os niveis exacerbados de citocinas inflamatérios gerados
em funcdo do processo de obesidade/resisténcia a insulina. Como as analises
biogquimicas e moleculares foram feitas somente ao final do estudo, ndo se pode
afirmar se o exercicio protegeu contra os danos da dieta hiperlipidica, ou se os
reverteu, pois, as mesmas analises ndo foram realizadas ao final do protocolo de
inducao de obesidade e previamente ao inicio do exercicio. Para melhor entendimento
deste processo, estudo futuros adotando esta metodologia sdo necessarios.

Desta forma, os resultados deste estudo demonstram que o exercicio
resistido, além dos beneficios j& conhecidos de aumento de massa e da resisténcia
muscular, pode ser um grande aliado no processo de saude relacionado a abordagem
terapéutica da obesidade, principalmente na melhora da sensibilidade a insulina e da
captacdo da glicose, processos relacionados a resisténcia a insulina, uma das

principais comorbidades vinculando a obesidade e a DMT2.
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APENDICE A
Figura Suplementar 1
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Figura Suplementar 1: Efeitos da exposi¢cao ao palmitato na captacéo de glicose estimulada por
insulina e na sinalizagdo molecular da insulina em células musculares L6. Efeito de 24 horas de
exposicdo ao palmitato (400uM) sobre condicBes basais e com estimulo de insulina (100nM): na
captacao de glicose (protocolo 3H 2-Deoxy Glicose) (A); e na fosforilacdo da Akt (B), GSK3a (C) e
GSK3B (D). As células-controle receberam somente albumina livre de acido graxo. Dados expressos
em média + erro padrdo da média. Na figura A: *p<0,05 versus todas as outras condi¢gdes. Nas figuras
B-D: *p<0.05 vs Con Basal; #p<0.05 vs PA Basal e Con Insulina; 4p<0.05 vs Con Insulina. Materiais e
métodos descritos abaixo.
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MATERIAIS E METODOS - Figura Suplementar 1

S.1.1 Cultura de Células L6

Mioblastos de ratos (L6) foram gentilmente doados pelo professor Dr. Rolando
Ceddia da York University (Toronto, Canada). As células musculares L6 foram
cultivadas em aMEM contendo 10% (v/v) SFB, 100U/ml de penicilina, 100mg/ml de
streptomicina e antimicotico (meio de crescimento), em uma atmosfera umidificada a
95% de O2 e 5% de CO2, a 37°C (Pimenta et al., 2008). Para procedimentos
experimentais, as células foram semeadas em placas de 24 pocos para captacao de
glicose, ou seis pogos para lisado celular, em meio de diferenciagédo (dMEM contendo
2% (v/v) SFB).

S.1.2 Resisténcia a Insulina

Baseado em estudo prévio (Pimenta et al., 2008) as células foram expostas a
400uM por 24h. As células/pocos controles receberam somente BSA livre de acido
graxo, 12.5% (p/v). Nos pocos selecionados receberam insulina (100nM) 30 minutos

antes do término do periodo total de exposi¢céo ao palmitato.

S.1.3 Complexo Palmitato e Albumina

O palmitato (160mg) foi dissolvido em 0.1 ml de NaOH 10N com vortex
continuo (1 — 2 min) e entao foi lentamente adicionado a 30 ml de aMEM pré-aquecido
(50°C) contendo 12.5% (p/v) de albumina livre de acido graxo (fatty free-acid BSA). A
solucéo foi protegida da luz e mantida em banho maria de 3h a 4 h por 50°C. Apés, o
pH foi ajustado para 7.4 e a solucéo foi filtrada para eliminar todo o palmitato n&o
dissolvido. Um volume de 6ml da mesma solugéo contendo BSA livre de acidos graxos
12.5% (p/v) e NaOH 10N foi preparado da mesma forma para ser utilizado no
tratamento dos grupos controles (0os que nao receberam palmitato). A concentracéo
do palmitato nas solugcdes foi determinada utilizando o NEFA kit (Waki Chemicals,
Inc.). Aliquotas estéreis das solugbes foram armazenadas no -20°C para todos os

experimentos realizados.
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S.1.4 Captacao de Glicose

Apés cada tratamento/exposicdo especificos as células foram lavadas duas
vezes com solucao-tampéo Hepes (HBS) em temperatura ambiente e entdo aspirada
todo tampao remanescente. Para captacdo especifica, foi adicionado 200ul de
Solucéo de Transporte (10uM 2-Deoxy Glucose, 0.5uCi/ml 3H 2-Deoxy Glucose (35-
45 com/pmol, NEN:NET-549)) por poc¢o (placa de 24 pocos). J4 para captacdo nao
especifica, foi utilizado Solugdo de Transporte contendo 10uM de Cytochalasin B nos
pocos selecionados. Incubado 5 minutos em temperatura ambiente com ambas
solucbes de transporte e entdo aspirado rapidamente todo volume liquido e lavado
cada poco com solucdo salina 0.9% resfriada e, apés, aspirado novamente todo o
tampéo remanescente. Ao final, adicionado 250ul de 0.05N NaOH em cada pogo. As
células foram lisadas no agitador orbital, em alta velocidade, por aproximadamente 20
minutos, sendo 200ul utilizados para leitura em cintilador, e 20ul estocados para

posterior determinacgéo da quantidade de proteina pelo método de Bradford.

S.1.5 Western Blot

Apos cada tratamento/exposicdo especifico as células foram lavadas com
tampao fosfato-salino (PBS) resfriado e em seguidas lisadas com o cell scraper em
tampao de lise com inibidores de proteases (cOmplete ULTA tablets) e de fosfatases
(PhosStop) e uma aliquota de cada amostra foi utilizada para determinar a
concentracdo de proteinas pelo método de Bradford. As amostras foram diluidas 1:1
em Laemmeli sample buffer (62.5mM Tris-HCI, pH 6.8; 2% (wt/vol) sodium dodecyl
sulfate; 50mM DTT; 0.01% (wt/vol) bromophenol blue) e aquecidas a 95°C por 5
minutos antes de serem pipetas em gel de dodecil sulfato de sodio-poliacrilamida gel
(SDS-PAGE), e entéo transferidas para membranas de difluoreto de polivinilo (PVDF)
(Bio-Rad Laboratories). Aliquotas do lisado de célula contendo 10ug de proteinas
foram utilizadas para determinar o conteudo de Akt total, p-Akt, GSKa total, p-GSKa/j3,
AMPKa total, p-AMPKa GAPDH, B-actina. Os blots foram escaneados e a densidade
foi mensurada pelo programa Scionlmage. Os valores (expressos em unidades
arbritarias) foram obtidos dividindo a densidade da banda de interesse pela densidade

da banda da respectiva B-actina do mesmo blot. Similarmente, os valores das



121

proteinas fosforiladas foram normalizados pelo valor de suas proteinas totais (ex. p-

Akt normalizada pela Akt total).

S.1.6 Andlise estatistica

Os dados foram expressos em média e erro padrdo médio e analisados
estatisticamente pela andlise de variancia (ANOVA) two-way, seguido pelo teste post
hoc Bonferroni. O nivel de significancia estabelecido para o teste estatistico é de

p<0,05. Foi utilizado o GraphPad Prism versao 5 como pacote estatistico.
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ANEXO A
Parecer Consubstanciado do Comité de Etica Em Animais (CEUA — UNESC)



& #CEUA x

Universidade do Extremo Sul Catarinense

Comisséo de Etica no Uso de Animais

Resolugdo )
A Comissdo de Etica no Uso de Animais, normatizada pela Resolugdo n.
02/2011/Camara Propex e pela Lel Federal 11.794/08, analisou o projeto abaixo.

Protocolo: 067/2014-2

Professor responsavel: Ricardo Aurino de Pinho

Equipe: Pauline Souza Effting

Titulo: “0O papel da AMPK na inibigao do sistema NADP({H) oxidase e na
regulagao da homeostase do calcio em misculo esquelético e cardiaco de
animais expostos a dieta hiperlipidica: um possivel efeito regulatorieo do
exercicio sobre a resisténcia a insulina™

Este projeto foi Aprovado em seus aspectos éticos e metodolégicos. Toda e
qualquer alteragdo do Projeto devera ser comunicada & CEUA. Foi autonizada a
utilizagdo do total de 132 Ratos Wistar de 60 dias, pesando aproximadamente 250
g. Os membros da CEUA nao participaram do processo de avaliagdo dos projetos
em que constam como pesquisadores. Para demais duvidas, contatar a CEUA
pelo e-mail ceua@unesc.net. .

The Ethics Commitee on Anmimal Use on Research, sanchoned by the
resolufion number 02/2011/Camara Propex, in accordance with federal law number
11.794, has analyzed the following Project:

Protocol number: 067/2014-2
Principal Investigator: Ricardo Aurino de Pinho

Researchers: Pauline Souza Effting

Project title: “The role of AMPK in the inhibition of NADP{H) oxidase system
and in the regulation of calcium homeostasis in skeletal muscle and heart of
animals exposed to high-fat diet: a possible regulatory effect of exercise on
insulin resistance”

The project was Approved in its ethical and methodological aspects. Any
alteration of the onginal version of this project must be previously submitted to the
Commitee for further analyzes. May you have further questions, please contact us
on www.unesc.nel/propex/ceua or by e-mail: ceua@unesc.net.

Cricitima, 02 de dezembro de 2014.

Aeonteiizen E%ﬁfsa

Coordenador Adjunto da CEUA
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