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RESUMO

Lactacdo € considerada um periodo critico do desenvolvimento para o organismo
sendo uma das janelas de programacao metabdlica. Intervengées hormonais ou
nutricionais nesta fase podem pré-dispor o organismo a doencgas na idade adulta,
em especial a obesidade. Associado a obesidade estao diversas comorbidades, das
quais se destacam a resisténcia a insulina e alteragdes no metabolismo da glicose.
O exercicio fisico atua como fator preventivo e de tratamento, capaz de promover
alteracbes teciduais que levam a perda de peso e melhora da responsividade a
insulina. O presente trabalho investigou o metabolismo da glicose no tecido
muscular esquelético (ME) e adiposo visceral em ratos obesos-induzidos por
reducdo de ninhada e os efeitos do exercicio fisico cronico precoce nestes animais.
Ninhadas de ratos Wistar foram padronizadas em 10 filhotes por ninhada até o 3° dia
de vida, posteriormente foram reajustadas em Grupo Controle (C), 10 filhotes e
Grupo Obeso-induzido (OB), 3 filhotes por ninhada. Aos 21 dias houve o desmame e
a subdivisdo em 4 grupos: controle sedentario (CS), controle exercitados (CE),
obeso-induzido sedentario (OBS) e obeso-induzido exercitado (OBE). O protocolo de
exercicio fisico consistiu em natagdo 3x/semana/30min. Avaliou-se ganho de massa
corporal (lactagao e 22-90 dias) e consumo alimentar (22-90 dias). Aos 85 dias foi
realizado teste de tolerancia a insulina (ITT). Apos ortotanasia, 90 dias, amostras de
tecido foram dissecadas, pesadas e armazenadas. Parametros plasmaticos de
glicemia, colesterolemia e triacilglicerolemia foram mensurados. Musculo séleo e
tecido adiposo perigonadal foram submetidos a incubacao na presenca ou auséncia
de insulina (10mU/ml) com adi¢do de %)Ilcose (5,6 mM), 0,1 uCi / ml de D-[U- -4C]
glicose e 0,1 uCi / ml de 2-desoxi-D-[°H] glicose, para avaliagcdo da producgao de
lactato total e radiomarcado. A expressédo protéica do GLUT4(séleo e tecido
adiposo) e do PPARy(depésitos viscerais de gordura) foram determinados. O % de
acido graxo (AG) do plasma, figado e gorduras perigonadal, retroperitoneal e
mesentérica foi identificado e quantificado por HPLC. O conteudo de glicogénio
muscular e dos depdsitos de gordura foi mensurado. Os dados foram expressos
como média + SEM, submetidos a analise de varidncia ANOVA de duas vias, tendo
como fatores a obesidade e exercicio, (pdés teste Bonferroni entre pares
selecionados) e Teste t de Student’s (p<0,05). Houve aumento da massa corporal na
lactacdo e na vida adulta, acompanhado do aumento dos depoésitos viscerais e
resisténcia a insulina nos obesos-induzidos. Nao houve alteragdo nos padrdes
bioquimicos plasmaticos.O musculo séleo apresentou-se responsivo ao estimulo
insulinico, comparada a menor responsividade da gordura visceral aos 90 dias.A
natagdo conteve o aumento dos depdsitos viscerais, promoveu aumento da gordura
marrom e maior sensibilidade a insulina em ambos os grupos exercitados. Houve
aumento na expressao do GLUT4 no ME nos animais CE e na gordura visceral de
ambos os grupos exercitados. Houve alteracdo no % de AG tecidual em funcéo da
obesidade e do exercicio. Desta forma, o maior aporte cal6rico promovido pela
reducao de ninhada no periodo lactacional favoreceu a instalagdo da obesidade,
induziu resisténcia a insulina e alteracdes no % AG, estando a musculatura ainda
responsiva a insulina aos 90dias apresentando alteragdes metabdlicas no TA
visceral. O exercicio fisico crdnico precoce conteve a instalacdo da obesidade
acompanhado da manutencgao da responsividade a insulina na ME.

Palavras-chave: Obesidade. Programacao metabdlica. Musculo. Tecido
adiposo. Lipidios.



ABSTRACT

Lactation is considered a critical period of development for the body being one of the
windows of metabolic programming. Hormonal or nutritional interventions at this
stage may pre-dispose the body to diseases in adulthood, especially obesity.
Associated with obesity are several comorbidities, such as insulin resistance and
changes in glucose metabolism. Physical exercise acts as a preventive and
treatment factor, capable of promoting tissue changes that lead to weight loss and
improved insulin responsiveness. The present work investigated the metabolism of
glucose in skeletal muscle tissue and visceral adipose in obese rats induced by litter
reduction and the effects of early physical exercise in these animals. Wistar rats were
standardized on 10 pups per litter until the third day of life, later they were readjusted
in Control Group (C), 10 pups and Obese-induced Group (OB), 3 pups per litter. At
21 days, weaning and subdivision were performed in four groups: sedentary control
(CS), exercised control (CE), obese-induced sedentary (OBS) and obese-induced
exercise (OBE). The physical exercise protocol consisted of swimming
3x/week/30min. Body weight gain (lactation and 22-90 days) and food consumption
(22-90 days) were evaluated. At the 85th day, an insulin tolerance test (ITT) was
performed. After orthatanasia, 90 days, tissue samples were dissected, weighed and
stored. Plasma parameters of glycemia, cholesterolemia and triacylglycerol were
measured. The soleus muscle and perigonadal adipose tissue were incubated in the
presence or absence of insulin (10mU/ml) with addition of glucose (5.6mM), 0,1
uCi/ml D-[U-"*C] glucose and 0,1 uCi/ml of 2-deoxy-D-[*H] glucose, for evaluation of
total and radiolabelled lactate production. The protein expression of GLUT4 (sole and
adipose tissue) and PPARYy (visceral fat deposits) were determined. The percent of
fatty acid (AG) in plasma, liver and perigonadal, retroperitoneal and mesenteric fats
was identified and quantified by HPLC. The content of muscle glycogen and fat
deposits was measured. Data were expressed as mean £ SEM, submitted to analysis
of variance of two-way ANOVA, including obesity and exercise (Bonferroni test
between selected pairs) and Student's t test (p <0,05). There was an increase in
body mass in lactation and in adulthood, accompanied by increased visceral deposits
and insulin resistance in obese-induced. There was no change in plasma
biochemical patterns. The soleus muscle was responsive to the insulin stimulus,
compared to the lower responsiveness of visceral fat at 90 days. Swimming
contained an increase in visceral deposits, increased brown fat and increased insulin
sensitivity in both groups. There was an increase in the expression of GLUT4 in ME
in CE animals and visceral fat in both groups. There was alteration in the percentage
of tissue AG as a function of obesity and exercise. Thus, the higher caloric intake
promoted by litter reduction in the lactational period favored the establishment of
obesity, induced insulin resistance and changes in % AG, and the musculature was
still responsive to insulin at 90 days presenting metabolic alterations in visceral TA.
The early chronic physical exercise contained the installation of obesity accompanied
by the maintenance of insulin responsiveness in ME.

Key words: Obesity. Metabolic programming. Muscle. Adipose tissue. Lipids.
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1. INTRODUCAO

1.1. OBESIDADE E ALTERAGOES NO METABOLISMO PERIFERICO

Nas ultimas trés décadas a obesidade bem como o numero de patologias
associadas ao aumento do tecido adiposo tomou niveis alarmantes (NEWTON et al.,
2017). Atencao especial vem sendo requerida para as crescentes taxas de
obesidade na populacdo mais jovem e em criangas. Segundo a Organizagéo
Mundial da Saude (OMS), em 2015 mais de 42 milhdes de criangas com até 5 anos
apresentavam sobrepeso e mais de 600 milhdes de adultos com mais de 18 anos
eram obesos (OMS, [s.d.]). A obesidade é uma doencga de causas multifatoriais, em
que o estilo de vida (alimentagdo, sedentarismo) aliado a pré-disposicdo genética
sédo fatores determinantes para seu desenvolvimento e instalacdo (VILLANUEVA-
ORTEGA; GARCES-HERNANDEZ; GARIBAY NIETO, 2017;VICKERS, 2014).

Atualmente, sabe-se que as desordens metabdlicas instauradas na obesidade
contribuem para a crescente taxa de doencas cardiovasculares, hipertensao,
hepatoesteatose, diabetes tipo 2, resisténcia a insulina entre outras doengas (CAO,
2014). A resisténcia a insulina €& processo chave presente em diversas
fisiopatologias. Em individuos obesos os principais tecidos periféricos (figado, tecido
adiposo e musculo esquelético) relacionados com a homeostase energética
apresentam alteragdes em relagdo ao estimulo insulinico (CHOE et al., 2016).

A resisténcia a insulina esta relacionada a disfungdes no metabolismo
energético dos tecidos periféricos, em especial tecido muscular esquelético e
adiposo, implicando na alteragdo da homeostase energética periférica e central
(GOODPASTER; SPARKS, 2017). Em individuos obesos e resistentes a insulina
destaca-se as alteragbes na homeostase glicémica e a incapacidade de alternar
entre os substratos energéticos utilizados pelos tecidos em estado de jejum e poés-
prandial (alimentado) em tecidos como o adiposo e o muscular esquelético. Esta
capacidade de alternar entre uso da glicose (estado alimentado, dependente da
acdo da insulina) e acidos graxos (em jejum) é denominada de flexibilidade
metabdlica (MUOIO, 2014; SPARKS et al., 2009).

Neste contexto destaca-se a flexibilidade metabdlica do tecido muscular, o

qual é responsavel pelo consumo da maior parte da glicose ingerida, 70 a 80%, e é
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dependente da acdo insulinica para captagdo e posterior metabolizagcdo de
carboidratos (SPARKS et al.,, 2009). A musculatura esquelética também
desempenha importante papel sobre o metabolismo lipidico, onde no jejum os
acidos graxos representam até 90% da energia fornecida para este tecido. Em
condigcbes metabodlicas normais os musculos oxidam predominantemente acidos
graxos durante o jejum e alternam para a glicose pods-alimentagdo. Esse processo
de alternar entre os substratos energéticos possibilita que o metabolismo passe do
estado catabdlico ao anabdlico repondo reservas energéticas na musculatura (figado
e tecido adiposo também). A insulina liberada em resposta a alimentagao tem papel
chave nesta capacidade de alternancia. Assim a resisténcia a acado da insulina
implica na inflexibilidade metabdlica dos tecidos (GOODPASTER; SPARKS, 2017).
Em individuos obesos e resistentes a insulina essa capacidade de preferéncia a
diferentes substratos energéticos em jejum e pds-prandial torna-se comprometida
(GOODPASTER; SPARKS, 2017; SPARKS et al., 2009).

As disfungdes do tecido adiposo ndo sao decorrentes apenas da expansao do
tecido, mas a quaisquer condi¢gdes que afetam seu funcionamento. Visto que o
tecido adiposo além de fornecer lipidios como suprimento energético € também
importante 6rgdao endocrino central na secrecdo de moduladores para controle do
metabolismo, sua disfungao leva a altera¢cdes metabdlicas generalizadas (CHOE et
al., 2016). No tecido adiposo resistente a insulina fatores secretados por ele para
regulacédo do metabolismo e lipdlise encontram-se alterados, associados a condigao
de estado inflamat6rio de baixo grau, acumulo de gordura ectdpica e lipotoxicidade.
Estas condigdes favorecem desenvolvimento de desordens metabdlicas e instalagéao
de fisiopatologias ligadas ao aumento de peso (GOOSSENS; BLAAK, 2015).

1.2. TECIDO ADIPOSO E FISIOPATOLOGIAS NA OBESIDADE

Como orgao endocrino-metabdlico o tecido adiposo € capaz de integrar
sinais neuroenddcrinos, secretar substancias sinalizadoras que controlam o
equilibrio energético sistémico, como a leptina, as quais agem em grupos neuronais
hipotalamicos envolvidos na regulagdo da ingestdo alimentar, armazenamento
energético e saciedade (BOGUSZEWSKI; PAZ-FILHO; VELLOSO, 2010; CHOE et
al., 2016).



16

Os depdsitos de gordura sao divididos em trés grandes tipos, de acordo com
suas caracteristicas estruturais, funcionais e bioquimicas, sendo: a) O tecido
adiposo branco, subdividido em visceral (mesentérica, retroperitoneal e perigonadal)
e subcutaneo; b) adiposo marrom (cervical, paravertebral e supraclavicular) e c)
tecido adiposo bege, o mais recente tipo de gordura descoberto, formando
aglomerados localizados dispersos entre o tecido adiposo branco (CHOE et al.,
2016; ROSEN; SPIEGELMAN, 2014).

Os diferentes depésitos de tecido adiposo se desenvolvem em periodos
distintos ao longo do desenvolvimento. Em roedores os primeiros depdsitos a se
desenvolver sdo perigonadal (depdsito de gordura visceral) e subcutaneo, sendo o
mais tardio, mas logo em seguida outros depdsitos de gordura visceral (ou omental).
O periodo de maior expansao dos depdsitos de gordura em roedores € logo apos o
nascimento. Nos humanos o crescimento tem inicio no segundo trimestre de
gestacéo, havendo depésitos viscerais e subcutdneos bem desenvolvidos logo apos
o nascimento (GIRALT; VILLARROYA, 2013; ROSEN; SPIEGELMAN, 2014). O
tecido adiposo marrom tem seu desenvolvimento precoce durante a gestacgao,
havendo pico maximo de seu tamanho no nascimento, quando o organismo requer
termogénese elevada, e reduz em propor¢ao durante o crescimento em humanos. O
tecido adiposo bege deriva das mesmas células precursoras de adipécitos brancos,
havendo regulacao distinta para sua diferenciacdo em adipdcitos beges (GIRALT,;
VILLARROYA, 2013).

Na obesidade, a gordura visceral, considerada mais prejudicial, esta em
maior propor¢do em relagdo a subcutanea. A localizagdo destes dois depdsitos
reflete em diferengcas funcionais, nivel de mobilizacdo lipidica, maturacéo e
especialmente na produgao de adipocitocinas (LE, 2000; TCHKONIA et al., 2013).
Os depositos viscerais apresentam maior atividade lipogénica e lipolitica, além da
elevada secregao de citocinas de perfil pro-inflamatorio (WRONSKA; KMIEC, 2012).

O ganho de massa adiposa é processo dinamico e influenciado por fatores
nutricionais. O microambiente tecidual sofre alteracbes quanto ao tipo e numero de
células que refletem diretamente na funcionalidade desse tecido. Comumente
tecidos adiposos obesos apresentam adipocitos hipertroficos associados a infiltrados
celulares pro-inflamatérios, expressdo de citocinas pré-inflamatérias, ambiente

necrotico e hipoxico (CHOE et al., 2016). Citocinas pro- e anti-inflamatérias sao



17

secretadas no tecido adiposo por componentes do sistema imunolégico. Destaca-se
o desequilibrio na producdo de adipocinas pelo tecido adiposo em expansao
patolégica. Neste tecido ha produgdo de maneira desequilibrada de citocinas de
perfil pro-inflamatorias, como fator-alfa de necrose tumoral (TNF-a), interleucina-
1(IL-1), proteina-1 quimioatratora de mondcito (MCP-1) e interleucina-6 (IL-6), e
reduz-se a producdo das adipocinas benéficas como leptina e adiponectina,
culminando em processos inflamatérios de baixo grau locais e posteriormente
sistémicos (RAMALHO; GUIMARAES, 2008; YEA EUN KANG, 2016).

Uma das principais contribuigcdes para perfil pro-inflamatorio de citocinas no
tecido adiposo obeso é a maior propor¢gédo de macréfagos tipo M1 (pré-inflamatério)
em relagcdo ao M2 (anti-inflamatério). Condi¢cdées como remodelacdo da matriz
extracelular, degradagdo do tecido conjuntivo e proteinas da membrana basal,
reducao de capilares, necrose de adipocitos e hipoxia também estdo associados a
disfuncdo adiposa em obesos (CHOE et al.,, 2016). Estas alteragbes refletem em
mudancas em nivel metabdlico e funcional do tecido adiposo, as quais estéo
associadas a doengas com resisténcia a insulina pelos tecidos periféricos (CHOE et
al., 2016; WRONSKA; KMIEC, 2012). Para Ceperuelo-Mallafré e colaboradores
(2016) essas alteragdes sao decorrentes do processo de hipoxia que ocorre no
tecido adiposo de obesos. Os autores demonstraram que a hipdoxia aumenta a
capacidade de armazenamento de glicogénio nos adipocitos e a diferenciacdo de
macrofagos M1, processo que é capaz de modular a expressao de diversos genes
envolvidos no processo inflamatério e resisténcia a insulina (CEPERUELO-
MALLAFRE et al., 2016). O aumento da massa adiposa se da pelo aumento da
diferenciacdo de células precursoras dos adipdécitos, junto com hiperplasia e
hipertrofia dos adipdcitos, tendo fatores como o receptor gama ativado por
proliferadores de peroxissoma (PPARYy) papel crucial na adipogénese, sendo este
quem inicia o processo (DHASARATHY; ROEMMICH; CLAYCOMBE, 2017).

O tecido adiposo saudavel é responsivo a insulina e flexivel a disponibilidade
de substrato, armazena energia sob a forma de triacilglicerdis quando ha substratos
plasmaticos disponiveis e libera energia em forma de acidos graxos livre (lipdlise)
durante o jejum (SPARKS et al.,, 2009). Desta forma o tecido adiposo tem papel

tecidual chave na inducdo das alteracbes metabdlicas de tecidos periféricos, em
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virtude de suas alteracbes e sua intima relacdo com a resisténcia a insulina na

condicao de obesidade.

FIGURA 1 - MUDANCAS NO TECIDO ADIPOSO OBESO, INCLUINDO HIPOXIA,
INFLAMACAO, AUMENTO DE INFILTRADOS E MORTE CELULAR, DESENCADEANDO
RESISTENCIA A INSULINA.

Resisténcia a insulina

Hipertrofia dos adipocitos i ]
P po Hipoxia, Inflamagiio e
Resisténcia d insulina

@ Adipacitos <@ @ Macréfagos M1 e outras células do sistema imunolégico

Adaptado de: (ROSEN; SPIEGELMAN, 2014)

1.3. FISIOPATOLOGIAS DO TECIDO MUSCULAR ESQUELETICO NA
OBESIDADE

As caracteristicas que determinam a flexibilidade metabdlica em miécitos
sdo os perfis de acidos graxos, a aptiddao aerdbia e a sensibilidade a insulina
(UKROPCOVA et al., 2005). Partindo dessa afirmagéo, diversos mecanismos podem
modular a capacidade metabdlica do tecido muscular, das quais o perfil de acidos
graxos circulantes e acumulo de seus metabdlitos, capacidade de respostas
mitocondrial além da sensibilidade a insulina neste tecido (KELLEY, 2005).

A liberacdo de acidos graxos livres pelo tecido adiposo visceral, sua
passagem pelo figado e liberacdo sistémica estdo associadas a falta de

responsividade a insulina nos tecidos periféricos, em especial musculatura
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esquelética (MITTENDORFER, 2011). A resisténcia muscular esquelética a insulina
esta associada em muitos trabalhos, a redugéo da metabolizagado dos acidos graxos,
absor¢cdo e oxidagao lipidica (TURCOTTE; FISHER, 2008). Esta parece ser
decorrente do acumulo de tecido adiposo intramuscular e dos intermediarios do
metabolismo lipidico, como triacilglicerdis, diacilglicerois, ceramidas e acido graxo de
cadeia longa coenzima A-ligase (LC-FACS), os quais conferem lipotoxicidade a esse
tecido intervindo no metabolismo energético adequado (BRUCE et al., 2006;
GOODPASTER; SPARKS, 2017; HEGARTY et al., 2003). No entanto, a gordura
intramuscular nem sempre esta associada a algo ruim, em atletas, por exemplo, ha
tecido adiposo entre as fibras musculares sem que haja alteragdes na resposta a
insulina (MITTENDORFER, 2011). Dessa forma essa lipotoxicidade relacionada a
resisténcia a insulina parece ser em decorréncia de altas taxas de absor¢cdo dos
acidos graxos e baixas taxas de oxidacdo destes, fornecendo lipidios de forma
constante para formagéao de mediadores toxicos nesse tecido (TURCOTTE; FISHER,
2008). Neste sentido, os acidos graxos de cadeia média-longa (como ésteres
palmitico, estearico e araquidbnico) parecem fornecer intermediarios lipidicos que
estdo mais fortemente associados ao desenvolvimento da resisténcia a insulina
muscular em individuos obesos (HOUMARD et al., 2002).

1.4. PROGRAMACAO METABOLICA NA LACTAGCAO

A obesidade infantil trouxe consigo o adoecimento da populagao mais jovem,
gerando baixa qualidade de vida e altos custos para a saude publica (BHADORIA et
al., 2015). Além dos fatores relacionados as causas da obesidade ja citados
anteriormente, estudos destas causas buscam compreender como determinados
fatores ambientais sdo capazes de promover “marcagdes” no organismo, pré-
dispondo o individuo a condigdes patoldégicas como a obesidade, quando este
estiver exposto a meio favoravel. Dentre estes fatores a influéncia da nutrigcao e tipos
de nutrientes ingeridos tem ganhado destaque. O estado nutricional exerce grandes
efeitos sobre o desenvolvimento, especialmente em periodos de grande
diferenciacao celular e crescimento tecidual, como fase pré-natal e pds-natal.

Condi¢cdes como subnutricdo ou consumo de dieta altamente energética estéo
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associadas a disturbios metabdlicos, em especial altera¢gdes no metabolismo lipidico
e obesidade (DHASARATHY; ROEMMICH; CLAYCOMBE, 2017).

Fatores genéticos sem duvida apresentam papel central na génese da
obesidade, no entanto, a suscetibilidade génica parece estar associada a condi¢coes
ambientais que a permitam se manifestar (BHADORIA et al., 2015). Neste contexto,
diversos trabalhos tém abordado que a pré-disposigédo a obesidade tem suas origens
durante periodos criticos do desenvolvimento (DESAI; JELLYMAN; ROSS, 2015).
Periodos em que ha intensa migragdo celular, diferenciagdo tecidual e
estabelecimentos de vias metabdlicas sao considerados vulneraveis e tidos como
periodos de programacédo do metabolismo. Nestes periodos, o organismo torna-se
mais propenso a sofrer alteragcdes epigenéticas, como metilagbes no DNA e/ou
modificagdes na cauda das histonas, o que leva a expressao diferenciada de certos
genes (VICKERS, 2014).

Dentre os periodos em que o organismo torna-se mais suscetivel a sofrer com
intervencgdes destacam-se os primeiros estagios do desenvolvimento, a gestagéo e a
lactagdo, onde a exposicdo a agentes ambientais ou intervengdes nutricionais pode
intervir acarretando doencas futuras (DESAI; JELLYMAN; ROSS, 2015). No entanto,
as consequéncias trazidas ao organismo sdo dependentes de fatores tais como o
tipo, duracéo, periodo, gravidade da exposi¢cédo e se ha limitacdo género especifico
(PICO et al., 2012).

O periodo poés-natal imediato (amamentagdo) ¢é complementar ao
desenvolvimento de 6rgdos que ainda continuam a se desenvolver na maioria dos
mamiferos (PATEL; SRINIVASAN, 2011). Nesta fase o organismo do neonato passa
a sofrer influéncias da propria alimentacdo. Na lactagdo, periodo que da
continuidade a nutrigdo intra-uterina, se estabelecem vias metabdlicas importantes,
ocorre grande diferenciacdo de células adiposas, maturacdo de regides do
hipotalamo responsaveis pelo controle fome/saciedade e das fungbes
neuroenddcrinas (PLAGEMANN et al., 1999).

Devido as limitacbes em estudos com humanos, modelo animais de
obesidade sao utilizados para compreender as disfungbes metabdlicas na condigao
de obesidade. Dentre os modelos animais de obesidade esta a programacéo
metabdlica por redugcdo do numero de prole por ninhada, o qual vem sendo

amplamente explorado em pesquisas. Utilizado primariamente pelos pesquisadores
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Widdowson e McCance (1960) e Kennedy (1957), este modelo permite abordar as
consequéncias metabdlicas e neuroenddécrinas promovidas pelo elevado aporte
energético durante a primeira infancia (GC, 1957; WIDDOWSON; MCCANCE, 1960).
Regides hipotalamicas de animais com maior ingestdo calérica apresentam
alteragdes nos circuitos neuronais hipotalamicos envolvidos no balango energeético.
Tais alteragbes estdo intimamente relacionadas a concentragcdo e a agao dos
horménios leptina e insulina sobre o nucleo arqueado pds-nascimento. Em conjunto,
as alteracdes hipotalamicas e em tecidos periféricos conferem caracteristicas como
dislipidemia, resisténcia a insulina, hiperfagia, hiperglicemia e aumento da
adiposidade nestes animais (PLAGEMANN et al., 1999).

Mudangas epigenéticas podem causar alteragdes na expressao de
determinado gene, alterando o fendtipo sem que necessariamente haja alteragdes
em nivel estrutural de DNA. Os processos epigenéticos podem ocorrer por
metilacbes de certas areas do DNA (especificamente regides 5 com pares C-G),
acetilacédo e desacetilagao de histonas (mudando compactagdo da cromatina), micro
RNAs (DHASARATHY; ROEMMICH; CLAYCOMBE, 2017). Sabe-se que o tipo de
nutriente ingerido pelo individuo ou pela mé&e durante a gestacdo exerce papel
central na modulagdo dos eventos epigenéticos. Além da alimentagao outros fatores
como fatores aos quais somos expostos ou ainda o estilo de vida que levamos
também sao capazes de modulagdo da expressdao génica (DHASARATHY;
ROEMMICH; CLAYCOMBE, 2017).

1.5. EXERCICIO FiSICO

Durante e ap6s a pratica de exercicio fisico diversos mecanismos estao ativos
para suprir a demanda energética elevada. Exercicios vigorosos podem exceder em
até 25 vezes a taxa metabdlica basal, assim os efeitos moduladores sobre os
parametros metabdlicos sdo dependentes da intensidade e duragdo durante a
pratica do exercicio fisico (GOODPASTER; SPARKS, 2017). A glicogénese é
elevada apos a pratica de exercicio fisico, restabelecendo as reservas de glicogénio
com consequente redugado da glicose plasmatica. Na obesidade e diabetes tipo 2,

em fungdo da resisténcia a insulina, o conteudo do glicogénio nos musculos
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esqueléticos torna-se reduzido, tem-se aumento da glicose plasmatica e mais
substrato para sintese de lipidios (JENSEN et al., 2011).

Além dos efeitos benéficos sobre parametros metabdlicos como a redugao
no ganho de peso, melhora da composicao corporal (aumento da massa magra em
relagcado a gordura), melhora do perfil lipidico plasmatico e glicemia de jejum, melhor
sensibilidade a insulina (SHAIBI et al., 2015; SPERETTA et al., 2012), a pratica de
exercicio fisico também tem efeitos positivos sobre a socializacdo e melhor
aproveitamento do sono. No entanto é importante salientar que os efeitos positivos
do exercicio sobre o metabolismo somente sdo sustentados quando aliado a
alimentacao saudavel (SHAIBI et al., 2015).

No tecido adiposo a flexibilidade metabdlica no exercicio esta relacionada a
capacidade deste em mobilizar acidos graxos por meio da lipdlise (HANSEN et al.,
2007). Ha mobilizagdo em especial do tecido adiposo visceral, mais sensivel a acao
das catecolaminas (aumento atividade simpatica durante exercicio), em virtude de
apresentar maior numero de receptores [3-adrenérgicos, mais responsivo ao cortisol
e menos responsivo aos efeitos anti-lipoliticos da insulina em relacdo ao tecido
subcutaneo (BAGCHI; NAIR, 2012). Para suprir toda atividade basal elevada dos
tecidos periféricos em resposta ao exercicio, os tecidos sofrem remodelagdo quanto
a seus constituintes celulares, os quais convergem para maior responsividade a
insulina e a maior flexibilidade metabdlica (GOODPASTER; SPARKS, 2017). No
musculo o processo contratil eleva a concentragao de calcio intracelular (necessario
para o processo acoplamento-contracéo), o influxo de calcio ativa vias promovendo
a translocacgéo de fatores de transcricdo génicos ao nucleo. Alguns desses fatores
sao sao responsaveis por elevar a expressao de transportadores de glicose,
enzimas (glicoliticas, biogénese mitocondrial e oxidagdo de acidos graxos
(MANSUETO et al., 2017).

O exercicio fisico é capaz de promover alteracbes modulando eventos
epigenéticos, reduzindo o risco de obesidade e outras doengas. Durante e apos a
pratica de exercicio diversas enzimas responsaveis pela metilagdo do DNA e
modulagdo da cromatina sao ativas, refletindo em uma série de adaptacdes
metabdlicas favoraveis a saude do individuo. Tanto no tecido muscular quanto no
adiposo o exercicio fisico tem efeitos benéficos. O exercicio € capaz de agir sobre

as metilagbes em regides de 21 possiveis genes relacionadas ao desenvolvimento
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de Diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e 18 possiveis genes da obesidade podendo
silenciar alguns destes genes, afetando o metabolismo dos adipdcitos e a
adipogénese (DHASARATHY; ROEMMICH; CLAYCOMBE, 2017; GOODPASTER;
SPARKS, 2017).

A pratica de exercicio fisico contribui para perda da massa adiposa,
restabelecimento de padrdes normais morfoldgicos (tamanho celular) do tecido
adiposo, aumento da atividade mitocondrial, alteragdes no estroma do tecido
(diversos tipos celulares, das quais células do sistema imunolégico) desse tecido
que culminam na melhora do perfil inflamatério sistémico e metabdlico
(STANFORD; MIDDELBEEK; GOODYEAR, 2015).

Jensen e colaboradores vém estudando a relagdo entre conteudo de
glicogénio muscular e a sensibilidade a insulina desde 1997, e demonstraram que ha
relagédo inversa entre o conteudo de glicogénio e a absor¢ao de glicose estimulada
pela insulina no musculo esquelético do rato. (JENSEN et al., 2011). O musculo com
menor conteudo de glicogénio apresenta maior responsividade a insulina (estimulo
do transporte de glicose) comparada a musculatura com conteudo de glicogénio
normal e alto (JENSEN et al., 2011). O conteudo de glicogénio muscular regula a
sintese de glicogénio estimulado pela insulina, o fluxo glicolitico e parece exercer
efeitos sobre a translocagdo do GLUT4 (JENSEN et al.,, 2006). Os autores
relacionam a reducgao na sintese de glicogénio estimulada por insulina em individuos
com elevado teor de glicogénio (JENSEN et al., 2006, 2011; JENSEN; LAI, 2009).

A melhora na sensibilidade imediata a insulina apos pratica de exercicio
fisico é associada ao aumento da expressao de GLUT4, hexoquinase Il e glicogénio
sintase (GS), envolvidas no metabolismo da glicose estimulada por insulina. Os
mecanismos de sinalizagdo que culminam na maior sensibilidade a insulina e
aumento da captagao de glicose por longos periodos apos exercicio ainda ndo séo
totalmente conhecidos, mas parecem estar relacionados a esse mecanismo de
renovagao dos estoques de glicogénio muscular além do aumento na expressao e
fosforilacdo de proteinas chave das vias de sinalizacdo (JENSEN et al., 2011).

O processo de desenvolvimento da resisténcia a insulina € gradual, e parece
ter varias frentes, dificultando a compreensao do processo. Elevada quantidade de
glicose e gordura (aumenta a produgao de espécies reativas de oxigénio) fornecidos

constantemente e acumulo de intermediarios lipidicos sdo os principais contribuintes
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para instalagao da resisténcia a insulina (HUE; TAEGTMEYER, 2009; JENSEN et
al., 2011).

Em suma, varias pesquisas sao realizadas objetivando melhor entendimento
das causas da obesidade e de que forma intervencbes em periodos criticos ao
desenvolvimento do organismo, em especial intervengbes nutricionais, podem
contribuir na génese da obesidade. Embora ja esteja confirmado na literatura que as
intervengdes nutricionais na fase da lactagdo acarretam em alteracbes metabdlicas
que intervém na saude do individuo, alguns dados, inclusive, mostram-se
contraditérios. Em especial, ha caréncia de informacdes sobre os efeitos da
programacao metabdlica durante a lactagdo sobre as disfungées metabdlicas que
ocorrem no tecido adiposo e no tecido muscular esquelético.

Desta forma, o presente trabalho investigou os efeitos da programacéao
metabdlica pela redugdo de ninhada sobre o metabolismo da glicose pelo tecido
adiposo e muscular esquelético de ratos obesos-induzidos. Adicionalmente, diante
da importancia de medidas preventivas ao desenvolvimento da obesidade, este
trabalho buscou ainda avaliar de que forma o exercicio fisico, iniciado
precocemente, pode contribuir na contengao das disfungdes metabdlicas no tecido
adiposo branco e muscular esquelético no modelo de programagéo metabdlica por

reducao de ninhada.
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2. OBJETIVOS

21.

GERAL

Avaliar as alteragées no metabolismo da glicose no tecido muscular esquelético e

adiposo visceral em ratos obesos-induzidos por reducado de ninhada submetidos ou

nao ao exercicio fisico precoce crénico.

2.2.

ESPECIFICOS

. Acompanhar o ganho de massa corpérea e do indice de Lee durante

lactagao;

. Determinar o ganho de massa corpdérea ao longo do crescimento,

deposicdo de gordura visceral e resisténcia a insulina aos 90 dias de

vida.

. Determinagéo da glicemia, triacilglicerolemia, colesterolemia aos 90 dias

de vida.

. Identificar e quantificar acidos graxos total no plasma, figado e depdsitos

de gordura visceral (mesentérica, retroperitoneal e perigonadal) aos 90

dias de vida.

. Avaliar in vitro, a metabolizagdo da glicose estimulada por insulina no

musculo esquelético e no tecido adiposo branco de ratos sedentarios e

exercitados obesos ou nao.

. Quantificar no musculo esquelético e tecido adiposo branco a expressao

de proteinas GLUT4 e PPARYy de ratos sedentarios e obesos exercitados

Oou nao.

. Quantificacédo de glicogénio muscular e adiposo.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1.  ANIMAIS

Todos os protocolos utilizados foram aprovados pela Comisséo de Etica no
uso de Animais da Universidade Federal do Parana (CEUA numero 865/2015,
Anexo I). Os animais foram alojados sob ciclo invertido claro/escuro (12:12 h), a 23 +
1°C, com acesso livre a agua e ragao (Nuvital Nutrientes Ltda, Curitiba, PR).Para
reproducao foram utilizados no total 30 fémeas e 10 machos, os quais foram
divididos em duas remessas, tendo como numero final 160 ratos machos,

subdivididos em 4 grupos experimentais de 39 a 41 animais por grupo.

3.2. INDUCAO DA OBESIDADE

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus, var. albinus),
obtidos a partir do acasalamento de fémeas nuliparas adultas (90 dias).Para o
acasalamento os animais foram acomodados em proporcao de 3 fémeas e 1 macho.
Apos o nascimento dos filhotes, no primeiro dia apdés o nascimento, todas as
ninhadas foram padronizadas para 10 filhotes por progenitora. Foram utilizadas
apenas as ninhadas com 9-12 filhotes, para evitar a possivel discrepancia na massa
corporal. A indugdo da obesidade ocorreu pela reducdo do numero de filhotes no
terceiro dia pos-natal. As ninhadas foram divididas em grupo controle (C —
permaneceram com 10 filhotes) e grupo obeso-induzido (OB- tiveram redugao para 3
filhotes). Durante o periodo da lactacdo, quando foi insuficiente o numero de
machos, foram utilizadas fémeas para completar o numero de filhotes por ninhada.
Completados os 21 dias de vida, os filhotes machos foram desmamados,
subdivididos em 4 grupos experimentais (descrito a seguir), e alocados em numero
de 4 ratos por caixa. A indugdo de obesidade por redugdo de ninhada seguiu

protocolo previamente publicado (FISCHER, 2015).
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3.3.  PROTOCOLO DE TREINAMENTO

Apds o desmame os grupos experimentais Controle (C) e Obeso-induzido
(OB) foram subdivididos aleatériamente em: Controle Sedentarios (CS), Controle
Exercitado (CE), Obeso-induzido Sedentario (OBS) e Obeso-induzido Exercitado
(OBE). O protocolo de natagao utilizado foi o proposto por Gobatto e colaboradores,
(2001), e adaptado por Fischer e colaboradores (2015). O protocolo de treinamento
consistiu em natacao, realizada 3 vezes/semana com duracdo de 30 minutos cada
sessao. As primeiras trés semanas de treino consistiram em fases de adaptacao, da
seguinte maneira: 12 semana- 0s animais permaneceram em meio liquido por 5, 15 e
30 minutos; 22 semana- cada sessao de treino teve 30 minutos com adi¢cado de peso
de 2% do peso corporal individual acrescido a cauda; 3% semana- a partir da terceira
semana as natagdes permaneceram com 30 minutos de duragao e adicdo de peso a
5% do peso corporal individual. Os grupos exercitados treinaram dos 22 aos 90 dias
de vida. As piscinas foram adaptadas para ratos, e cada animal nadou em ambiente
isolado (FIGURA 2). A temperatura da agua foi mantida a 32 + 2°C. As sessdes de
natacao tiveram inicio entre 8 e 9 horas. Todos os protocolos experimentais foram

realizados 48 horas apos a ultima sesséo de natagéao.

FIGURA 2 - PISCINAS ADAPTADAS PARA NATACAO

FONTE: BRITO, 2012.
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3.4. EVOLUCAO DA MASSA CORPORAL

O ganho de massa corporal (g) foi avaliado durante a lactacdo e apds o
desmame, por meio da construcdo da curva de crescimento. Durante a lactacao as
ninhadas foram pesadas aos 7, 14 e 21 dias. Dos 22 aos 90 dias de vida, os animais
foram pesados individualmente, 3 vezes na semana para construgéo da curva de

crescimento de seus respectivos grupos experimentais.

3.5.  CONSUMO ALIMENTAR

O consumo alimentar foi avaliado dos 22 aos 90, 3 vezes na semana. O
consumo alimentar foi mensurado pelo seguinte calculo: comida ofertada — sobras/

numero de animais por caixa, expresso em gramas.

3.6. TESTE DE TOLERANCIA A INSULINA (ITT)

O ITT foi realizado aos 85 dias de vida, 48 horas apds a ultima sessao de
natacdo e 8-12 horas em jejum. Solugdo de insulina de 1U/kg (Humulin @) foi
administrada intraperitonealmente. Por meio de um pique na cauda dos animais,
amostras de sangue foram coletadas nos tempos de 0 (basal- antes da
administracao de insulina), 5, 10, 15, 20 e 25 minutos e a glicemia determinada por
tiras teste aplicadas ao glicosimetro (OneTouch®). Os valores obtidos foram
utilizados para calculo da constante de decaimento da glicose plasmatica
(Kitt)(VENTURELLI et al., 2015).
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FIGURA 3 - LINHA TEMPORAL

4. Desmame, subdivisdo dos :
; ! 6. Ortotanasia
2.N to d ; ; !
a;::;?t:z:o o8 Gupomexposmanias experimentos e coleta de
einicio do periodo de tecidos para experimentos
Ajuste das ninhadas treinamento fisico. posteriores.
C: 10filhotes Grupos subdividides em: CS. CE. Descritos no topico a seguir.
OB: 10 filhotes OBS e OBE.
Diazero Dia 21 Dia 90
l Dia3 Dia 85
1. Acasalamento 3. Inducéio da Obesidade:
Machos e fémeas Redugéodo n® filhotes 5. Teste de intolerancia
nuliparas ainsulina (ITT),
C: 10 filhotes ; )
descrito no topico a
OB: 3filhotes sequir.

FONTE: O autor.

3.7. AVALIACAO DA OBESIDADE

A obesidade foi avaliada pelo indice de Lee e pesagem dos depésitos das

gorduras viscerais. O IL (3 1/, comprimento naso-anal) foi calculo aos 21

e 90 dias de vida (BERNARDIS; PATTERSON, 1968). Os depésitos de gorduras
viscerais (mesentérica, perigonadal e retroperitoneal) foram dissecados aos 90 dias
ap6s ortotanasia, pesados e expressos em g/100 gramas de peso corporal. Orgdos
como figado, coracdo, rins e adrenais também foram dissecados e pesados

(expressos em g/100 gramas de peso corporal).

3.8. DOSAGENS BIOQUIMICAS PLASMATICAS

As dosagens das concentragbes plasmaticas de triacilglicerdis (mg/dL),
colesterol total (mg/dL) e glicose (mg/dL) foram realizadas utilizando-se Kkits
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comerciais (Vida biotecnologia®), por método enzimatico colorimétrico, conforme
instru¢des do fabricante. A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotdmetro

(Infinite® 200 Pro series TECAN) e os resultados expressos em mg/dL.

3.9. INCUBACAO DE MUSCULO SOLEO E GORDURA PERIGONADAL COM D-
[U-"*C] GLICOSE E DA 2-DESOXI- D- [°*H] GLICOSE

Amostras de gordura perigonadal (20-30 mg) de ambos os lados e do
musculo soleo (20-30 mg) de ambas as patas foram rapida e cuidadosamente
isoladas (WALLBERG-HENRIKSSON, 1987). Em seguida foram pré-incubadas em
tampao bicarbonato de Krebs-Ringer durante 30 minutos, gaseificado com 95% O,/
5% de CO,, a 37°C, contendo glicose 5,6 mM e pH 7,4. Apds este periodo, os
tecidos foram incubados durante 1 hora, em erlenmeyers (25 ml) contendo 3,0 mL
de tampao bicarbonato de Krebs-Ringer com 1% de albumina de soro bovino livre de
gordura, 5,6 mM de glicose, acrescido de 0,1 uCi / mL de D-[U-"*C] glicose e 0,1 uCi
/ ml de 2-desoxi-D-[°H] glicose (apenas para musculo séleo), na auséncia ou na
presenca de 10 mU/ ml de insulina. A dose de insulina utilizada foi pré-estabelecida
por curva dose-resposta (BRITO, 2012). Apoés 1 hora de incubagao, os tecidos e o
meio de incubacao foram armazenados em freezer -80°C para posterior analise: a)
do meio de incubacéo (lactato total e lactato radiomarcado produzidos pelos tecidos
muscular e adiposo incubados); b) do tecido muscular incubado (conteudo total de 2-
desoxi-D-[*H] glicose)(FIGURA 4).

3.9.1. Producao de Lactato total e [U-14C] lactato

Foram dosados o lactato total e [U-14C] lactato (a partir da oxidagao da D-[U-
“C] glicose) produzidos pelo tecido muscular e adiposo acumulado na solugéo de
incubacédo, sendo o primeiro por espectrofotometria e o segundo por cintilagdo
(ENGEL; JONES, 1978; LEIGHTON; COOPER, 1989).
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3.9.2. Captacao de 2-Deoxy-D-[3H] glicose no musculo séleo.

O musculo soéleo incubado foi dissolvido em 0,5 mL de 1 M KOH (Cuendt et
al., 1976). Aliquotas foram utilizadas para dosagem da captagdo da glicose
radiomarcada utilizando-se contador de cintilagdo (contador beta Beckman-LS 6000
ic Liquid Scintillator)(LEIGHTON e COOPER, 1988).

FIGURA 4 - PROCESSO DE INCUBAGAO DOS TECIDOS

2° Pré-Incubagao 3°Incubagio - 1 hora KR
30 min. em KR i(D-[U-14C] glicose + 2DG)
H H
1°Dissecagio
- MUisculo sleo: Lk A g Com insulina Sem insulina
-Gordura perigonadal; - h
& ® e
“:‘_\,\ I._'f"
4° Dosagem:

« Meio de incubacdo: Lactato total e [ U-14C] lactato:
=« Musculo soleo: 2DG captada;

3.10. CONTEUDO DE GLICOGENIO

O conteudo de glicogénio foi mensurado em amostras de musculo séleo e dos
depositos de gordura (mesentérica, retroperitoneal e perigonadal) a fresco (logo
apos dissecagdo), e do musculo soleo incubado apds 1 hora (amostras do topico
anterior 3.9). As amostras de tecido adiposo (100 mg) e dos musculos incubados
(20-30 mg) foram digeridos em KOH e posteriormente submetidas a reagbes em
tampé&o contendo amiloglucosidase. Os dados estdo expressos como média £+ EPM
(mg/100mg de tecido) Método descrito por (CUENDT et al.,, 1976; LEIGHTON e
COOPER, 1988).
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3.11. IDENTIFICACAO E PERCENTUAL DE ACIDOS GRAXOS DETERMINADOS
POR HPLC

O percentual de acidos graxos nas gorduras viscerais (mesentérica,
retroperitoneal e perigonadal, 0,050 g), plasma (100 uL) e figado (0,50 g), foi
determinado por cromatografia liquida de alta performance (High Performance Liquid
Chromatrography- HPLC). O método de extragao lipidica utilizado foi o descrito por
(FOLCH; LEES; STANLEY, 1957). As amostras foram homogeneizadas em
cloroférmio: metanol (2:1 v/v), e ao sobrenadante adicionou-se 0,24 mL de metanol
para precipitacdo de proteinas. Apdés homogeneizacdo, as amostras foram
centrifugadas durante 10 minutos a 2500 rpm (centrifuga Eppendorf modelo 5810R).
A fase superior (hidrometandlica) foi transferida para outro tubo de ensaio com
adicédo de 0,48 mL de cloroférmio e 0,41 mL de agua. Apds a formagao esponténea
de sistema bifasico houve a eluicdo da fracdo hidrometandlica por adicao e remogéao
da solucao de Folch (cloroférmio:metanol:agua, 3:48:47 v/v). Os extratos ja eluidos
foram secos em nitrogénio gasoso. Na fase de saponificagdo os extratos lipidicos
foram ressuspensos em metanol e NaOH, em seguida homogeneizados e incubados
a 37°C por 2 horas. As amostras foram acidificadas por HCI (pH3,0), posteriormente
os lipidios foram extraidos pela adicdo e remogdo de hexano formando a fase
sobrenadante, a qual foi coletada. Para detecgdo em cromatdgrafo liquido de alta
precisao (HPLC), os acidos graxos foram ressuspendidos em acetonitrila e
derivatizados usando Bromometil-Met6xi-Coumarin (BMMC) (1 mg/mL), a 60° C por
15 minutos (ABUSHUFA; REED; WEINKOVE, 1994). Uma vez eluidos, os acidos
graxos foram detectados pelo detector de fluorescéncia, com excitagdo (emissao)

em 325nm e excitagado 398 nm (cromatégrafo liquido Varian Pro-Star).

3.12. WESTERN BLOTTING

Amostras de tecido muscular esquelético (soleo), gordura mesentérica e
retroperitoneal de todos os grupos experimentais foram armazenadas em solugao
tampao para estudo da expressdo de proteinas (Uréia 7M; Tiuréia 2M; E.D.T.A.
5mM; Triton x-100 1%; Fluoreto de S6dio100mM; Ortovanadato de Sédio 100mM,;
Pirofosfato de Sodio 100mM; Aprotinina 1mg/mL e PMSF 1 mmol/L). Para se
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determinar o total de proteinas utilizou-se o método de Bradford (BRADFORD,
1976). Amostra de 50 ug de extrato proteico foi submetido a dodecil sulfato de sédio-
gel de poliacrilamida 7,5% (SDS-PAGE), no equipamento Bio-rad Mini-PROTEAN
(TOWBIN; GORDON., 1979). Posteriormente foi realizada a transferéncia das
proteinas em membrana de nitrocelulose. As membranas foram entdo incubadas
com anticorpos para GLUT4 (monoclonal, diluigdo 1:500 ulL, Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA) e PPARYy (policlonal, concentragdo 1mg/mL,
Abcans). As diluicdes de anticorpos foram feitas de acordo com as instrugdes do
fabricante em tampao TRIS-Tween contendo 30 g/L de leite em p6 desnatado. As
incubagbes com anticorpos primarios foram overnight seguidas de 1 hora e 30
minutos de incubagdo com anticorpo secundario (diluicdo 1:20.000 L, Sigma).
Deteccdo de banda foi realizada por quimioluminescéncia (Pierce Biotechnology,
Rockford, IL), anticorpo secundario conjugado com HRP (Horseradish peroxidase).
Intensidades das bandas foram quantificadas por densitometria 6ptica (Imagem J,
National Institutes of Health, EUA). Para controle interno dos ensaios

(housekeeping), foi utilizado anticorpo comercial anti B-actina (1:500- Sigma).

3.13. ANALISE ESTATISTICA

Os testes estatisticos foram realizados usando o GraphPad Prism versao 5.0
para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). Aplicou-se o teste de
normalidade D’Agostinho Pearson para a verificagdo da distribuicdo normal. Foi
utilizado teste estatistico ANOVA de duas vias (two way-ANOVA), seguido do pos-
teste de Bonferroni, tendo como fatores obesidade e exercicio, ou teste t de
Student’s quando indicado. Os resultados estdo apresentados como média £ E.P.M.

tendo p<0,05 para indicar significancia estatistica.
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4. RESULTADOS

4.1. CARACTERISTICAS DAS NINHADAS NO PERIODO DA LACTAGAO

Animais de ninhadas reduzidas, obesos-induzidos (OB) apresentaram
aumento da massa corporea a partir do 7 dia (24%), sendo mantido esse aumento
no 14 dia (38%) e 21 dias (31%) (FIGURAS 5A). No desmame, 21 dias (FIGURA 5B)
o indice de Lee (IL) apresentou aumento em 3,72% nos animais obesos-induzidos
(p<0,05 vs. C).

FIGURA 5 - MASSA CORPOREA AOS 7, 14 E 21 DIAS (5A) E INDICE DE LEE (IL) AOS 21 DIAS
DOS ANIMAIS DO GRUPO CONTROLE (C) E NINHADA REDUZIDA OBESO-INDUZIDA (OBS). OS
DADOS ESTAO EXPRESSOS COMO MEDIA + EPM (79-81 RATOS POR GRUPO). ***P< 0.001VS.

OBS.
5A 5B
*%k%
60 = C 0.4 . — C
-~ OBS —— mm OBS
3 o 031
T 40- S
g S 0o-
8 €
® )
%20_ =|
< 0.1+
0 T T T 00

Dias



35

4.2. ANALISE DA MASSA CORPORAL, DEPOSITOS DE GORDURAS E
ORGAO, CONSUMO ALIMENTAR E PARAMETROS BIOQUIMICOS
PLASMATICOS EM DECORRENCIA DA OBESIDADE-INDUZIDA E EXERCICIO
FiSICO.

Os ratos obesos-induzidos sedentarios (OBS) apresentaram aumento da massa
corporal a partir dos 60 dias (Figura 6A) quando comparado ao do controle
sedentario (p <0,05 CS vs. OBS). O exercicio conteve o ganho de massa corporal no
grupo obeso-induzido exercitado (p <0,05 OBS vs. OBE). De 22 a 90 dias de idade
(FIGURA 6B), a area sob a curva (AUC) de ratos obesos-induzidos sedentarios
(OBS) foi 7,4% maior em relacdo a do controle (CS). Nos ratos obesos-induzidos
exercitados (OBE), a AUC foi 12,4% menor do que a dos obesos-induzidos
sedentarios (OBS). O IL aos 90 dias nao apresentou diferenca estatistica entre os
grupos (dados nao apresentados).

FIGURA 6 - MASSA CORPORAL DOS ANIMAIS DOS GRUPOS CONTROLE

SEDENTARIOS (CS), EXERCITADOS (CE), OBESOS-INDUZIDOS SEDENTARIOS (OBS)E
OBESOS-INDUZIDOS EXERCITADOS (OBE), MENSURADA DOS 22 AOS 89 DIAS (A) E (B) AREA

SOB A CURVA (AUC). OS DADOS ESTAO EXPRESSOS COMO MEDIA + EPM DE 39 - 41 RATOS
POR GRUPO. ***P< 0.001, CE E OBS VS. CS; ***P< 0.001, OBE VS. OBS.
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N&o houve diferenga no consumo alimentar entre os grupos no periodo de 22
a 89 dias (FIGURA 7).

FIGURA 7 - INGESTAO ALIMENTAR DOS ANIMAIS DOS GRUPOS CONTROLE
SEDENTARIOS (CS), EXERCITADOS (CE), OBESOS-INDUZIDOS SEDENTARIOS (OBS) E
OBESOS-INDUZIDOS EXERCITADOS (OBE), MENSURADA DOS 22 AOS 89 DIAS INGESTAO
ALIMENTAR DOS ANIMAIS DOS GRUPOS CONTROLE SEDENTARIOS (CS), EXERCITADOS
(CE), OBESOS-INDUZIDOS SEDENTARIOS (OBS) E OBESOS-INDUZIDOS EXERCITADOS (OBE),
MENSURADA DOS 22 AOS 89 DIAS.
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Aos 90 dias de idade, o grupo de obesos-induzidos sedentarios (OBS) tiveram
aumento de 62,5% na gordura mesentérica (Fig. 8A, p <0,001), 26% na perigonadal
(Fig. 8B, p <0,05) e 47,8% nos depdsitos de gordura visceral retroperitoneal (Fig. 8C,
p <0,05) em comparagdgo com o controle sedentario (CS). Ambos o0s grupos
exercitados (CE e OBE), tiveram reducdo dos depdsitos de gordura mesentérica
(28,7%,p <0,05 e 33,7%,p <0,001), perigonadal (24,3%,p <0,05 e 23,7%,p <0,001) e
retroperitoneal (24,5%,p <0,05 e 23,7%, p <0,001) em relagdo aos seus respectivos
grupos sedentarios (CS e OBS). Na gordura marrom os grupos CE (118%) e OBE
(187%) apresentaram aumento de peso em comparagao com CS e OBS (p <0,001),
respectivamente (FIGURA. 8D).

FIGURA 8 - PESO DAS GORDURAS VISCERAIS DOS ANIMAIS DOS GRUPOS
CONTROLE SEDENTARIOS (CS), EXERCITADOS (CE), OBESOS-INDUZIDOS SEDENTARIOS
(OBS) E OBESOS-INDUZIDOS EXERCITADOS (OBE), MENSURADAS NO MESENTERIO
(A),PERIGONADAL (B), RETROPERITONEAL (C) E TECIDO ADIPOSO MARROM (D).0S DADOS
ESTAO EXPRESSOS COMO MEDIA+ SEM DE 39-41 RATOS POR GRUPO. COMPARACOES: CE
VS. CS; OBS VS. CS; OBE VS. OBS, *P< 0,05, **P< 0,01 **P< 0.001.
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A massa (peso umido) da glandula adrenal, rim, figado e coragdo foram
mensuradas, havendo diferenca apenas na massa do coragdo dos grupos
exercitados, em que no CE aumentou em 8,8% (p <0,05) e OBE aumentou em 9,1%

(p <0,05) em comparacao a massas dos grupos CS e OBS, respectivamente, (tabela
1).

TABELA1. PESO UMIDO DA GLANDULA ADRENAL, RIM, CORACAO E FIGADO DOS ANIMAIS
CONTROLE SEDENTARIOS(CS), EXERCITADOS (CE), OBESOS-INDUZIDOS (OBS) E OBESOS-
INDUZIDOS EXERCITADOS (OBE) AOS 90 DIAS. OS VALORES SAO EXPRESSOS COMO MEDIA
+ EPM (39-41 RATOS POR GRUPO). * P< 0.05 VS. CS; *P<0,05 VS. OBS.

Tecido Cs CE OBS OBE
Adrenal 0.007344 £ 000034 0,0075 000051 0006888 +0.00028 0006888 + 0 00028
Rim 03360 000468 03332000531  03304£0,00419  0,3313+0,00394
Coragiio 034434001090 03746+000865° 03587 £0.00697 0 3915+001078%
Figado 2762+008571  2845+000075  2862+007213 2,908 +0,06364

A concentragcdo plasmatica de glicose, triacilglicerol e colesterol total esta
apresentada na tabela 2. A glicemia e a triacilglicerolemia nao foram diferentes entre
os grupos (p> 0,05). O exercicio (CE) promoveu redugcdo na concentragdo do
colesterol total no grupo CS de 6,5%, o que foi significativo (p<0,05) em comparagao
a do grupo controle sedentario (CS). Entre os grupos obesos-induzidos ndo houve
diferenca na concentracdo plasmatica de colesterol total (p>0,05), bem como

comparado aos respectivos grupos sedentarios (p>0,05).

TABELA 2. CONCENTRAGAO DE GLICOSE, COLESTEROL TOTAL E TRIACILGLICEROL NO
PLASMA DOS ANIMAIS DO GRUPOS CONTROLE SEDENTARIO (CS), EXERCITADO (CE),
OBESO-INDUZIDO SEDENTARIO (OBS) E OBESO-INDUZIDO EXERCITADO (OBE). OS DADOS
ESTAO EXPRESSOS COMO MEDIA + SEM (N = 8-10 RATOS POR GRUPO). *P <0,05 VS CS.

mal/dL CS CE 0BS OBE
Glicose 7669+208 71632203 7700181 7737 £2.51
Colesterol Total 9452+091 6640+15" 9314+087 6980+122
Triacilglicerdis 66,22+253 6310x199 6571+298 6389+196
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4.3. TESTES DE TOLERANCIA A INSULINA

Animais obesos-induzidos sedentarios apresentaram resisténcia a insulina
(52.3%) quando comparado ao controle sedentario (p <0.05). O exercicio promoveu
aumento da sensibilidade a insulina (FIGURA 9) em 95.7% nos animais controle
exercitados (CS x CE, p<0.05). Nos animais obesos-induzidos exercitados (OBE)
houve aumento altamente significativo da sensibilidade a insulina (233.7%) quando

comparado ao grupo obeso-induzido sedentario (p<0,01).

FIGURA 9 - TESTE DE TOLERANCIA A INSULINA (1,0 UI/KG) E TAXA DE DECAIMENTO DA
GLICOSE (KITT) AOS 85 DIAS DE VIDA DOS ANIMAIS (9A E 9B, RESPECTIVAMENTE) DOS
ANIMAIS DOS GRUPOS CONTROLE SEDENTARIOS (CS), EXERCITADOS (CE), OBESOS-
INDUZIDOS SEDENTARIOS (OBS) E OBESOS-INDUZIDOS EXERCITADOS (OBE),0S DADOS
ESTAO EXPRESSOS COMO MEDIA + EPM (8-10 RATOS POR GRUPO). *P <0,05 CE E OBS VS.
CS; **P <0,01 OBE VS. OBS.
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4.4. DESCARBOXILACAO DA GLICOSE PELO MUSCULO SOLEO E
GORDURA PERIGONADAL

Na condigédo basal (auséncia do estimulo insulinico) a produgéo total de lactato
(FIGURA 10A) pelo musculo soleo dos ratos exercitados foi significativamente maior
(31,8%) em relacao ao controle (CE x CS, p <0,05). Em ratos obesos-induzidos sedentarios
(OBS), a produgéo de lactato em condigbes basais nao foi diferente do controle (OBS vs CS,
p> 0,05), mas os ratos obesos-induzidos exercitados (OBE) apresentaram aumento da
producao de lactato de 35,0% em comparagao com a dos nao exercitados (p <0,05 OBE x
OBS). Na presencga da insulina o musculo sdleo de ratos de controle (CS), apresentou
aumento na producao de lactato em 38,8%. Nos grupos exercitados (CE e OBE) n&o houve
aumento adicional na produgcao de lactato em comparacdo com condigdo nao estimulada
(p> 0,05). A produgao de lactato radiomarcado (FIGURA 10B) a partir da glicose D- [U-"*C]

nao foi diferente entre os grupos (p> 0,05).

FIGURA 10 - PRODUGAO DE LACTATO TOTAL (A) E RADIOMARCADO (B) PELO MUSCULO
SOLEO INCUBADO EM TAMPAO KREBS-RINGER CONTENDO GLICOSE 5,6 MM E GLICOSE D-
[U-14C] 0,1 uCI/ML, DURANTE 1 HORA, NA PRESENGA E AUSENCIA DE INSULINA (10 MUI)ML.

0S DADOS ESTAO EXPRESSOS COMO MEDIA + EPM (8-10 RATOS POR GRUPO).* P<0,05.
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Lactato produzido
(umol/g de tecido)
[U"C]-Latato produzido
(umol/g de tecido)




41

A producgao lactato total pela gordura perigonadal em condigdo basal ou
seja, sem estimulo, ndo foi diferente entre os grupos (p>0,05). Na presenca de
insulina aumentou nos grupos controle sedentario (CS) e exercitado (CE) em
41,92% e 80,78%, respectivamente (Figura 11A) em comparacdo a auséncia de
insulina (p <0,05). Nos grupos obesos-induzidos exercitados ou nao, nao houve
diferenga significativa na produgédo de lactato total entre os grupos (p>0,05). A
producdo de lactato radiomarcado (Figura 11B) na auséncia de estimulo nao foi
diferente entre os grupos. A adicdo de insulina provocou aumento na producao de
lactato radiomarcado de 60% no grupo exercitado (CE, p <0,001), no obeso-induzido
sedentario de 79%, (OBS, p <0,05) e no obeso-induzido exercitado de 56% (OBE,p

<0,05) quando comparado a condigao de auséncia de insulina.

FIGURA 11 - PRODUGAO DE LACTATO TOTAL (A) E RADIOMARCADO (B)
PELAGORDURA PERIGONADAL INCUBADA EM TAMPAO KREBS-RINGER CONTENDO
GLICOSE 5,6 MM E GLICOSE D-[U-14C] 0,1 uCI/mL, DURANTE 1 HORA, NA PRESENCA E
AUSENCIA DE INSULINA (10 mUI/mL). OS DADOS ESTAO EXPRESSOS COMO MEDIA + SEM (8-
10 RATOS POR GRUPO).* P<0,05 , **P< 0,01 VS. AUSENCIA DE INSULINA.,
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Em condigbes basais (sem insulina) ndao houve diferenga entre os grupos
quanto a captacado de 2-DG. A adigao de insulina ao meio de incubagao elevou a
captacédo de 2-DG em todos os grupos de maneira significativa (p<0,05) sendo no
grupo sedentario (CS) de 285% e obeso-induzido sedentario (OBS) de 145%. Nos
grupo exercitado (CE) e obeso-induzido exercitado o aumento foi de 290% e 49%.
FIGURA 12 - CAPTACAO DE 2 DESOXI [3H] GLICOSEPELO MUSCULO SOLEO
ISOLADO INCUBADO EM TAMPAO KREBS-RINGER CONTENDO GLICOSE 5,6 MM E 2 DESOXI
[3H] GLICOSE(0,1 uCI/ML), DURANTE 1 HORA, NA PRESENCA E AUSENCIA DE INSULINA (10

MUI)ML.OS DADOS ESTAO EXPRESSOS COMO MEDIA + EPM (8-10 RATOS POR GRUPO.*
P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001 VS. AUSENCIA DE INSULINA.
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4.5. CONTEUDO DE GLICOGENIO NO TECIDO MUSCULAR E ADIPOSO

O conteudo de glicogénio nos musculos soéleo logo apos a dissecagao esta
apresentado na FIGURA 13A. No grupo controle exercitado o conteudo foi 38%
maior que o do grupo sedentario (CE vs. CS, p<0,05). Nos grupos obesos-induzidos
exercitados ou ndo, o conteudo estava ligeiramente maior que o do sedentario,
contudo nao foi estatisticamente diferente (p>0,05). Ap6s 1 hora de incubagao, o
conteudo de glicogénio (FIGURA 13B) na auséncia de insulina foi significativo
apenas ao compararmos 0O grupo obeso-induzido e controle sedentario onde o
conteudo de glicogénio muscular foi 58% maior quando comparado ao do controle
sedentario (OBS x CS, p< 0,05). A adicdo de insulina promoveu aumento no
conteudo de glicogénio em todos os grupos, exceto no grupo controle exercitado
(CE vs CE-insulina, p>0,05). No grupo controle sedentario houve incremento de
78%, no controle exercitado aumento de 50%, no obeso-induzido sedentario
aumento de 49% e no obeso-induzido exercitado elevagao de 71%.

FIGURA 13 - CONTEUDO DE GLICOGENIO NO MUSCULO SOLEO APOS A DISSECAGAO (A) E
APOS 1 HORA DE INCUBACAO (B) EM TAMPAO KREBS-RINGER CONTENDO GLICOSE 5,6 mM

NA AUSENCIA E PRESENCA DE INSULINA (10 MUI/ML) OS DADOS ESTAO APRESENTADOS
COMO MEDIA + EPM. (N = 8-9 RATOS POR GRUPO). * P<0,05, *** P< 0,001.
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O conteudo de glicogénio dos depdsitos de gordura apds dissecacao esta
apresentado na FIGURA 14. Na gordura perigonadal do grupo controle exercitado
(FIGURA 14A) o conteudo de glicogénio foi 30% menor do que o do controle
sedentario (p<0,05 CE vs CS). Nos animais do grupo obeso-induzido exercitados ou
nao, o conteudo de glicogénio nao foi diferente estatisticamente quando comparados
entre eles ou ao grupo controle sedentario (p>0,05). No tecido adiposo mesentérico
foi encontrado elevagdo no conteudo de glicogénio apenas no grupo obeso-induzido
sedentario (22%) quando comparado ao grupo exercitado obeso-induzido (p<0,05).
No tecido adiposo retroperitoneal ndo houve diferenga no conteudo de glicogénio

entre os grupos (p>0,05).

FIGURA 14 - CONTEUDO DE GLICOGENIO NO TECIDO ADIPOSO PERIGONADAL (A),
MESENTERICO (B) E RETROPERITONEAL (C) APOS A DISSECACAO. OS DADOS ESTAO
APRESENTADOS COMO MEDIA + EPM (N = 8-9 RATOS POR GRUPO).*P<0,05.
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4.6. EXPRESSAO PROTEICA NO MUSCULO SOLEO E TECIDO ADIPOSO

A expressao da proteina GLUT 4 no musculo séleo aumentou nos animais
controle exercitados (52%, p <0,05). No tecido adiposo mesentérico (15B) em ratos
obesos exercitados (OBE) e controles exercitados (CE), o aumento da expresséo
GLUT4 da proteina foi de 69% e 15,5%, comparados aos grupos obeso sedentario

(OBS) e controle sedentario (CS), respectivamente (p <0,05).

FIGURA 15 - EXPRESSAO DE GLUT4 NO MUSCULO SOLEO (A) E TECIDO ADIPOSO
MESENTERICO (B) OBTIDO DE RATOS SEDENTARIOS (CS), EXERCITADOS (CE),
SEDENTARIOS OBESOS-INDUZIDOS (OBS) E EXERCITADOS OBESOS-INDUZIDOS (OBE). OS
DADOS ESTAO EXPRESSOS COMO MEDIA + EPM (N = 4-6 RATOS POR GRUPO).* P<0,05.
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A expressao da proteina PPAR-gama (PPARy) nos tecidos adiposos

mesentérico e retroperitoneal nao foi diferente entre os grupos (Figura 16, p> 0,05).

FIGURA 16 - EXPRESSAO DE PPARy NO TECIDO ADIPOSO MESENTERICO (A) E
RETROPERITONEAL (B) OBTIDO DE RATOS SEDENTARIOS (CS), EXERCITADOS (CE),
SEDENTARIOS OBESOS-INDUZIDOS (OBS) E EXERCITADOS OBESOS-INDUZIDOS (OBE). OS
DADOS ESTAO EXPRESSOS COMO MEDIA + SEM (N= 4-6 RATOS POR GRUPO).* P <0,05.
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4.7. PERCENTUAL DE ACIDOS GRAXOS

A identificagédo e quantificacao (%) dos acidos graxos no plasma dos animais
estdo demonstradas na tabela 3. O exercicio (CE) provocou reducao significativa
apenas do acido graxo poliinsaturado linoléico (18:2 n-6) em 27% quando
comparado ao grupo sedentario (CS). A indugdo de obesidade por reducdo de
ninhada induziu a elevagao de 46% do acido araquidénico quando comparado ao
controle (p<0,05, OBS vs. CS). Os demais acidos graxos nao tiveram alteragcao no
seu percentual plasmatico. A introducdo do exercicio (OBE) ndo modificou estes
parametros sendo iguais aos do grupo nao exercitado (p>0,05 OBE vs. OBS).

O exercicio reduziu o percentual de acido palmitico (16:0) em 43%, houve
reducdo do acido oleico em 54% e provocou elevacdo no percentual de acido

araquidénico em 70%, no figado do grupo controle exercitado quando comparado ao
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percentual do grupo sedentario controle (p<0,05, CE vs. CS). No figado, a indugao
de obesidade por redugao de ninhada promoveu reducdo no percentual de acido
palmitico em 44% e elevou o percentual de acido graxo linoleico e araquidénico em
40 e 49%, respectivamente (p<0,05 OBS vs CS). Nos animais obesos-induzidos
exercitados (OBE) houve elevagéo do percentual de acido araquidénico de 16,5%, o
que foi significativo quando comparado ao grupo obeso-induzido sedentario (p<0,05
OBE vs. OBS).
significativa (p>0,05).

Nos demais acidos graxos nao foi demonstrada diferenga

TABELA 3. Percentual de acidos graxos (%) no plasma e no figado dos animais do grupo controle
sedentario (CS), exercitado (CE), obeso-induzido sedentario (OBS) e obeso-induzido exercitado
(OBE). Os dados estao apresentados como média £ EPM (n = 5 ratos por grupo).P <0,05, *CE X CS,
*OBS X CS, “OBE X OBS.

PLASMATICO

ACIDOS GRAXOS CS CE oBS OBE
Miristico (14:0) 1,58 +0 47 0,84 +0,29 1,76 +0,28 226+ 0,65
Palmitico (16:0) 3019+152 29092+384 2673+132 2827 +104
Estearico (18:0) 1257180 1320+x144 1264+1,11 1226 +1 11
Oléico (18:1 n-9) 1107+100 1006+095 1047+055 1118 +065
Linoléico (18:2 n-6) 2328+149 16,84 +230% 2302+211 2462+240
Araquiddnico (20:4 n-6) 13,39+0,78 1315+x277 1966+153* 16,/8 +052
DHA (22:6 n-3) 3,12+x029 3,72+ 0,81 415 +062 4 64+ 0,89

FIGADO

ACIDOS GRAXOS CS CE oBS OBE
Miristico (14:0) 821+137 8,25+092 7,27 +0,69 6,42 + 0,62
Palmitico (16:0) 2359+427 10,08 +160* 1047+071* 10,04 +0,99
Estearico (18:0) 10,31 £ 2,82 7,33 +166 560+115 5,79+0,45
Oléico (18:1 n-9) 10,16+ 1,47 549+1 5% 8,30 +0,59 7,56+0,43
Linoléico (18:2 n-6) 2401+169 2903+261 33 74+244 2793+0282
Araquiddnico (20:4 n-6) 2431 +498  41,49+2 99%  36,25+175° 4225 +139%
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A identificagdo e quantificacdo (%) dos acidos graxos no tecido adiposo
mesentérico, retroperitoneal e perigonadal dos animais estd demonstrada na tabela
4. No tecido adiposo mesentérico houve modificagdo no percentual de acido graxo
linoléico (18:2 n-6) apenas no grupo obeso-induzido com aumento de 13% quando

comparado ao grupo controle (p<0,05 OBS vs. CS).

No tecido adiposo retroperitoneal o exercicio (CE) causou aumento no
percentual do acido graxo estearico (C18:0) inicialmente ndo detectavel e do acido
graxo oléico em 15% e redugdo no percentual de acido graxo poliinsaturado
eicosapentaendico (20:5 n-3) em 44%(p<0,05 CE vs. CS). Nos animais obesos-
induzidos sedentarios (OBS) foi encontrado redugédo apenas no percentual de acido
araquidénico em 55% (p<0,05 OBS vs. CS). A introdugdo do exercicio ao grupo
obeso-induzido (OBE) ndo alterou estes percentuais (p>0,05 OBE vs. OBS).

No tecido adiposo perigonadal o exercicio (CE) causou redugédo apenas no
percentual de acido graxo araquidénico em 15% (p<0,05 CE vs. CS). O mesmo foi
encontrado no grupo obeso-induzido sedentario (p<0,05 OBD vs. CS). A introducao
de exercicio ao grupo obeso (OBE) aumentou o percentual de acido graxo oleico em

5% e 7% quando comparado aos grupos OBS e CE, respectivamente (p<0,05).
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TABELA 4. Percentual de acidos graxos (%) no tecido adiposo mesentérico, retroperitoneal e
perigonadal dos animais do grupo controle sedentario (CS), exercitado (CE), obeso-induzido
sedentario (OBS) e obeso-induzido exercitado (OBE). Os dados estdo apresentados como média +
SEM (n = 5 ratos por grupo). p <0,05, “CEX CS, *OBS X CS, *OBEX OBS.

GORDURA MESENTERICA

ACIDOS GRAXOS cs CE OBS OEE
Palmitico (16:0) 1736+163 1694+£332 1581+265 1517+09%
Estearico (18:0) 2376027 2063079 2,000+1,00 1,523 £ 0,44
Qléico (18:1 n-9) 2790 +080 27TR+126 2783+x101 2TB6E+0TH
Linoléico (18:2 n-8) 46R82+148 4B00+600 5306x207" 5133+213
Araguiddnico (20:4 n-6) 3,357 +070 40672008 2285x2028 2935:082

GORDURA RETROPERITONEAL

ACIDOS GRAXOS cs CE OBS OBE
Palmitico (16:0) 1145+108 1451+088 1487 +120 1271+233
Estearico (18:0) 19032038 2107070 21732045
Oléico (18:1 n-9) 2148+ 148 2473+036% 2348+088 27.40+139
Linoléico (18:2 n-8) ETM+275 5H5128+0864 5116x15 S5101+171
Aragquidénico (20:4 n-8) 6858050 5746x044 3823x048" 4087+059
EPA (20:5 n-3) £218:072 2310+064° 2700+077 3,036 +0,57
DHA (22:6 n-3) 2410+041 09500042 1,757x028 21301062

GORDURA PERIGONADAL

ACIDOS GRAXOS Cs CE OBS OBE
Miristico (14:0) 1,400 £ 0,24 1,000+ 0 1,200 0,20 1,25+ 0,25
Palmitico (16:0) 1880+037 1850+1,04 1840x087 17,80+0,73
Estearico (18:0) 1800020 22502025 1,800x0,20 1,750+ 0,25
Oléico (18:1 n-9) 2380+ 0,24 2350028 2400+031 2520+0,37%
Linoléico {18:2 n-6) 4680050 4700x108 4780x0,73 47401120
alLinoléico (18:3 n-3) 2.400 + 0 40 3000+00 3200+020 2600+024
Araquidénico (20:4 n-8) 5000+001 4250+ 025* 42680+025* 4600+ 0,67
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5. DISCUSSAO

Dentre os disturbios metabdlicos na obesidade destacam-se alteracdes no
metabolismo glicolitico associadas ao ganho abundante de gordura visceral
(GUTIERREZ; PUGLISI; HASTY, 2009). O eixo adipo-insulina vem sendo
amplamente estudado, para compreensdo da expansao do tecido adiposo, em
especial visceral, e sua relagdo com alteragbes no metabolismo glicolitico dos
tecidos periféricos (VICKERS et al., 2001). Em modelos animais de obesidade as
mudangas no aporte energético durante a lactacdo induzem alteragbes no
metabolismo, pré-dispondo a disturbios metabdlicos ao longo da vida, como a
progressdo do quadro de obesidade associado as alteragbes glicoliticas
(PLAGEMANN A , HEIDRICH |, GOTZ F, ROHDE W, 1992). No presente trabalho, o
modelo utilizado mostrou-se efetivo em induzir obesidade nos animais ao atingir a
idade adulta (90 dias), no entanto, assim como em outros trabalhos, neste estudo a
obesidade nao foi associada a hiperfagia (FIGURA 7)(COMOTTI, 2017; FISCHER et
al., 2015; NERY; OS; MAS, 2009).

Neste modelo de obesidade a alteracao nos padrbes nutricionais do leite
materno conduz modulagdes nos circuitos hipotaldamicos envolvidas na regulacéo da
homeostase energética (DAVIDOWA; PLAGEMANN, 2000), tendo como
consequéncia desbalangco no metabolismo energético acarretando obesidade na
prole (ABBOUT et al., 2013). Nosso grupo de pesquisa ja demonstrou que a redugao
do numero de filhotes por ninhada altera os padrbes energéticos do leite materno e
que este reflete sobre a modulagcdo energética induzindo a obesidade nestes
animais (CANCIAN et al., 2016;COMOTTI, 2016).

Observamos o aumento significativo da massa corpérea ja durante a
lactacdo acompanhada do aumento no IL aos 21 dias, tendo prevaléncia na massa
corpérea novamente apos 60 dias o qual persistiu até os 90 dias de vida. Em
conjunto constatamos aumento de todos os depdsitos de gordura visceral aos 90
dias e instalagcdo do quadro de resisténcia a insulina (aos 85 dias de vida). A
prevaléncia de gordura visceral associada a resisténcia a insulina em ratos que
sofreram intervengdes nutricionais na gestagao ou lactacdo € demonstrada na
literatura (BEI et al., 2015; FISCHER et al., 2015; LATOUCHE et al.,, 2014;
RODRIGUES et al., 2007; STANFORD; MIDDELBEEK; GOODYEAR, 2015). Além
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das alteragbes nas massas dos depodsitos de gordura também s&o relatadas outras
alteragbes como o aumento da expressao de receptores para glicocorticoides,
hiperplasia e hipertrofia de adipdcitos, resisténcia a insulina na gordura visceral
deste modelo (HABBOUT et al., 2013).

Disfungbes metabdlicas como diabetes tipo 2, dislipidemia, obesidade e
resisténcia a insulina estdo associadas a inflamagao crénica de baixo grau e a
disfun¢des no metabolismo do tecido adiposo e muscular. A resisténcia a insulina é
condicdo determinante para incapacidade dos tecidos insulino-dependentes alternar
entre os substratos energéticos utilizados nos periodos de jejum e pos-prandial. A
pratica de exercicio fisico isolado ou associado a outros tratamentos tem sido
indicada para melhora ou contencgéo destes disturbios (HAWLEY; LESSARD, 2007,
HOLLOSZY, 2005). Aqui inovamos ao introduzir a pratica de exercicio
precocemente, iniciando aos 22 dias de vida. Em nosso estudo o exercicio de
natagéo crénica precoce minimizou o ganho de tecido adiposo visceral associado a
maior sensibilidade a insulina nos animais obesos exercitados (Figuras 8 e 9).

A demanda energética durante o exercicio aumenta a lipdlise, diminui a taxa
de reesterificacdo de acidos graxos e aumenta a oxidagcdo no musculo, resultando
em perda de massa gorda (EGAN; ZIERATH, 2012; HOROWITZ, 2007). A melhora
na sensibilidade a insulina pela reducdo de massa gorda parece estar relacionada a
melhora do “imunometabolismo” no tecido adiposo em decorréncia das modulagdes
promovidas pelo exercicio (VIEIRA-POTTER; ZIDON; PADILLA, 2015). A melhora
do microambiente adiposo pelo exercicio envolve a reducdo no didametro dos
adipdcitos, prevaléncia de adipocitocinas anti-inflamatérias secretadas e melhora do
fendtipo de células infiltradas no tecido adiposo (GOH; GOH; ABBASI, 2016;
HOROWITZ, 2007).

O exercicio fisico também promove alteragcdes no tecido adiposo marrom (TAM),
elevando a atividade metabdlica e expansdo (STANFORD; MIDDELBEEK;
GOODYEAR, 2015). O aumento da atividade simpatica, ativa receptores [(3-
adrenérgicos estimulando a biogénese mitocondrial, das proteinas UCPs e a
oxidagdo de acidos graxos neste tecido (SANCHEZ-DELGADO et al.,, 2015). A
expansao do TAM parece estar relacionado a redugdo das concentracdes de
triacilglicerdis e colesterol plasmatico (KHEDOE et al., 2015). Em nossos resultados

associamos o potencial efeito do exercicio fisico sobre o crescimento do tecido
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adiposo marrom como mecanismo auxiliar na contencdo de ganho de massa
adiposa visceral nos grupos exercitados. Pahlavani e colaboradores (2017)
demonstraram que animais obesos tiveram conteudo de massa adiposa visceral
reduzido quando o tecido adiposo marrom apresentou crescimento (PAHLAVANI et
al., 2017),

Nao encontramos alteracdes nos padrdes bioquimicos plasmaticos nos animais
obesos aos 90 dias. Bei e colaboradores (2015) ndo encontraram alteragbes na
glicemia com 120 dias neste modelo, mas com 21 dias (desmame) o perfil glicémico
encontrava-se alterado (BEI et al.,, 2015). Sugerimos que a normoglicemia pode
estar relacionada a condicao de hiperinsulinemia, assim como em individuos com
diabetes tipo 2. Inicialmente tem-se estado compensatério onde células beta passam
a hipersecretar insulina na tentativa de manter a normoglicemia, mecanismo que se
torna falho a medida que os anos passam (BEI et al., 2015).

Na obesidade o metabolismo de carboidratos se encontra comprometido
nos tecidos periféricos insulino-dependentes, especialmente no tecido muscular,
responsavel pelo maior percentual de captacao de glicose plasmatica (RODRIGUES
et al., 2007). Em nosso trabalho avaliamos a sensibilidade a insulina in vivo por ITT,
e ex vivo do tecido adiposo branco e muscular esquelético, o que possibilita
observar a responsividade destes tecidos frente ao estimulo insulinico em ambiente
isolado e sob as influencias diversas do organismo. Corroborando a literatura,
observamos resisténcia a insulina no teste de ITT (FIGURA 9) nos animais obesos,
tendo o exercicio fisico efeito positivo sobre a sensibilidade a insulina nos grupos
exercitados. Sabe-se que a resisténcia a insulina in vivo pode ser decorrente de
ampla gama de fatores, como substancias circulantes sistémicas que venham a
modular as vias de sinalizagado celular, como horménios, adipocitocinas e lipidios
(SHARMA et al., 2010).

Na abordagem ex vivo, a via glicolitica do musculo séleo pode ser avaliada
sem intervengdes sistémicas. Nossos resultados indicam que as alteragdes no
metabolismo glicolitico ndo estao relacionadas a falha na captacéo da glicose neste
tecido aos 90 dias, neste modelo experimental. Pois, interessantemente os animais
obesos responderam de forma muito similar a do controle, quanto a produgao de
lactato em condi¢des basais e, sob estimulo insulinico embora ndo significativa mas

com resposta expressiva. A taxa de producdo de lactato radiomarcado néo
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apresentou diferenca entre os grupos experimentais. Estes dados corroboram o
estudo de Ghezzi e colaboradores (2011) o qual demonstra que animais deste
modelo alimentados com elevadas doses de frutose nédo apresentam falha na
captacao de glicose e sintese de glicogénio no musculo esquelético (GHEZZI et al.,
2011). Mensuramos ainda a captagcdo de 2DG pelo tecido muscular apés a
incubagédo, na auséncia ou presenga do estimulo insulinico (FIGURA 12), onde
todos os grupos responderam de forma similar, demonstrando novamente que néo
ha comprometimento evidente do tecido muscular aos 90 dias.

No tecido adiposo branco na avaliagao ex vivo, a sintese de lactato a partir
da (glicose radiomarcada encontramos que animais obesos sedentarios e
exercitados ndo apresentam alteragdo na via glicolitica (FIGURA 11B). No entanto,
observamos que ha pouca responsividade frente ao estimulo insulinico e ao
exercicio crébnico quando avaliada a producdo de lactato total (sem marcacao
radiotiva) nos animais obesos (FIGURA 11A). Desta forma os dados sugerem que
neste periodo, as alteragdes glicoliticas neste tecido ndo estéo relacionadas apenas
a deficiéncia na captacdo da glicose nesta idade, visto que o tecido adiposo
perigonadal se apresentou responsivo em captar a glicose ex vivo. Diante dos
resultados encontrados sugerimos que o TAB tem o metabolismo de carboidratos
primariamente afetado neste modelo obeso, diferindo do tecido muscular que ainda
se apresenta responsivo aos 90 dias ex vivo. Com base na literatura, € sabido que
animais obesos apresentam alteragbes nos padrdes de citocinas produzidas,
decorrente do aumento da massa adiposa, disfuncdo dos adipdcitos hipertroficos e
aumento de infiltrados de macrofagos no estroma adiposo. Por sua vez tais
citocinas, como TNF-a e IL-6, afetam o metabolismo energético levando ao quadro
de resisténcia a insulina (GUTIERREZ; PUGLISI; HASTY, 2009). Sendo o musculo o
principal 6rgao periférico envolvido na captacdo de glicose e promogédo da
normoglicemia, sugerimos que nos animais obesos sedentarios, in vivo, este tecido
possa ter a funcionalidade na captacdo de glicose comprometida devido a
influéncias de fatores oriundos da expansdo do tecido adiposo branco, como
alteragcdes no padrao de adipocitocinas. O armazenamento do tecido adiposo
branco, especialmente visceral, estd associado a um estado metabdlico pro-
inflamatodrio de baixo grau (GUTIERREZ; PUGLISI; HASTY, 2009). Rodrigues et al.

(RODRIGUES et al., 2007) observaram que os adipocitos de ratos criados em
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ninhadas reduzidas sao resistentes ao estimulo insulinico. Nossos resultados, por
outro lado, demonstram que ndo ha comprometimento do metabolismo glicolitico aos
90 dias neste modelo, diferindo da maioria dos estudos, nos quais se avaliam os
efeitos do elevado aporte energético mais tardiamente. Nosso trabalho limita-se
apenas a avaliagao in vitro da gordura perigonadal, assim sugerimos que estudos
sejam realizados com tecidos mesentérico e retroperitoneal, visto que estes foram os
que mais apresentaram aumento em massa e sendo mais suscetiveis a lipdlise.

A resisténcia a insulina é condi¢gao chave para a incapacidade dos tecidos
insulino-dependentes em alternar entre uso preferencial da glicose no periodo pés
prandial (alimentado) e acidos graxos durante o jejum. Diversas condigdes podem
levar ao desenvolvimento da resisténcia a insulina, dentre estes dislipidemias e
fatores pro-inflamatorios secretados pelo tecido adiposo obeso sdao condi¢cdes que
parecem determinantes. Os mecanismos pelos quais os acidos graxos podem
intervir no metabolismo sdo diversos, como acumulo de derivados do metabolismo
lipidico, modulagdo da transcricdo génica, disfuncdo mitocondrial entre outros
(MARTINS et al., 2012). A resisténcia a insulina pode ser resultante da falha na
translocacao de GLUT4 ou a sua baixa expressao nos tecidos insulino-dependentes
(HANLEY et al., 2010)(LIU et al., 2013a). N&o observamos altera¢cdes na expressao
do GLUT4 no musculo aos 90 dias nos animais obesos-induzidos, o que vem ao
encontro dos nossos demais resultados, demonstrando a responsividade glicolitica
do musculo esquelético. Novamente ressaltamos que as alteracbes metabdlicas no
musculo neste modelo ocorrem apds 90 dias. No tecido adiposo nao houve
alteracdo quanto a expressao de GLUT4 nos animais obesos-induzidos, tendo o
exercicio efeito positivo em ambos os grupos exercitados (FIGURA 15B). Aos 120
dias Bei e colaboradores encontraram redugdo na expressdao de GLUT4, IRS1
(substrato 1 do receptor de insulina) e AKt2 (proteina quinase B). Sugerimos que
alteracbes como a reducao expressiva de GLUT4 e proteinas da via de sinalizagao
da insulina possam ocorrem mais tardiamente. A literatura demonstra que o
exercicio fisico € capaz de restabelecer a normoglicemia em fungdo das mudancas
moleculares nos tecidos insulino-dependentes. Melhorando a sensibilidade a acao
da insulina e promovendo o aumento da expressao de GLUT4 no tecido adiposo e
muscular. Ainda ha outro mecanismo, descrito como via independente da insulina

(dependente da concentragdo de ATP e caélcio intracelular),que também é
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estimulado durante a pratica de exercicio, auxiliando no aumento da internalizag&o
da glicose no tecido muscular (PEREIRA et al., 2017).

Os autores Ceperuelo-Mallafré e colaboradores (2015) demonstraram que em
adipodcitos obtidos de humanos obesos, ha aumento da deposicdo de glicogénio,
impactando a expressao de citocinas pro-inflamatérias nessas células. O acumulo
de glicogénio em macréfagos parece ser um dos responsaveis pela modulagcdo na
prevaléncia dos macrofagos tipo M1 (pro-inflamatérios) no tecido adiposo obeso,
tendo como processo desencadeador a hipdxia, que ocorre em decorréncia de
condicbes hipertréficas no tecido adiposo. Neste modelo de obesidade ja
demonstramos em trabalho anterior que aos 90 dias o tecido adiposo visceral
encontra-se com adipdcitos hipertréficos (FISCHER et al.,, 2015). Em condi¢des
normais o glicogénio é encontrado em maiores concentragdes no figado e tecido
muscular (JENSEN et al., 2011). No tecido muscular a capacidade de restabelecer
as concentragdes de glicogénio esta associada a boa funcionalidade metabdlica
deste tecido. Em condicbes como resisténcia a insulina e DM2 esse encontra-se
reduzido, tendo a insulina papel central na glicogénese (regulagdao da enzima
glicogénio sintase)(HE; KELLEY, 2004; JENSEN et al., 2011). O aumento do
conteudo de glicogénio no tecido adiposo parece ter relacdo direta a reducdo da
adiponectina (adipocitocina anti-inflamatéria). Ao mensurarmos o conteudo de
glicogénio presente no tecido muscular logo apos a dissecagao (a fresco) e apos 1
hora de incubagcdo (FIGURA 13), e nos depdsitos de gordura viscerais apés
dissecacdo, observamos que o musculo apresentava-se responsivo em todos os
grupos experimentais, reforcando nossos dados anteriores que demonstram a
responsividade do tecido muscular aos 90 dias ex vivo. Nos depdsitos de gordura
dos grupos obesos nao observamos alteragcbes no conteudo de glicogénio com
excecao na reducao em dois depdsitos em funcado do exercicio fisico.

Diante da importancia dos acidos graxos no desenvolvimento da resisténcia a
insulina, ndés avaliamos o percentual de acidos graxos nos depdsitos de gordura,
figado e plasma para se investigar se ha relagdo entre os acidos graxos e as
alteracdes metabdlicas neste modelo obeso aos 90 dias. Estudos demonstraram a
capacidade de fatores nutritivos de modular o metabolismo energético, em especial
afetar de forma direta o desenvolvimento do tecido adiposo (ARMITAGE; TAYLOR,;
POSTON, 2005; LIU et al., 2013b).



56

A modulagdo do perfil inflamatoério tecidual assim como desenvolvimento da
sindrome metabdlica estd estritamente relacionada ao perfil de acidos graxos.
Acidos graxos poliinsaturados de cadeias longas (W-6), como o acido araquidénico
(20:4 n-6) sdo indutores da resisténcia a insulina, pois sdo precursores de
eicosandides de perfil pré-inflamatério (MARTINS et al.,, 2012). Diversos sao os
mecanismos relacionados ao desenvolvimento da resisténcia a insulina junto ao
aumento de determinados acidos graxos, como por exemplo a promog¢ao da
disfuncdo mitocondrial, modulagao na transcricdo génica, stress oxidativo entre
outros (MARTINS et al., 2012). No processo inicial de indugcao de pré-adipdcitos
alguns acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa, como o araquiddnico, se
comportam como adipogénicos por atuar na regulacdo de genes do metabolismo
lipidico (QUEIROZ; ALONSO-VALE; CURI, 2009). O aumento da razdo de acidos
graxos poliinsaturados (AGPI) w-6:w-3 esta associado a prevaléncia na producao de
produtos bioativos, eicosandides, da série pro-inflamatoria que contribuem para
sindrome metabdlica, obesidade e diabetes (SIMOPOULQOS, 2016). Nossos animais
obesos apresentaram aumento no perfil de AGPI w-6 dos acidos araquidénico (AA)
e linoléico (18:2 n-6) plasmatico e no figado, com reducéo do acido palmitico (C16:0)
no figado. O figado é tido como principal local de metabolismo de acidos graxos
poliinsaturados. Diversos estudos relacionam estado obeso em animais e humanos
ao aumento de AA. O AA tem a maior concentragdo entre os componentes das
membranas celulares, 25%, podendo ser adquirido pela dieta ou pela sintese no
figado a partir de seu precursor, o acido linoléico. Os animais obesos demonstram
claramente a relagdo do aumento do acido linoléico em relagdo ao aumento do AA
plasmatico e no figado. A prevaléncia na produgdo de AA estd associada a
patologias como resisténcia a insulina (SIMOPOULQOS, 2016). Neste modelo de
obesidade as alteragdes no perfil lipidico ocorrem de forma precoce, ja aos 21 dias,
e permanecem alteradas ao longo da vida destes animais, indicando desempenhar
papel chave no desenvolvimento das alteragées metabdlicas (BEI et al., 2015),

Observamos neste estudo aumento do AA no figado de ambos os grupos
exercitados. Tanto no figado como nos tecidos musculares (liso, cardiaco e
esquelético) o AA tem capacidade de modular uma série de canais iGnicos, em
especial dos canais para Ca?*, por mecanismos diretos (liga-se diretamente a

receptores) ou ainda indiretos (metabdlitos ou ativagdo proteinas quinases
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especificas) (RYCHKOV et al., 2005). No musculo esquelético o AA é capaz de
modular atividade de canais de Na" ativos por tensdo (BENDAHHOU; CUMMINS;
AGNEW, 1997). Além de estar relacionado a sinalizagédo neuromuscular onde o AA
junto com prostaglandinas atuam na dessensibilizacdo do canal nicotinico (receptor
ACh) na musculatura esquelética (NOJIMA; SASAKI; KIMURA, 2000). Sugerimos
que o aumento do AA em ambos o0s grupos exercitados apresenta-se como
adaptacdao ao exercicio fisico na tentativa de contribuir para melhora do
desempenho, adaptando o tecido as condigdes de estimulos durante o exercicio
fisico. O exercicio fisico foi capaz de promover a redugao plasmatica e acidos
linoléico (n6), e no figado dos acidos graxos oléico (n9) e palmitico (saturado) nos
animais do grupo controle exercitado, o que ndo foi observado nos animais obesos-
induzidos exercitados. Sugerimos diante destes dados pouca responsividade em
modular perfil lipidico nestes animais, e mais estudos em relagdo a capacidade do
exercicio de modular o perfil lipidico dos diferentes depdsitos de gordura neste
modelo obeso s&o necessarios.

Além de todos os efeitos sobre o metabolismo, o AA esta relacionado ao
estimulo da diferenciacdo de pré-adipécitos. Sugere-se na literatura que seu
subproduto prostaglandina I, via adenilato ciclase estimula o aumento do AMPc e
consequentemente promove estimulagdo do PPARy, que é essencial para a
diferenciagcdo dos pré-adipocitos (SIMOPOULOS, 2016). Nossos dados
demonstraram a tendéncia no aumento da expressao do PPARy nos tecidos
adiposos visceral mesentérico e retroperitoneal nos animais obesos. O aumento da
expressado de PPARYy é evidente em modelos animais durante lactagéo, associado a
disponibilidade energética elevada, havendo platd pos-desmame, relacionando
assim aumento de sua expressdo ao periodo de intensa proliferacdo celular no
tecido adiposo (LARSEN; TOUBRO; ASTRUP, 2003). Os PPARs sao fatores de
transcricdo que controlam o desenvolvimento de células de gordura e sua
capacidade de armazenar lipidios, além de estarem associados a sensibilidade a
insulina neste tecido (MEDINA-GOMEZ; GRAY; VIDAL-PUIG, 2007). Assim a
expressdo do PPARy varia ao longo desenvolvimento da obesidade, estando
relacionado positivamente a disponibilidade energética, especialmente perfil lipidico
(LARSEN; TOUBRO; ASTRUP, 2003). Aos 90 dias n&o conseguimos encontrar

alteracao estatistica na expressdo do PPARYy. Para tanto utilizamos anticorpo com
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os duas isoformas (PPARy 1 e 2), sendo a isoforma 2 mais importante no tecido
adiposo. Sugerimos que novas avaliagbes sejam realizadas com enfoque no subtipo
2 e adicionalmente sua avaliagdo no periodo logo pés-desmame, para compreender
0 papel deste sobre a adipogénese em relagdo ao maior aporte energético durante a
lactacdo. PPARYy junto as proteinas C/EBPs sdo determinantes no processo tardio
de diferenciagdo das células adiposas (QUEIROZ; ALONSO-VALE; CURI, 2009).
Além de exercer papel sobre a adipogénese o PPARYy esta atrelado a regulagao de
outros processos como o0 metabolismo lipidico e homeostase da glicose
(KOUTNIKOVA et al., 2003)

Nossos dados até aqui demonstraram que a instalacdo da resisténcia a insulina e
demais disfungdes presentes neste modelo de obesidade aos 90 dias sao
decorrentes ndo apenas de mudancgas intrinsecas do tecidos adiposo e muscular
esquelético, mas da capacidade de responder a diversos fatores sistémicos
circulantes. Entendemos que o tecido adiposo neste periodo parece primariamente
afetado, o que nos aponta novas perspectivas de estudo. Demonstramos que o
exercicio fisico iniciado de forma precoce foi capaz de modular ambos os tecidos, de
forma distinta, mantendo a sensibilidade a insulina e contendo o ganho de massa

adiposa.
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6. CONCLUSAO

O modelo de obesidade utilizado mostrou-se valido para estudo das
mudancgas que ocorrem gradualmente nos tecidos periféricos insulino-dependentes
nas condigdes como obesidade e resisténcia a insulina. Aos 90 dias a via glicolitica
encontra-se funcional em ambos tecidos insulino-dependentes avaliados. O tecido
adiposo apresenta respostas distintas em relagdo ao tecido muscular frente ao
estimulo insulinico ex vivo e ao exercicio fisico. De modo geral, o exercicio fisico
leve a moderado iniciado precocemente se mostrou ferramenta importante para
contencdo do ganho de massa adiposa e manutenc¢ao da sensibilidade a insulina até

os 90 dias.
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