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RESUMO

A obesidade tem sido apontada como um dos maiores desafios enfrentados
pela saude publica no ultimo século, devido a seu evidente carater patogénico.
Diabetes mellitus tipo 2, hipertensao arterial, AVC e infarto agudo do miocardio séo
algumas das doencgas originadas a partir desta, que ja é considerada uma epidemia,
devido ao grande numero de pessoas que afeta. Evidéncias indicam que a
estratégia mais eficaz para sobrepujar esta situagdo € a mudancga de habitos, como
a adicado de exercicios fisicos a rotina diaria e/ou modificagdes na dieta, de maneira
que a ingesta caldrica ndo exceda seu gasto. Em vista disso, nosso trabalho teve
como objetivo investigar: 1) O efeito crénico do exercicio fisico em parametros
morfologicos, bioquimicos e metabdlicos de ratos que foram ou ndo induzidos a
obesidade; 2) Avaliar o efeito do destreinamento sobre as adaptagdes promovidas
pelo exercicio ao longo do tempo. Os experimentos foram divididos em dois grupos
segundo a idade dos animais: G60 - animais de 60 dias e G90 - animais de 90 dias.
G60 e G90 foram subdivididos em animais controle (G60C e G90C), e animais de
ninhada reduzida (G60R e G90R). Estes subgrupos foram novamente subdivididos
segundo a pratica de exercicio ou sedentarios (G60CSED, G60CEXE, G60RSED,
G60REXE e G90CSED, G90CEXE, G90RSED, G90REXE). Os grupos EXE
realizaram trés treinos por semana, durante 6 semanas, em dias alternados, com
duragédo de 30 minutos e carga adaptada a cada animal individualmente, sendo 5%
da massa corporal. A coleta de tecidos do grupo G60 ocorreu aos 60 dias de vida,
enquanto o grupo G90 passou por periodo de destreinamento entre 60 e 90 dias, e a
coleta dos tecidos deste grupo foi realizada aos 90 dias de vida. Ao final do estudo,
nao foi verificada diferenga significativa no conteudo de tecido adiposo branco (TAB)
entre sedentarios e exercitados de G60, porém notou-se que 0s grupos obesos
exercitados de G60 apresentaram maior sensibilidade a insulina (p<0,0071) quando
comparados aos obesos sedentarios. Ja os animais obesos exercitados de G90,
mesmo apos 30 dias de auséncia de exercicio fisico, apresentaram menor conteudo
de TAB nos paniculos adiposos mesentérico (p<0,0040) e retroperitoneal (p<0,0165)
em comparagdo com 0sS animais obesos sedentarios. A toleréncia a glicose foi
semelhante entre sedentarios e exercitados em G90, porém, houve forte tendéncia
para melhor resposta dos grupos exercitados, sendo este fato atribuido a um
possivel efeito residual do exercicio fisico precoce.

Palavras-chave: obesidade; exercicio; destreinamento.



ABSTRACT

Obesity has been identified as one of the greatest challenges faced by public
health in the last century due to its evident pathogenicity. Diabetes mellitus type 2,
hypertension, stroke and acute myocardial infarction are some of the diseases
originated from this, which is already considered an epidemic, due to the large
number of people it affects. Evidences indicate that the most effective strategy to
overcome this situation is to change habits, such as adding physical exercises to
daily routine and / or dietary modifications, so that caloric intake does not exceed the
expenditure. In view of this, our work aimed to investigate: 1) The chronic effect of
physical exercise on morphological, biochemical and metabolic parameters of rats
that were or were not induced to obesity; 2) To evaluate the effect of the detraining
(interruption of training) on the adaptations promoted by the exercise over time. The
experiments were divided into two groups, according to the age of the animals: G60 -
animals of 60 days and G90 - animals of 90 days. G60 and G90 were subdivided into
control animals (G60C and G90C) and reduced litter animals (G60R and G90R).
These subgroups were again subdivided into exercised and sedentary animals
(G60CSED, G60CEXE, G60RSED, G60REXE and G90CSED, G90CEXE,
G90RSED, G90REXE). The EXE groups performed three training sessions weekly,
for 6 weeks, on alternate days, with a duration of 30 minutes, using a load adapted to
each individual animal, corresponding to 5% of its body mass. Tissue collection from
the G60 group occurred at 60 days of life, while the G90 group underwent detraining
between 60 and 90 days, and the collection of tissues from this group was performed
at 90 days of life. At the end of the study, there was no significant difference in the
white adipose tissue (WAT) content between exercised and sedentary from G60
subjects, but it was observed that the exercised obese G60s presented higher insulin
sensitivity (p <0.0071) when compared to sedentary obese ones. On the other hand,
exercised obese animals of G90, even after 30 days of absence of physical exercise,
had lower TAB content in mesenteric (p <0.0040) and retroperitoneal (p <0.0165)
adipose tissue compared to sedentary obese ones. Glucose tolerance was similar
between exercised and sedentary G90s, but there was a strong tendency for a better
response of the exercised groups, which was attributed to a possible residual effect
of the early physical exercise.

Keywords: obesity; exercise; detraining.
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INTRODUCAO

A obesidade € um dos maiores desafios para saude publica, e possui
correlagao direta com as principais causas de morte no mundo. Das 56,4 milhdes de
mortes no ano de 2015, mais de 15 milhdes foram devidas a doenca arterial
coronariana (DAC) e acidente vascular cerebral (AVC), ambos apresentando como
elo comum a obesidade. Esta epidemia, como ja &€ denominada, tomou tais
proporcdes sobretudo nos ultimos dois séculos, em que a industrializacdo trouxe
maior comodidade as pessoas e levou-as a adotarem estilo de vida menos ativo.
(WHO, 2016; CABALLERO, 2007).

Sobrepeso e obesidade sao definidos como acumulo excessivo de gordura
corpérea, de modo a oferecer risco para a saude (WHO, 2017). Entretanto, ainda
que paregcam ter o mesmo significado, representam diferentes graus de uma mesma
doenca, na qual um individuo que apresenta indice de massa corpérea (IMC, dado
por: massa corporea em kg/estatura® em metros) entre 25 e 29,9 kg/m? encontra-se
com sobrepeso, e um individuo que apresenta IMC acima de 30kg/m? é
caracterizado como obeso (WHO, 2004).

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude, no ano de 2014, 1,9 bilhdes
de pessoas acima dos 18 anos (40% das mulheres e 38% dos homens) estavam
com sobrepeso, dentre as quais 600 milhdes eram obesas. Atualmente, 14,9% das
mulheres adultas e 10,8% dos homens adultos s&o obesos, e se a tendéncia
continuar, estima-se que em 2025 os numeros aumentardo para 21% e 18%,
respectivamente (SAKURAI et al.,2017).

Estes dados fazem sentido ao se observar que apés a revolugao industrial
houve mudancga drastica, tanto nas formas de busca pelos alimentos, quanto nos
tipos de alimento ingeridos. Aqueles individuos que antes precisavam langar mao de
técnicas como cacga, pesca e plantio para obter seu sustento, gastando assim,
quantidades consideraveis de energia ao longo do dia, agora tém rotina sedentaria,
aliada a dieta altamente caldrica. O despreparo genético e metabdlico da racga
humana para tal mudanca fundamenta o aumento assombroso na incidéncia de
doengas cronico-degenerativas como diabetes mellitus tipo 2 (DM2), doencgas
coronarianas e cancer, que ocorreu apoés esse periodo (BARBALHO et al., 2015).

Tanto a obesidade quanto o sobrepeso instalam-se quando ha quebra no

balango energético, e a quantidade de calorias ingeridas passa a ser superior a
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demanda requerida pelas células para manter sua funcéo e metabolismo (LOPEZ e
TENA-SEMPERE, 2017). O gasto energético da-se por trés maneiras: 1)
Metabolismo basal; 2) Termogénese adaptativa; e 3) Atividade fisica. Metabolismo
basal abrange toda a abundancia de processos bioquimicos necessarios para
manter a vida, enquanto termogénese adaptativa envolve a energia dissipada na
forma de calor em resposta a alteragdes ambientais, como deslocamentos entre
ambientes com temperaturas diferentes, ou variagdes dietéticas. Ja a atividade fisica
se refere a qualquer movimento voluntario (SPIEGELMAN e FLIER, 2001). Portanto,
quando um individuo destituido de quaisquer problemas na absorcdo de nutrientes
passa a ingerir mais energia que o necessario para manutencao dessas 3 fungoes,
inicia-se o processo de armazenamento de gordura pelo tecido adiposo.

A disposicao anatdmica do tecido adiposo ocorre em diferentes proporgdes e
€ dependente de fatores como idade, etnia, género, concentragbes hormonais, dieta
e atividade fisica. No entanto, independentemente da distribuicdo corporal,
apresenta-se em dois compartimentos principais, cada qual com caracteristicas
metabdlicas distintas: tecido adiposo subcutaneo (TAS) e tecido adiposo visceral
(TAV) (SHUSTER et al., 2014). O primeiro esta localizado logo abaixo da derme,
envolvendo toda area corporal, e portanto, confere o dimorfismo sexual a espécie
humana. Ademais, suas principais fungdes sdo o armazenamento de energia na
forma de triacilgliceréis (TAG), a protegao contra choques mecanicos e o isolamento
térmico (CUNHA, 2014). Ja o segundo localiza-se entre os 6rgaos internos e é
descrito como tecido metabolicamente mais ativo, devido a quantidade de moléculas
que secreta, dentre as quais, citocinas proé-inflamatérias (TNF-a, IL-1, IL-8, IFN-y,
visfatina, resistina) e anti-inflamatérias (IL-2, IL-4, [L-10, IL-13, adiponectina)
(PRADO et al., 2009). Entre essas adipocinas, como sao conhecidas, as pro-
inflamatorias particularmente tem sido apontadas como principal gatilho para o
desenvolvimento de doencas metabdlicas como diabetes tipo 2, ja que sua liberagao
induz a um estado de inflamagao crénica de baixo grau que parece interferir
negativamente na sensibilidade a insulina (SPOTO, 2014).

Em contraste com o TAS e TAV, que sao formados por tecido adiposo branco
(TAB), ha uma terceira classe, nomeada tecido adiposo marrom (TAM). Este tem
como fungdo gerar calor pelo processo conhecido como desacoplamento
mitocondrial, mediado por proteinas da classe UCP (uncoupling proteins). A

ocorréncia deste processo eleva o gasto energético, ou seja, numa comparagao
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entre TAB e TAM, verifica-se dois tecidos com fungdes completamente opostas.
Enquanto aquele armazena energia, este dissipa-a (COHEN e SPIEGELMAN,
2015). Existe ainda uma categoria de tecido adiposo com algumas caracteristicas
comuns ao TAM, mas que por ndo ser originaria do mesmo precursor embrionario, é
tratada como célula distinta. E conhecido como tecido adiposo bege ou tecido
adiposo marrom induzivel. Suas células se desenvolvem entre células do TAB. Além
disso, enquanto o TAM expressa alta quantidade de proteinas UCP1 na auséncia de
estimulos, este outro parece expressar as mesmas proteinas apenas em resposta a
ativadores como agonistas do receptor B-adrenérgico e receptor y (PPAR-y)
(HARMS e SEALE, 2013).

A despeito de sua importancia como o6rgao endocrino, o tecido adiposo
visceral quando aumentado pode trazer sérios riscos a saude. No entanto, é dificil
estabelecer o ponto exato em que o érgdo metabolicamente ativo torna-se um
agente nocivo ao organismo. Com a finalidade de clarificar estes acontecimentos,
foram criados diversos métodos para mensuragdo da gordura centripeta,
comumente divididos em duas categorias: 1) Preditores antropométricos; 2) Métodos
de imagem. O primeiro compreende o método das dobras cutaneas (MDC), a
Circunferéncia de cintura (CC), a Relagéo cintura/quadril (RCQ) e o IMC. O segundo,
a Tomografia computadorizada (TC), a Ressonancia nuclear magnética (RNM) e a
absorciometria de raios X de dupla energia (DEXA). Os métodos de imagem,
quando comparados aos antropométricos apresentam acuracia significativamente
maior, porém, em razao de seu alto custo e dificil acesso, acabam por ser menos
utilizados para estes fins. Dessa forma, a avaliagdo mais adequada para predi¢cao de
gordura corporal passa a ser a antropometria, por seu baixo custo e facil manuseio
dos instrumentos utilizados (SILVA et al., 2002).

No que tange ao tratamento da obesidade, sdo adotadas varias modalidades
de intervencao, que podem incluir alteragcdes na ingestao calorica, elevagao no nivel
de atividade fisica, procedimentos cirurgicos e estratégias farmacolégicas. Contudo,
a que tem se mostrado mais efetiva, ndo apenas para o tratamento mas também
como forma de prevengao, inclui simplesmente modificagcdes de conduta, em relagéo
ao volume de atividade fisica e comportamento alimentar (SILVA et al., 2002).

Partindo-se da premissa que a atividade fisica (AF), quando planejada e
organizada, feita de forma estruturada e sob orientagcdo profissional, obtém o titulo

de exercicio fisico (EF), depreende-se que um individuo ao optar por mudar seus
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habitos, elevando seu nivel de atividade conscientemente, ele passa a ser agora um
praticante de exercicios fisicos. Segundo Ciolac e Guimaraes (2004), os beneficios
da pratica regular de EF podem ser verificados em diversos parédmetros bioquimicos
e fisioldgicos, que quando alterados podem constituir fatores de risco, como por
exemplo: redugdo da pressado arterial sistdlica (PAS) e diastdlica (PAD) em
individuos hipertensos bem como em individuos normotensos, devido a
vasodilatagao periférica induzida pela acdo do oOxido nitrico (NO) liberado no
endotélio das arteriolas; melhora no perfil lipidico, notadamente elevando as
concentracbes de HDL colesterol (high density lipoprotein) e reduzindo as
concentracdes de LDL e VLDL colesterol (low density lipoprotein e very low density
lipoprotein, respectivamente); melhora na sensibilidade a insulina e perfil glicémico,
mediada pelo aumento na translocagcao de transportadores GLUT-4 para a
membrana muscular independentemente da acdo da insulina (BARRILE et al.,
2015); ndo menos importantes sdo as adaptagcbes observadas no sistema
imunoldgico (Sl). Quando realizado em intensidade moderada, o EF leva ao
aumento dos leucdcitos circulantes, nos periodos intra e pds-exercicio (TOSSIGE-
GOMES et al., 2014).

Com relagdo a homeostase glicémica, ainda que tenham sido documentados
efeitos positivos do exercicio a longo prazo, sabe-se que o efeito agudo sobre a
sensibilidade a insulina proveniente do exercicio € o principal, e ndo permanece por
mais que 72 horas, justificando assim a importancia da periodicidade desta pratica,
sobretudo em individuos que apresentam resisténcia a insulina (SIGAL et al., 2004).

Este trabalho envolveu etapas distintas, sendo que, em uma delas,
determinados grupos experimentais realizaram exercicio fisico, e em outra,
passaram por periodo de auséncia de exercicio. O termo "destreinamento" sugere
que houve alguma intervencdo que tornou os animais destreinados, quando, na
verdade, o Unico acontecimento foi a interrupgdo das sessbes de
exercicio/treinamento. Ainda assim, para fins de compreensao, utilizaremos a
palavra "destreinamento” para designar a segunda etapa do trabalho, em que os
animais passaram a nao mais realizar exercicio.

De acordo com Michelin et al., (2008), ao individuo cessar a pratica de um
programa de 9 meses de treinamento direcionado a melhora na aptidao fisica, 1 més
apenas, ja é suficiente para fazer com que os niveis de flexibilidade, aumentados em

8% pela pratica, retornem a valores basais. Ainda nesta linha, adaptacdes
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cardiovasculares podem ser perdidas em ainda menos tempo. Segundo Evangelista
e Brum (1999), apds 2 a 4 semanas de destreinamento, a frequéncia cardiaca em
exercicio submaximo e maximo passa a ser mais alta, em funcéo de alteragdes no
débito cardiaco. Tais mudancas refletem, na pratica, o poderoso principio da
reversibilidade (MCARDLE et al., 2003) segundo o qual, independentemente do
tempo de pratica de determinada modalidade, as adaptacbes adquiridas serao
perdidas, quando houver auséncia de estimulo.

O aumento na incidéncia de doencas metabodlicas e coronarianas
relacionadas a obesidade (CABALLERO, 2007) ganhou a aten¢ao de pesquisadores
por todo o mundo, fazendo-se necessaria a criacdo de modelos experimentais que
permitissem maior entendimento das doengas em nivel celular. Devido as limitagbes
éticas, os experimentos com seres humanos sao muitas vezes inviaveis, uma vez
que a integridade fisica e psicologica dos estudados devem ser preservadas. Assim
sendo, correntemente sdo empregados em pesquisa modelos animais cujo objetivo
consiste em simular determinada condicdo ou doencga, testar as intervencdes
relevantes e extrapolar os resultados para os seres humanos. Particularmente, os
pequenos roedores sdo os mais utilizados, justamente por seu facil manuseio, alta
velocidade de metabolismo e rapida reprodugdo (FAGUNDES e TAHA, 2004).

Dentre os modelos experimentais de obesidade, destacam-se: modelos
genéticos (monogénicos e poligénicos), em que um ou mais genes,
respectivamente, estdo ausentes ou inativos no animal; quimicos ou cirurgicos, nos
quais lesa-se regides especificas do hipotalamo, induzindo os animais a hiperfagia;
modelos dietéticos, em que os animais ndo sao lesados ou manipulados em nivel
celular, mas apenas sua alimentagdo € modificada, como nos modelos de dieta
cafeteria e high-fat. Ainda entre os dietéticos, encontra-se 0 modelo de obesidade
por reducdo de ninhada, no qual o ajuste no tamanho das ninhadas modifica a
competicao entre os filhotes, pelo leite ofertado pela mae. Dessa forma, os animais
de ninhada reduzida ingerem quantias mais elevadas quando comparados a animais
de ninhada normal. O maior aporte energético precoce do primeiro grupo é refletido
na fase adulta, em que os animais de ninhada reduzida tornam-se obesos e
resistentes a insulina (LUTZ e WOODS, 2013).

O fenbmeno que justifica as alteragbes observadas em animais submetidos a
redugcao de ninhada é conhecido como Imprinting metabdlico, nada mais que uma

espécie de programacao a longo prazo do organismo, provocada por modificacdes
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hormonais e/ou nutricionais e que levam a adaptagdes tanto morfolégicas quanto
funcionais e metabdlicas, tornando-os assim mais susceptiveis a patologias na fase
adulta (XAVIER et al., 2015).

Sabe-se que estas patologias ndo advém apenas do aumento na
adiposidade, mas também do quadro inflamatério que se instala juntamente com
esse aumento (FERRANTE, 2007). O TAB é responsavel pela produgao de grande
quantidade de citocinas de carater pré e anti-inflamatério, chamadas adipocinas.
Concomitantemente a hipertrofia desse tecido, ocorre aumento na produgcdo e
secrecao das citocinas pré-inflamatorias, que estimulam por quimiotaxia a migragao
de células do sistema imunoldgico para a regido (LEITE et al., 2009).

Naturalmente, o TAB é um sitio imunolégico, abrigando linfécitos T e B,
células dendriticas, mastdcitos, eosindfilos e macréfagos, sendo que o ultimo é
também o mais abundante (BLOOR e SYMONDS, 2014). Esta categoria de células
possui heterogeneidade fenotipica e funcional, de modo que diferentes fendtipos
designam diferentes papéis metabdlicos. Os macrofagos sao classificados em duas
grandes classes baseadas em seu perfil secretério e marcadores de superficie: M1
ou “classico” e M2 ou “alternativo”. Os macréfagos do TAB podem prontamente
modificar o estado funcional do ambiente tecidual. Especialmente sob condi¢cdes de
densidade de nutrientes, macrofagos inflamatoérios infiltrados no TAB e de acordo
com as citocinas inflamatérias que eles secretarem, podem afetar negativamente a
resisténcia a insulina. Os macréfagos M1 do TAB desempenham papel central na
defesa do hospedeiro contra infec¢des virais e bacterianas, enquanto os M2 estao
associados com reagbes anti-inflamatérias e desempenham papel no
remodelamento tecidual, fibrose e progressdo tumoral (NATOLI e MONTICELLI,
2014). A maioria dos macréfagos do TAB em obesos € do fendtipo classico M1, e
aqueles presentes nos individuos magros tendem a ser do fenétipo M2 (FEUERER
et al. 2009).

Uma vez que ndo ha na literatura estudos envolvendo simultaneamente
modelos de obesidade, exercicio fisico e periodos de destreinamento, e que a
reducdao de ninhada € o modelo experimental que mais se assemelha a situagdes
reais, por nao haver interferéncia farmacolégica ou introdugdo de métodos invasivos
para o estabelecimento de obesidade, nosso trabalho vem enriquecer o acervo de
informacdes a este respeito, elucidando parte dos fendmenos metabdlicos ocorridos

em situagdes de exercicio precoce seguido de posterior destreinamento.
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OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o efeito do exercicio fisico precoce sobre parametros bioquimicos
e morfolégicos em ratos submetidos a programacdo metabdlica por reducado de
ninhada e investigar o efeito do destreinamento sobre as adapta¢des adquiridas ao

longo do periodo de exercicio.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Induzir obesidade por programacao metabdlica.
b) Realizar protocolo de exercicio fisico.

c) Avaliar o ganho de massa corporal obtido pelos grupos obesos e ndo obesos,

exercitados e nao exercitados.
d) Avaliar o consumo alimentar de todos os grupos.

f) Efetuar teste de tolerancia a glicose e a insulina em todos os grupos.
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MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos machos e fémeas da linhagem Wistar (espécie Rattus
novergicus), obtidos do biotério do setor de Ciéncias Biologicas da Universidade
Federal do Parana. Todos os procedimentos foram realizados apds aprovacao do
Comité de Etica para o Uso de Animais (CEUA) da instituicdo, sob o certificado n°
968/2015. Os animais foram mantidos em ciclo claro/escuro de 12h, temperatura 21°
C £ 2°C e com oferta de agua e ragao para roedores (NuviLab-CR1® peletizada) ad

libitium.

3.2 MODELO EXPERIMENTAL

Na etapa de acasalamento foram utilizados machos e fémeas virgens,
acomodados na proporgao de 3 fémeas para 1 macho. Téo logo fosse verificada a
prenhez (por palpagdo abdominal), as fémeas eram realocadas em gaiolas
individuais, onde eram mantidas até que sua prole nascesse e completasse 21 dias
de vida. Todas as ninhadas foram mantidas com 10 filhotes até o terceiro dia apos o
nascimento, para que as maes se adaptassem a produzir leite para esta quantidade
de filhotes (PLAGEMANN et al., 1999), e ao terceiro dia, as ninhadas que seriam
induzidas a obesidade por supernutricdo foram reduzidas de 10 para 3 filhotes,
enquanto as ninhadas normais permaneceram com 10 filhotes até que ocorresse o
desmame, aos 21 dias. Nos casos em que o numero de machos nao era suficiente
para completar 10 filhotes, eram utilizadas fémeas, de modo que, a partir do 21° dia,
os experimentos contaram apenas com ratos machos. A massa corporal dos filhotes
foi mensurada 3 vezes por semana (segunda, quarta e sexta-feira), para
acompanhar seu crescimento. A mensuracao foi realizada sempre nos mesmos
horarios, para evitar quaisquer interferéncias relativas a mudancas de
comportamento dos animais ao longo do dia. No 21° dia de vida, os filhotes foram
desmamados e ajustados em gaiolas com 3 ou 4 animais, cada. Neste mesmo dia,
as ninhadas normais foram subdivididas aleatoriamente em grupo controle -

sedentario (CON-SED) e controle - exercitado (CON-EXE), enquanto as ninhadas
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reduzidas foram subdivididas em grupo reduzido - sedentario (RED-SED) e reduzido
- exercitado (RED-EXE).

3.3 CONSTATAGAO DA OBESIDADE

A verificagdo da obesidade foi feita mediante o indice de Lee, analogo do

IMC em humanos, dado por {/massacorpafal/ CNA, em que CNA = Comprimento

NasoAnal (BERNARDIS e PATTERSON, 1968) e pela massa relativa dos depésitos
de gordura mesentérica, retroperitoneal, perigonadal, dados em g/100g de peso

corporal.

3.4 PROTOCOLO DE EXERCICIO FisICO

A partir do desmame, ao 21° dia de vida, os grupos CON-EXE e RED-EXE
passaram a realizar o protocolo descrito por NERY et al., (2011), adaptado. A
primeira semana foi destinada a adaptagdo dos animais ao meio liquido. Na
segunda-feira, todos permaneceram na agua por 15 minutos, apenas com sua
propria massa corporea; na quarta-feira, o tempo foi elevado para 30 minutos; na
sexta-feira, os ratos foram mantidos na agua por 30 minutos, e na base de sua
cauda, foi fixada uma carga correspondente a 2% de sua massa corporal. Na
segunda semana, o treinamento foi de fato iniciado. Foram realizadas sessdes de 30
minutos, 3 vezes por semana (segunda, quarta e sexta-feira pela manha), em que,
fixa a cauda dos animais havia uma carga equivalente a 5% de sua massa corporal.

As sessoes de exercicio foram realizadas durante 6 semanas.

3.5 DIVISAO EXPERIMENTAL

Os experimentos foram divididos em dois grupos segundo a idade dos
animais: G60 - animais de 60 dias e G90 - animais de 90 dias. O G60 e o G90
foram subdivididos em animais controle (G60C e G90C), e animais de ninhada

reduzida (G60R e G90R). Estes subgrupos foram novamente subdivididos segundo
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a pratica de exercicio ou sedentario (G60CSED, G60CEXE, G60RSED, G60REXE
e G90CSED, G90CEXE, G90RSED, G90REXE).

Os grupos foram formados como descrito acima, porém, a primeira remessa
de animais foi ortotanasiada para coleta de tecidos aos 60 dias de vida (as coletas
para este grupo foram realizadas 72 horas apds a ultima sessdo de exercicio),
enquanto a segunda remessa foi ortotanasiada aos 90 dias de vida, sendo que
nesta, os grupos RED-EXE e CON-EXE permaneceram entre os 60 e os 90 dias
sem a pratica de exercicio fisico, tornando-se desta forma, sedentarios. (Ver na

figura 1 o modelo experimental executado).

MNinhada
10 filhotesffémea

N

Dial) e——p—MNascimento

Minhada reduzida Ninhada controle
Dia3 == Ajuste 3 filhotesf émea 10 filhotes/f Emea
Desmame e
Dia21 = adaptacio ao RED-EXE RED-SED || COM-EXE CON-ZED [
exercicio
. Inicio do programa RED-EXE [+ COMN-EXE —
Dia2d de exercicio

Ortotanasia

Grupo 60 dias
Dia60 —4—Final do programa GEORExe G60RSed GEOCExe GBOCSed
de exercicio para
todos os grupos

I [

Dia90 —J_ Ortotanasia Z90RExe GO0RSed Z90RExe |GEIDF.‘SE|:I
Grupo 90 dias

FIGURA 1. Delineamento experimental.
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3.6 AVALIAGAO DE CRESCIMENTO E CONSUMO ALIMENTAR

Para avaliacdo do crescimento, a massa das ninhadas foi mensurada aos 7,
14 e 21 dias. A partir do 21° dia, a massa de cada rato foi medida individualmente
trés vezes por semana (segunda, quarta e sexta-feira pela manha) até o dia da
ortotanasia. Nestes mesmos dias também foi mensurada a massa de racéo
excedente a que foi ofertada no dia anterior (esta ultima com valor conhecido), para

estimar o consumo alimentar médio em cada gaiola.

3.7 TESTE DE TOLERANCIA A INSULINA

A 4 dias da ortotanasia, os ratos foram colocados em jejum de 12 horas, com
acesso livre apenas a agua. No tempo "zero", foram coletados 50uL de sangue via
caudal para mensuragdo da glicemia basal. Logo apoés, foi administrada via
intraperitoneal insulina (Humulin) na concentragao 1U/1000g de massa corporal. Nos
tempos 5, 10, 15, 20 e 25 minutos, a glicemia foi mensurada por meio de
glicosimetro One Touch® Ultra (Lifescan). A taxa de decaimento da glicose (Kitt) foi
calculada pelo coeficiente angular (slope) da reta obtida pela regressao linear do
logaritmo natural da concentragdo de glicose sanguinea versus tempo, e expressa

em porcentagem por minuto.
3.8 TESTE DE TOLERANCIA A GLICOSE

Dois dias antes da ortotanasia, os ratos foram colocados em jejum de 12
horas, com acesso livre apenas a agua. No tempo "zero", foram coletados 50uL de
sangue via caudal para mensuragao da glicemia basal. Logo apds a confirmagéo do
resultado, foi administrada via intraperitoneal uma carga de glicose correspondente a
concentragéo 2g/1000g de massa corporal, solubilizada a 50% em solugéo salina a
0,9% (50g de glicose para 100 mL de salina). Nos tempos 15, 30, 45, 60, 90 e 120
minutos, foi mensurada a glicemia utilizando-se um glicosimetro One Touch® Ultra
(Lifescan). A taxa de metabolizagdo de glicose foi avaliada pelo calculo das areas

sob as curvas, expressas em mg/dL.min.
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3.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram apresentados como média + erro padrédo da média (EPM),
submetidos @ ANOVA de duas vias, tendo como fatores o exercicio e a obesidade.
P<0,05 foi utilizado para demonstrar significancia estatistica. Tanto as analises
estatisticas quanto os graficos foram produzidos por intermédio do software
GraphPad Prism 6.0.
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RESULTADOS

Os dados estdao apresentados respeitando-se a sequéncia temporal dos
experimentos idealizados, e de maneira a facilitar a comparagao entre os resultados
obtidos com os animais de 60 dias e os de 90 dias, conforme divisdo experimental

apresentada no item 3.5.
4.1 MASSA CORPORAL DURANTE A LACTAGAO

Durante o periodo lactacional, compreendido entre 0 e 21 dias de vida, a
massa corporal dos animais foi mensurada em trés momentos, sendo: no 7°, 14° e
21° dia.

411 MASSA CORPORAL AOS 7 DIAS
Conforme ilustrado nas figuras 2 e 3, houve diferenca significativa entre as
massas dos animais de ninhada controle e ninhada reduzida aos 7 dias de vida,

tanto no grupo experimental G60 quanto no grupo G90, respectivamente.
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FIGURA 2. Massa corporal dos animais do grupo experimental G60, ninhada

controle e ninhada reduzida, aos 7 dias de vida. n = 9 a 13 ratos por ninhada.

*p<0,0001 vs controle.
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FIGURA 3. Massa corporal dos animais do grupo experimental G90, ninhada
controle e ninhada reduzida, aos 7 dias de vida. n = 9 a 13 ratos por ninhada.

*p<0,0008 vs controle.

4.1.2 MASSA CORPORAL AOS 14 DIAS
Em ambos os grupos experimentais (G60 - figura 4 e G90 - figura 5), a

massa corporal da ninhada reduzida ao 14° dia de vida foi maior que a dos ratos do

grupo controle (*p<0,0001).
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FIGURA 4. Massa corporal dos animais pertencentes ao grupo experimental G60, ao

14° dia de vida. n = 9 a 13 ratos por ninhada. *p<0,0001 vs controle.
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FIGURA 5. Massa corporal dos animais do grupo experimental G90, ao 14° dia de

vida. n =9 a 13 ratos por ninhada. *p<0,0001 vs controle.
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4.1.3 MASSA CORPORAL AOS 21 DIAS

Ao final do desmame, a diferenga entre as massas das ninhadas reduzidas e
controles se manteve significativa, tanto no grupo experimental G60 quanto no grupo
G90, como demonstrado nas figuras 6 e 7, respectivamente.
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6‘}
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q—"*&&

FIGURA 6. Massa dos animais do grupo experimental G60 aos 21 dias de vida,
ninhadas controle e ninhadas reduzidas. n = 9 a 13 ratos por grupo. *p<0,045 vs

controle.
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FIGURA 7. Massa corporal dos animais pertencentes ao grupo experimental G90

aos 21 dias de vida, n = 9 a 13 ratos por grupo. *p<0,0001 vs controle.

4.2 iNDICE DE LEE (IL)

Ao 21° dia de vida, foi medido o comprimento nasoanal (CNA) dos ratos para

0 célculo do indice de Lee (%/massacorpcral/ CNA). Foi verificada diferenca

estatistica das ninhadas reduzidas comparadas as ninhadas controle, nos tempos 60

e 90 dias (figuras 8 e 9, respectivamente).
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FIGURA 8. indice de Lee das ninhadas reduzidas x ninhadas controle do grupo
experimental G60 aos 21 dias de vida, n = 9 a 13 ratos por grupo. *p<0,0034 vs

controle.
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FIGURA 9. indice de Lee das ninhadas reduzidas e ninhadas controle do grupo

experimental G90 aos 21 dias de vida, n = 9 a 13 ratos por grupo. *p<0,0001 vs

controle.
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O IL foi mensurado aos 60 dias (figura 10), nos animais dos grupos obesos
sedentarios e exercitados (RED-SED e RED-EXE) e respectivos controles (CON-
SED e CON-EXE). Nao houve diferenga significativa no IL entre os grupos (*p>0,05).

0.4-
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o =)
- [
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FIGURA 10. indice de Lee aos 60 dias, dos animais pertencentes ao grupo
experimental G60, sedentarios (CON-SED), obesos sedentarios (RED-SED),
exercitados (CON-EXE) e obesos exercitados (RED-EXE). n = 9 a 13 ratos por

grupo.



38

=
-
(]

R CON-SED
Em CON-EXE
Bm RED-SED
mm RED-EXE

o
(21
1

(=3
-
L

indice de Lee (g"3/cm)
[=]
=]

=
(=
L

FIGURA 11. indice de Lee aos 90 dias, dos animais do grupo experimental G90,
sedentarios (CON-SED), obesos sedentarios (RED-SED), exercitados (CON-EXE) e
obesos exercitados (RED-EXE). n = 9 a 13 ratos por grupo.

4.3 MASSA RELATIVA DOS TECIDOS ADIPOSOS

ApOs a ortotanasia, foram coletados e mensuradas as massas dos seguintes
depositos de gordura: mesentérico, retroperitoneal, perigonadal e tecido adiposo
marrom. Entre os animais do grupo G60, os depdsitos de TAB (figuras 12, 13 e 14)
nao foram diferentes (p>0,05), ao passo que o TAM (figura 15) se mostrou elevado
(p<0,0001) nos grupos exercitados. Ja entre os animais do grupo G90, a massa dos
trés depdsitos de TAB (figuras 16, 17 e 18) apresentaram diferenga significativa
(p<0,0194, p<0,0029 e p<0,0380) quando comparou-se RED-SED com CON-SED.

Por outro lado, o TAM (figura 19) n&o diferiu entre sedentarios e exercitados em G90

(p>0,05).
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FIGURA 12. Massa relativa de tecido adiposo mesentérico dos ratos G60, animais
sedentarios (CON-SED), obesos sedentarios (RED-SED), exercitados (CON-EXE) e
obesos exercitados (RED-EXE). n = 9 a 13 ratos por grupo.

o
wh
1

W CON-SED
Em CON-EXE
m RED-SED
mm RED-EXE

T.A retroperitoneal
(gM100g de massa corporal)

FIGURA 13. Massa relativa dos depdsitos adiposos retroperitoneais, do grupo G60,
dos animais sedentarios (CON-SED), obesos sedentarios (RED-SED), exercitados
(CON-EXE) e obesos exercitados (RED-EXE). n = 9 a 13 ratos por grupo.
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FIGURA 14. Massa dos tecidos adiposos perigonadais dos ratos do grupo G60, dos
animais sedentarios (CON-SED), obesos sedentarios (RED-SED), exercitados
(CON-EXE) e obesos exercitados (RED-EXE). n = 9 a 13 ratos por grupo.
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FIGURA 15. Massa do TAM dos animais do grupo G60, animais sedentarios (CON-
SED), obesos sedentarios (RED-SED), exercitados (CON-EXE) e obesos
exercitados (RED-EXE). n =9 a 13 ratos por grupo. *p<0,0001 vs RED-SED; * *
p<0,0001 vs CON-SED.
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FIGURA 16. Massa dos depdsitos de gordura mesentérica dos ratos pertencentes
ao grupo G90, animais sedentarios (CON-SED), obesos sedentarios (RED-SED),
exercitados (CON-EXE) e obesos exercitados (RED-EXE). n = 9 a 13 ratos por
grupo. *p<0,0001 vs RED-SED . n =9 a 13 ratos por grupo. *p<0,0001 vs RED-SED;
** p<0,0040 vs RED-SED.
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FIGURA 17. Massa dos depdsitos de gordura retroperitoneal dos ratos G90, animais
sedentarios (CON-SED), obesos sedentarios (RED-SED), exercitados (CON-EXE) e
obesos exercitados (RED-EXE). n = 9 a 13 ratos por grupo. *p<0,0165 vs RED-SED;
** p<0,0001 vs RED-SED; * * * p<0,0337 vs RED-EXE.
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FIGURA 18. Massa dos depdsitos de gordura perigonadal dos animais pertencentes
ao grupo G90, animais sedentarios (CON-SED), obesos sedentarios (RED-SED),
exercitados (CON-EXE) e obesos exercitados (RED-EXE). n = 9 a 13 ratos por
grupo. *p<0,0355 vs RED-SED; * * p<0,0397 vs RED-EXE.
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FIGURA 19. Massa do TAM dos ratos pertencentes ao grupo G90, animais
sedentarios (CON-SED), obesos sedentarios (RED-SED), exercitados (CON-EXE) e

obesos exercitados (RED-EXE). n = 9 a 13 ratos por grupo.
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4.4 MASSA CORPORAL APOS A LACTAGAO

Apos os 21 dias de vida, os grupos CONTROLE e REDUZIDO foram
subdivididos em CONTROLE SEDENTARIO (CON-SED), CONTROLE
EXERCITADO (CON-EXE), REDUZIDO SEDENTARIO (RED-SED) e REDUZIDO
EXERCITADO (RED-EXE), e a massa corporal dos animais foi mensurada as
segundas, quartas e sextas-feiras, até o dia da ortotanasia, sendo aos 60 dias para
grupo experimental G60 (figura 20) e aos 90 dias (figura 21) para o grupo G90.
Houve diferencga significativa em todos os grupos quando comparou-se a massa
inicial com a massa final, porém, entre os grupos nao foi verificada diferenca
estatistica na evolugéo das massas ao longo do tempo para os ratos G60. Nos ratos
do grupo G90 houve ganho de massa corpoérea significativamente maior no grupo
obeso sedentario, quando comparado ao controle sedentario (p<0,05). O grupo
obeso sedentario também apresentou ganho de massa maior quando comparado ao
exercitado (p<0,05; RED-SED vs RED-EXE). O exercicio ao qual foi submetido o
grupo obeso (RED-EXE) n&o alterou a massa corporea quando comparado ao

obeso sedentario (p>0,05).
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FIGURA 20. Evolugdo das massas corporais apés a lactacdo, dos ratos

pertencentes ao grupo experimental G60 (ortotanasia aos 60 dias), animais
sedentarios (CON-SED), obesos sedentarios (RED-SED), exercitados (CON-EXE) e

obesos exercitados (RED-EXE). O grafico em barras representa a comparagao entre

os valores das areas sob as curvas de cada grupo. n = 9 a 13 ratos por grupo.
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FIGURA 21. Evolugdo da massa corporal pés lactagcdo em fungdo do tempo, do
grupo experimental G90, animais sedentarios (CON-SED), obesos sedentarios
(RED-SED), exercitados (CON-EXE) e obesos exercitados (RED-EXE). O grafico em
barras apresenta os valores das areas sob as curvas de cada grupo, mostrando
diferenca significativa entre GOORSED e G90CSED, e também entre G90REXE e
G90CEXE. n = 9 a 13 ratos por grupo. *p<0,0190 vs CON-SED; * * p<0,0273 vs

CON-EXE.

4.5 CONSUMO ALIMENTAR

Na figura 22 esta apresentado o consumo alimentar pés-desmame dos
animais do grupo experimental G60. A mensuragédo foi realizada nas segundas,
quartas e sextas-feiras pela manha. Nao houve diferenga significativa entre as
quantidades de ragao ingeridas pelos grupos, o que ratifica a caracteristica nao

hiperfagica de nosso modelo.
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FIGURA 22. Consumo alimentar pos-desmame, dos animais do grupo experimental
G60, animais sedentarios (CON-SED), obesos sedentarios (RED-SED), exercitados
(CON-EXE) e obesos exercitados (RED-EXE). n = 9 a 13 ratos por grupo.

4.6 TESTE DE TOLERANCIA A INSULINA

A sensibilidade a insulina foi avaliada mensurando-se o calculo da constante
de decaimento da glicose (Kitt), e foi verificada diferenga significativa entre os
grupos RED-SED e RED-EXE nos ratos G60 (figura 23) em que o grupo exercitado
apresentou melhor resposta ao estimulo da insulina (p<0,05). Aos 86 dias, o ITT

(figura 24) nao diferiu entre os grupos (p>0,05).
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FIGURA 23. Teste de tolerancia a insulina (ITT) em ratos de 56 dias de vida,

pertencentes ao grupo experimental G60, animais sedentarios (CON-SED), obesos
sedentarios (RED-SED), exercitados (CON-EXE) e obesos exercitados (RED-EXE).
O grafico em barras representa a comparagao entre as KITTs de cada grupo.n =6 a

8 ratos por grupo. *p<0,0071 vs RED-SED.
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FIGURA 24. Teste de tolerancia a insulina (ITT) dos ratos do grupo experimental
G90, animais sedentarios (CON-SED), obesos sedentarios (RED-SED), exercitados
(CON-EXE) e obesos exercitados (RED-EXE), aos 86 dias de vida. A sensibilidade a
insulina foi avaliada por intermédio da Kitt, que n&o apresentou diferencga
significativa entre os grupos estudados. n = 6 a 8 ratos por grupo.

4.7 TESTE DE TOLERANCIA A GLICOSE

Os resultados obtidos no teste de tolerancia a glicose (GTT), para ambos 0s grupos
experimentais (G60 e G90) nao apresentaram diferenga significativa entre os
grupos estudados (figuras 25 e 26, respectivamente). Para avaliar a resposta a
carga de glicose aplicada, foram comparados os valores das areas sob as curvas

dos respectivos grupos.
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FIGURA 25. Teste de tolerancia a glicose (GTT) aos 58 dias de vida, dos ratos
pertencentes ao grupo experimental G60, animais sedentarios (CON-SED), obesos
sedentarios (RED-SED), exercitados (CON-EXE) e obesos exercitados (RED-EXE).
O grafico em barras demonstra a comparagao entre as areas sob as curvas. n =6 a

8 ratos por grupo.
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FIGURA 26. GTT do grupo experimental G90 aos 88 dias de vida, animais
sedentarios (CON-SED), obesos sedentarios (RED-SED), exercitados (CON-EXE) e
obesos exercitados (RED-EXE). O grafico em barras ilustra o calculo das areas sob

as curvas dos respectivos grupos. Nao foram identificadas diferengas significativas.

n =6 a 8 ratos por grupo.
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DISCUSSAO

O aumento de massa corporal neonatal verificado em nosso estudo
corrobora os resultados obtidos por Lira (2008) e Rodrigues et al., (2007),
demonstrando a efetividade do modelo experimental adotado. Este aumento ocorre
devido a um aporte nutricional maior durante a lactagdo, facilitado pela maior
disponibilidade de leite aos animais de ninhada reduzida (NRED). A partir da
primeira semana de vida, os ratos de ninhada NRED ja apresentam massa corporal
superior aos animais de ninhada controle (NCON). As alteragbes na ingestéao
alimentar durante este periodo parecem provocar alteragbes em nivel hipotalamico,
especificamente em regides do nucleo hipotaldamico ventromedial (NVM),
responsavel pela sinalizagdo de saciedade (LI et al., 2002). Em razdo da
proximidade que o NVM apresenta com outra regido do hipotdlamo denominada
nucleo arqueado (ARC), ndo somente a atividade do primeiro deve ser considerada
quando se trata do controle da fome e saciedade, mas a interagcao entre estes dois
nucleos (LANDEIRO e QUARANTINI, 2011).

Nesse sentido, Plagemann et al., (1999) realizaram experimentos
envolvendo ratos de NRED e encontraram concentragdes elevadas do
neuropeptideo galanina no ARC de animais que haviam sido submetidos a um
aporte nutricional maior no periodo lactacional, além de hiperinsulinemia,
hipertriacilglicerolemia, alteragdes na pressao arterial sistélica (PAS) e intoleréncia a
glicose. Apesar dos resultados encontrados e do crescente interesse da comunidade
cientifica por esta area, a explicagao cabal para o desenvolvimento da obesidade a
partir da programacao metabdlica em periodo lactacional permanece desconhecida.

Diversos trabalhos reportam a prossecu¢ao do comportamento hiperfagico
ao longo da vida adulta, em animais que passaram por programag¢ao metabdlica
(LOIOLA et al., 2014). Em nossa pesquisa, porém, ficou claro que o modelo induziu
hiperfagia apenas durante o periodo de aleitamento, pois como ilustra a figura 11, a
ingestao alimentar apds a introdu¢ao da racao foi semelhante para todos os grupos.
Nossos dados corroboram os de Hou et al., (2011), que encontraram em animais
submetidos a programagao metabdlica por reducdo de ninhada, hiperfagia somente
até a quarta semana de vida, apds a qual o consumo alimentar se manteve igual
independentemente do grupo. Isto nos leva a crer que o cerne da questido esta de

fato em alteracbes neuronais hipotalamicas, como por exemplo alteracbes
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estruturais no NVM, que, como ja documentado por Rinaldi et al., (2012), induzem
mudancas na funcionalidade deste nucleo, que se torna menos responsivo a
estimulos anorexigenos e favorece de alguma forma, o aumento da atividade do
nervo vago subdiafragmatico. Este aumento da atividade parassimpatica é
acompanhado de consequente aumento na liberacdo de insulina pelas células beta
do pancreas, e devido ao potente carater anabdlico desse hormdnio, constitui uma
das importantes vias que levam ao aumento da lipogénese.

Com relacao ao indice de Lee, utilizado para detectar a presenca ou nao de
obesidade, Nery et al., (2011) ndo encontraram diferengas entre animais submetidos
a programagao metabdlica e de ninhada normal, independendo ainda se eram
sedentarios ou exercitados, e esses dados sao corroborados por nossos resultados,
nos quais foi notada diferenga apenas na mensuracgao realizada aos 21 dias de vida.
A auséncia de diferenga significativa entre os indices de Lee na idade adulta deve-
se muito provavelmente ao fato de que a taxa especifica de ganho de massa varia
de forma decrescente ao longo do tempo, de modo que entre 6 e 30 dias, a taxa é
aproximadamente 5 vezes maior que aquela verificada entre os 60 e os 110 dias de
vida (NERY et al., 2011).

Adicionalmente ao indice de Lee, outros parametros sio utilizados para
quantificar o nivel de adiposidade, dentre os quais, a massa relativa dos paniculos
adiposos, ou seja, gramas de tecido adiposo/gramas de massa corporal*100. Neste
trabalho, os animais do grupo G60 nao diferiram em massa relativa de TAB. Sugere-
se que isto ocorra devido a reducgao transitoria na taxa especifica de crescimento,
que se da entre o periodo pos-desmame e os 75 dias, quando o padrao retorna a
normalidade (FISCHER, 2014). Nesse seguimento, a analise da curva de
crescimento ponderal (figura 20) nos permite inferir que a massa de todos os grupos
aumentou semelhantemente até os 60 dias, tal qual aconteceu no trabalho de
Fischer (2014), em que as diferencas de massa entre os grupos passaram a adquirir
significancia estatistica apenas apds o 75° dia.

Conquanto o TAB nao apresentou diferenga significativa entre os animais
G60, o grupo destreinado (G90) mostrou TAB mais pronunciado. Nossos resultados
demonstraram diferenca estatistica para as massas relativas dos tecidos adiposos
mesentérico, retroperitoneal e perigonadal, quando comparamos o grupo G90RSED
com o G90CSED, de modo que para as trés massas, o grupo G90RSED mostrou um

aumento superior a 50% em relacdo ao G90CSED. Corroboramos, portanto, os
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dados de Fischer (2014), que, ao comparar animais exercitados com animais
sedentarios, ambos aos 90 dias de vida, observou aumento de até 26 e 27% na
massa relativa dos paniculos adiposos perigonadal e retroperitoneal,
respectivamente.

O TAM, cuja funcionalidade em seres humanos adultos ja foi questionada
devido a sua baixa concentracdo quando comparado a fetos e recém-nascidos,
exerce fundamental importancia em pequenos roedores, visto que esta presente em
grande quantidade em ratos independentemente da idade. Quantidades maiores sao
encontradas quando estes animais sdo submetidos a frio intenso ou exercicio fisico,
ratificando sua fungdo como produtores/dissipadores de calor (LEITE, 2014). Além
disso, ja se sabe que células do TAB, quando estimuladas, podem se diferenciar em
TAM recrutavel, ou seja, células semelhantes as do TAM, mas dentro do proprio
tecido adiposo branco, contribuindo para aumento complementar do gasto
energético (RODRIGUEZ et al., 2017).

Nossos resultados em relacdo ao TAM corroboram os estudos de Leite
(2014) e Rodriguez et al., (2017), e sustentam os dados obtidos por Xu et al.,
(2011), quando estudaram o efeito do exercicio fisico associado a dieta rica em
gordura (high fat) nos depdsitos de TAM de ratos. Os pesquisadores dividiram ratos
aleatoriamente em quatro grupos, sendo: 1- sedentario + dieta normal; 2 - sedentario
+ dieta high fat; 3 - exercicio + dieta normal; 4 - exercicio + dieta high fat. O exercicio
consistiu em 40 minutos em esteira rolante 5 vezes por semana durante 8 semanas.
Ao final, concluiram que os animais que pertenciam ao grupo exercitado,
independentemente da dieta imposta, apresentavam aumento substancial no
numero de células progenitoras de adipocitos marrons. Ademais, a dieta high fat
induziu disfungdes vasculares nos ratos que pertenciam a estes grupos, sendo que
os ratos do grupo exercicio + high fat apresentaram melhor fungédo vascular, ainda
que com a mesma dieta.

Em nosso estudo, os ratos RED-EXE e CON-EXE do grupo G60
apresentaram quantidades elevadas de TAM em relagdo aos grupos sedentarios,
porém as diferengas nao foram significativas quando comparou-se a quantidade de
TAM dos ratos exercitados e sedentarios do grupo G90. Tal auséncia de diferencga
estatistica possivelmente esta ligada ao periodo de destreinamento pelo qual todos
0s grupos passaram entre 60 e 90 dias. Tanto os animais pertencentes aos grupos

sedentarios quanto aqueles dos grupos exercitados foram mantidos em situagao de
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sedentarismo durante os ultimos 30 dias, e portanto, ao cessar o estimulo para o
anabolismo do TAM, este tecido passou a sofrer catabolismo (BOSTROM et al.,
2012).

No tocante a exercicio fisico, o TAM nao € o unico a ser beneficiado por esta
pratica, sendo amplamente conhecido seu potente efeito na redugdo da gordura
corporal (FERNANDEZ et al., 2004; LU et al., 2016; HASSANNEJAD et al., 2017).
Este efeito € dado ndo somente pelo incremento do metabolismo durante o préprio
exercicio, mas pela soma do alto gasto energético intra-exercicio com o elevado
gasto energético que segue apds o término da sessdo, conhecida também como
EPOC (Excess Postexercise Oxygen Consumption). Apesar de a duragdo deste
fendmeno ainda ser tema controverso, sugere-se que possa permanecer por varias
horas, sendo que o tempo é diretamente proporcional a intensidade do exercicio
realizado (FOUREAUX et al., 2006; LIRA et al., 2007). Sdo documentadas ainda,
modificagdes positivas no perfil lipidico de praticantes de exercicio fisico regular,
particularmente  nas concentracbes séricas de triacilglicerdis (TAG) e nas
lipoproteinas LDL e HDL colesterol. Parece razoavel crer que este impacto positivo
esta relacionado a maior atividade enzimatica responsavel pelo metabolismo lipidico,
destacando-se a atividade da enzima lipase lipoproteica (LPL), responsavel por
catabolizar lipoproteinas ricas em TAG, reduzindo a formacédo de moléculas de LDL
potencialmente aterogénicas, e consequentemente favorecendo o aumento nas
concentragdes de HDL colesterol (PRADO e DANTAS, 2002).

Ha escassez de trabalhos que avaliaram o efeito do treinamento seguido de
destreinamento, comparando animais obesos e eutréficos. Nesse sentido, Braga et
al., (2006) conduziram um estudo no qual um grupo de ratos foi induzido a
obesidade pela administragdo de MSG (glutamato monossddico), enquanto outro
grupo recebeu administracdo de solucao salina (SAL). Apds o desmame, cada grupo
foi subdividido em 3, sendo o grupo MSG: obeso sedentario (MSG-SED); obeso com
treinamento continuo de natagdo (MSG-CONT) e obeso com treinamento intervalado
(MSG-INT). Grupo SAL: SAL-SED, SAL-CONT e SAL-INT. Os animais dos grupos
treinados foram submetidos a 12 semanas de natacdo, e parte deles passou por
periodo de 8 semanas de destreinamento, logo apds a 122 semana. Ao final da 202
semana, 0S animais obesos totalmente sedentarios apresentaram valores
significativamente superiores aos dos grupos que treinaram natagdo por 12

semanas, tanto na massa de gordura epididimal quanto no teor de gordura na
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carcacga. Estes dados sao corroborados por nossos resultados, ao constatar-se que
apdés 6 semanas de treinamento continuo de natagcdo e mais 4 semanas de
destreinamento, os animais do grupo G90REXE apresentaram valores
significativamente menores na massa dos depdsitos de gordura mesentérica e
retroperitoneal em comparagédo com o grupo G90RSED, levando-nos a inferir que o
periodo de auséncia de exercicio exerceu pouca ou nenhuma influéncia sobre as
adaptagbes adquiridas pelo grupo G90REXE ao longo das 6 semanas de
treinamento.

Um dos principais fatores modulados pela pratica de exercicio fisico, seja ela
regular, proporcionando adaptagbes crbnicas, ou esporadica, proporcionando
adaptagcdes agudas, diz respeito a captagdo de glicose pelas células musculares,
mediada em situa¢des de repouso, pela maior sensibilidade a insulina, e durante
atividade, por outros mecanismos (ROPELLE et al., 2005). Representando em
média 40% da massa corporea de um ser humano, o musculo esquelético é o
principal responsavel pela metabolizagdo de toda glicose que entra no organismo.
Cerca de 30% do gasto energético total € dado pela atividade desse tecido (PAULI
et al., 2009).

A glicose é captada pela célula muscular por difusdo facilitada pelos
transportadores GLUT4, que em resposta a ligacédo da insulina ao seu receptor ou a
contragdes musculares, séo translocados em dire¢do ao sarcolema (CARVALHEIRA
et al., 2002). No entanto, de acordo com Richter e Hargreaves (2013), o numero de
transportadores translocados durante exercicio fisico justifica apenas o efeito
benéfico agudo propiciado pelo exercicio. E necessario também que haja maior
expressao de proteinas GLUT4 insulino-dependentes no periodo pds-exercicio, para
que as adaptagdes crénicas sejam possiveis. Embora a via exata pela qual isso
ocorre ndo tenha sido totalmente elucidada, a interferéncia do exercicio fisico na
expressao destes transportadores parece estar associada de alguma forma ao
aumento intracelular de AMPK (Proteina quinase ativada por AMP) e CaMKII
(Proteina quinase dependente de Calcio/calmodulina) (RICHTER E HARGREAVES,
2013).

GLUT4 sao transportadores de glicose insulino-dependentes mais
abundantes sobretudo na célula muscular esquelética e no adipdcito, reafirmando a
importancia desta via como principal forma de captacéo de glicose. Com o aumento

do TAB e consequente estabelecimento da obesidade, alteragbes nas vias de
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transducao do sinal sdo passiveis de acontecer, tais como redugao na concentragao
e/ou atividade dos receptores de insulina (IRs), alteragcbes na concentragdo e
fosforilacdo dos IRS-1 e IRS-2, decréscimo na atividade da PI3K (fosfatidilinositol 3-
quinase), problemas na translocacdo dos GLUTs ou redugdo na atividade das
enzimas intracelulares (PAULI et al., 2009).

Em concordancia com os fatos citados, o ITT realizado na presente pesquisa
demonstrou diferengas significativas na sensibilidade a insulina dos animais
pertencentes ao grupo G60, sendo que os ratos do grupo G60REXE apresentaram
uma KITT (constante de decaimento da glicose) superior a dos os ratos do grupo
G60RSED. Entre os outros grupos, as diferengas nao foram significativas.

Para avaliar o efeito da insulina enddgena, nossos animais foram
submetidos a GTT, aos 58 e 88 dias, para os grupos G60 e G90, respectivamente. E
conhecido que tanto o exercicio fisico de baixa intensidade quanto o de alta
intensidade exercem efeitos positivos sobre a tolerancia a glicose, sendo este efeito
mais pronunciado apos 24 horas do exercicio (BONEN et al., 1998). Em nosso
estudo, as diferencas entre os valores das areas sob as curvas nao foram
significativas, tanto para os animais G60 quanto para os G90. No primeiro grupo, o
exercicio parece nao ter sido suficientemente eficaz a ponto de modular
positivamente a tolerancia a glicose nos animais dos grupos G60CEXE ou reverter
um possivel quadro de relativa intolerdncia, que possivelmente se instalou na
infancia dos ratos G60REXE, com a redugdo da ninhada (MARQUES, 2014).

No que concerne a auséncia de diferengas estatisticas entre as ASCs dos
GTTs, é importante considerar também, que no periodo em que foram conduzidos
0s experimentos com os animais do grupo G60, o biotério no qual eles estavam
alocados apresentou problemas com a luminosidade e com o ar condicionado.
Levando em conta a caracteristica homeotérmica destes animais e, portanto, sua
alta capacidade de responder a variagdes térmicas, pode ser que as mudancas de
temperatura ocorridas tenham ocasionado modificagbes metabdlicas e
comportamentais inesperadas e dificeis de serem mensuradas, tornando
relativamente ineficiente em nosso caso, a indugdo de obesidade e resisténcia a
insulina. Da mesma forma, alteragbes na luminosidade padréao (claro/escuro 12h)
podem ter interferido no ciclo sono-vigilia dos ratos e por fim descaracterizado
parcialmente o modelo experimental utilizado (ANDRADE, 2002). N&o menos

importante é levar em conta o fator humano, isto €, falhas na preparagao da solugao
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de glicose a ser aplicada no teste, que, por impericia do avaliador podem ter
ocorrido e desviado os resultados da normalidade. Isto posto, € interessante notar-
se que a tolerancia a glicose pode ser influenciada por fatores ambientais e estilo de
vida, porém o maior impacto sobre a homeostase glicémica € dado pela idade
(BROUGHTON e TAYLOR, 1991; CIPRIANO et al.,, 2006). No presente estudo,
pdde-se constatar isso mediante uma breve comparagao entre as figuras 25 e 26,
em que as ASCs dos animais RED-SED e CON-SED, principalmente, mostraram-se
maiores no grupo G90 em relacdo a G60. Partindo-se da premissa de que o Unico
fator a que os animais estavam expostos, e por conseguinte, unico fator que poderia
alterar o teste, era o tempo, inferimos que tdo somente a idade foi responsavel por
reduzir a tolerancia a glicose nos animais sedentarios do grupo G90, como
observado por Cipriano et al., (2006). Contrariando este padrao, os animais do grupo
G90REXE parecem nao ter sofrido redugao na sensibilidade a glicose com o passar
do tempo, de modo que apresentaram sensibilidade a glicose semelhante a dos
animais G60REXE, levando-nos a acreditar que, durante o periodo de
destreinamento houve ativacdo de mecanismos que nado conhecemos, mas que se
deram exclusivamente em resposta a realizagcao precoce do exercicio, na tentativa
de frear o desenvolvimento das repercussdes nocivas advindas da obesidade, o que

entendemos, mais precisamente, como efeito residual do exercicio fisico.
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CONCLUSOES

A programagao metabdlica por redugdo de ninhada provoca aumento da
adiposidade a partir das primeiras semanas de vida, e redugédo na sensibilidade a
insulina.

O exercicio fisico realizado precocemente é capaz de promover efeitos
benéficos crénicos sobre a obesidade, atenuando seu carater nocivo, reduzindo
adiposidade e melhorando a sensibilidade a glicose em comparagdo com
sedentarios.

O destreinamento pode reduzir parcialmente as adaptagbes crbnicas
adquiridas por exercicio fisico, porém, é evidente a presenca de efeito residual, que

justifica a realizagdo de exercicio em qualquer fase da vida.
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