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RESUMO

HIGA, TS. Potencial do treinamento fisico aerdbio para a prevencdo do
diabetes tipo 2 induzido por dieta de cafeteria: papel do tecido adiposo branco.
2012. X f. Dissertacdo (Mestrado) — Escola de Educacdo Fisica e Esporte,
Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo.

Evidéncias na literatura demonstraram que o aumento da adiposidade confere
maior suscetibilidade ao desenvolvimento de diabetes tipo 2, pois o tecido adiposo
branco (TAB) atua na regulacdo da homeostasia energética e da sensibilidade a
insulina através da sua atividade endocrina e de interagbes com reguladores
neuroendocrinos. O treinamento fisico aerobio tem sido fortemente recomendado
para a prevencdo e tratamento do diabetes tipo 2, pois promove adaptacdes no
metabolismo energético que contribuem diretamente para a melhora da resposta
glicémica e para o controle de peso corporal. Embora esteja claro na literatura o
papel do treinamento fisico contra o desenvolvimento de distlrbios no metabolismo
da glicose e obesidade, uma lacuna de conhecimento ainda existe quando
buscamos informacdes a respeito da participacdo metabdlica do TAB na prevencéo
do diabetes tipo 2 através do treinamento fisico aerobio. Dessa forma, o presente
estudo teve como objetivo testar a hipétese de que o efeito protetor do treinamento
fisico contra o desenvolvimento de diabetes tipo 2 é mediado por adaptacbes
funcionais do TAB. Para isso, foram utilizados camundongos alimentados com dieta
normocaldrica e de cafeteria submetidos ou ndo ao treinamento fisico aerébio. O
treinamento fisico aerobio foi eficaz para a prevencdo do diabetes tipo 2, e essa
resposta foi associada a menor adiposidade corporal resultante do aumento da
lipolise e da capacidade oxidativa do TAB induzido pela maior ativacdo via da
AMPK/ACC.

Palavras-chaves: diabetes tipo 2, tecido adiposo branco, dieta de cafeteria,

treinamento fisico aerébio.



ABSTRACT

HIGA, TS. Potential of aerobic exercise for the prevention of type 2 diabetes
induced by cafeteria diet: role of white adipose tissue. 2012. X f. Dissertacéo
(Mestrado) — Escola de Educacgéo Fisica e Esporte, Universidade de S&o Paulo, Sao
Paulo.

Evidence in the literature have shown that increased adiposity confers greater
susceptibility to developing type 2 diabetes and white adipose tissue (WAT) acts in
the regulation of energy homeostasis and insulin sensibility through its endocrine
activity and interaction with neuroendocrine regulators. Aerobic physical training has
been strongly recommended for the prevention and treatment of type 2 diabetes
because it promotes adaptations in the energy metabolism that contribute directly to
the improvement of glycemic metabolism and body weight control. Although it is clear
in the literature the role of physical training against the development of disturbances
in the glucose metabolism and obesity, the role of WAT to prevent type 2 diabetes
through physical training was poorly investigated. Thus, the present study aimed to
test the hypothesis that the protective effect of physical training against the
development of type 2 diabetes is mediated by functional adaptations of WAT. For
this, we used mice fed with control or cafeteria diet and submitted or not to aerobic
physical training. The physical training was effective for the prevention of type 2
diabetes, and this response was associated with lower body fat due to increased

lipolysis and oxidative capacity of WAT induced by the activation of AMPK/ACC.

Key-words: type 2 diabetes, white adipose tissue, cafeteria diet, aerobic exercise

training.
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1. INTRODUCAO

O diabetes mellitus tem sido considerado um dos principais problemas de
saude publica em varios paises do mundo. Em 2010, o nimero de pessoas com
diabetes no mundo era de 285 milhdes, e a expectativa € que em 2030 sejam 438
milhdes (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, IDF 2011). No Brasil, ndo
existem estudos comparativos recentes, entretanto, a Sociedade Brasileira de
Diabetes (SBD) estima a existéncia de aproximadamente 11 milhdes de pessoas
portadoras de diabetes, representando 5,9% da populacédo brasileira (SBD, 2011).
Mais prevalente do que o diabetes tipo 1, o diabetes tipo 2 compreende cerca de
90% dos casos e, geralmente esta associado a obesidade (GROSS et al., 2002).

De acordo com a American Diabetes Association (ADA, 2010), o diabetes
tipo 2 € caracterizado pela deficiéncia da acdo da insulina em resposta a
hiperglicemia. Clinicamente, os critérios diagnosticos para o diabetes sdo valores de
glicemia de jejum por pelo menos 8 horas igual ou superiorl a 126 mg/dL, glicemia 2
horas apds sobrecarga com 75g de glicose igual ou superior a 200 mg/dL (teste oral
de tolerancia a glicose), niveis de hemoglobina glicada A1C igual ou superior a
6,5%. A identificacdo de qualquer um dos parametros diagndésticos descritos
confirma o diabetes tipo 2.

E sabido que o desenvolvimento de resisténcia a insulina e a consequente
progresséo para o diabetes tipo 2 esta fortemente associado ao estilo de vida dos
individuos, caracterizado pela predominancia de alimentacdo rica em gordura
saturada, acUcares simples e colesterol, e reduzido nivel de atividade fisica
(BOECKNER et al., 2006; GARBER, 2012). Prejuizos na captacdo de glicose em
tecidos metabolicamente ativos responsivos a insulina, tais como musculo
esquelético e tecido adiposo branco (TAB) séo resultantes da ingestdo excessiva de
alimentos com alta densidade calérica (OAKES et al, 1997; SHANKAR et al., 2010).
Além disso, a reducdo do gasto energético associada a inatividade fisica tem
contribuido diretamente para o aumento da obesidade, que por sua vez, também
favorece as modificagdes na homeostasia glicémica (WILLIAMSON et al., 2009),
aumentando a suscetibilidade ao desenvolvimento de resisténcia a insulina e
diabetes tipo 2 (LARSON-MEYER et al., 2006; YOU et al., 2006). De fato, estudos

recentes mostraram que a progressao da resisténcia a insulina para o diabetes tipo



21

2 esta diretamente associada a obesidade (BAENA-DIEZ et al., 2011; SORIGUER et
al., 2012).

O TAB, além de constituir o principal reservatorio energético do organismo,
exerce importante fungéo fisiolégica ao atuar como um 6rgdo endocrino dindmico
envolvido em processos fisioldgicos e patoldgicos do organismo (FONSECA-ALANIZ
et al., 2006). Além disso, o TAB é capaz de modular a homeostasia energética e tem
papel importante na regulacdo da sensibilidade a insulina através da sua atividade
enddcrina e de interacdes com reguladores neuroendocrinos (BAYS, et al,. 2008).

Proteinas secretadas pelo TAB como a leptina e a adiponectina tém sido
amplamente estudadas por interferir diretamente na homeostasia glicémica, na
sensibilidade a insulina (CUMMINGS, et al., 2011; XITA; TSATSOULIS, 2012) e na
evolucdo do peso corporal (OSWAL; YEO, 2010). Estudos revelaram que a
exposicado cronica de adipdcitos a altas doses de glicose provoca reducdo do
naimero do substrato do receptor de insulina 1 (IRS-1) (BUREN et al., 2003) e que,
animais com delecao génica do transportador de glicose (GLUT4) especifico no TAB
desenvolvem intolerancia a glicose e hiperinsulinemia, mesmo com a preservagao

da expresséo de GLUT4 no figado e musculo esquelético (ABEL et al., 2001).

A prevencdo e o tratamento do diabetes tipo 2 tém sido constantemente
investigados na literatura. E sabido que o treinamento fisico aerobio promove
adaptacdes no metabolismo energético que contribuem diretamente para a melhora
da resposta glicémica e para o controle de peso corporal (MARWICK et al., 2009).
Malin e Kirwan (2012) observaram que individuos intolerantes a glicose e diabéticos
submetidos ao treinamento fisico aerébio durante 3 anos apresentaram reducao do
peso corporal, da glicemia de jejum e da incidéncia de diabetes tipo 2. Essas
respostas podem ser atribuidas a melhora na sensibilidade dos receptores de
insulina (KLIMCAKOVA et al., 2006), melhora da funcdo mitocondrial e capacidade
oxidativa no musculo esquelético (KELLEY et al., 2001), aumento da expressao de
proteinas como GLUT4 e glicogénio sintase (KIM et al., 2004), reducdo da
adiposidade corporal, principalmente abdominal, independente da perda de peso
corporal (NASSIS et al, 2005; ROSS; BRADSHAW, 2009), e finalmente,
modificacdes na secrecao de adipocinas pelo TAB diretamente relacionadas com o
controle glicémico (ZENG et al., 2007; BENATTI et al., 2008).
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Embora esteja claro na literatura o papel do treinamento fisico contra o
desenvolvimento de distarbios no metabolismo da glicose e obesidade, uma lacuna
de conhecimento ainda existe quando buscamos informacbes a respeito da
participacdo metabdlica do TAB na prevencdo do diabetes tipo 2 através do
treinamento fisico aerdbio. Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo testar
a hipétese de que o efeito protetor do treinamento fisico contra o desenvolvimento
de diabetes tipo 2 é mediado por adaptacdes funcionais do TAB.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Investigar o papel do TAB na prevencdo do diabetes tipo 2 através do

treinamento fisico aerdbio.

2.2 Especificos

Estudar em camundongos sedentarios e treinados, submetidos a dieta

normocalérica e de cafeteria:

- a evolugcdo do peso corporal, o peso dos tecidos adiposos brancos, o
diametro de adipdcitos, o peso dos musculos gastrocnémios, plantar e soleos, e

peso dos 6rgaos;

- os fatores que contribuem para o balanco energético, tais como consumo
alimentar 24 horas, consumo de oxigénio em repouso, perda de peso corporal

induzida por jejum e temperatura central;
- a capacidade de realizar exercicio fisico;
- a pressao arterial e a frequéncia cardiaca em repouso;

- a glicemia de jejum, a tolerancia a glicose intraperitoneal e a tolerancia a
insulina;

- a concentracdo sérica de insulina, leptina e adiponectina;

- perfil lipidico (triglicerideos, colesterol total e fracdes);

- a atividade lipolitica do TAB no estado basal e estimulada por isoproterenol;

- a atividade das enzimas glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH), acido
graxo sintase (FAS) e citrato sintase (CS) no TAB;

- a quantidade da proteina quinase ativada por AMP (AMPK) e acetil-CoA
carboxilase (ACC) no TAB.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Regulacao do metabolismo de glicose

A insulina, hormbnio secretado pelas células beta-pancreaticas, exerce um
importante papel no armazenamento dos substratos energéticos por determinar o
destino metabdlico da glicose, dos acidos graxos e dos aminoacidos (BENITO,
2011). Tanto no musculo esquelético quanto no tecido adiposo, a insulina estimula a
captacdo de glicose através da translocacdo do transportador de glicose (GLUT4)
para a superficie celular. Essa cascata de sinalizacdo envolve a ligacdo da insulina
ao seu receptor seguida pela fosforilagéo/ativacdo dos substratos do receptor da
insulina 1 e 2 (IRS1/2). A fosforilagdo da IRS1/2 desencadeia a ativagcdo da
fosfatidilinositol 3 quinase (PI3K) que promove a interacdo entre a proteina
guinase dependente de fosfoinositideos (PDK) e proteina quinase B (Akt). Essa
interacdo desencadeia a fosforilagdo/ativacdo da Akt promovendo a translocacao
das vesiculas contendo GLUT4 para a membrana celular (SALTIE; KAHN 2001;
HUANG; CZECH 2007) (FIGURA 1).

Insulina

Glicose

IRS1/2

FIGURA 1 - Sinalizacdo intracelular da insulina em tecido adiposo e musculo esquelético.
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Além da captacdo da glicose, a insulina estimula a sintese de glicogénio e
inibe a glicogendlise no musculo esquelético (DIMITRIADIS et al, 2011). No tecido
adiposo, a insulina estimula a sintese de triglicerideos (TG) através do processo
denominado lipogénese de novo (BOGAN; KANDROR, 2010) e inibe a lipdlise
através da acdo sobre a enzima lipase hormbénio sensivel (LHS), inibicdo da
atividade da proteina quinase A (PKA), reducédo dos niveis de AMP-c e aumento dos
niveis de malonil-CoA (DIMITRIADIS et al, 2011), assegurando que o metabolismo
seja mobilizado na direcdo anabdlica (DAVAL et al., 2007; CHOI et al., 2010). No
figado, a insulina blogueia a gliconeogénese através da inibicdo da enzima
fosfoenolpiruvato carboxilase (PEPCK) e reduz a glicogendlise hepética (YANG et
al., 2009).

Embora a insulina seja o principal horménio responsavel pela captacdo de
glicose pelos tecidos metabolicamente ativos, mudangas nas vias de sinalizagao
intracelulares independente da insulina moduladas pela proteina quinase ativada por
AMP (AMPK) também podem contribuir para essa resposta (JESSEN; GOODYEAR,
2005; O'NEILL et al., 2012). A AMPK é uma molécula heterotrimérica que contém
uma subunidade catalitica (a), com duas isoformas (a1 e a2), e duas subunidades
regulatérias (B e y), com as seguintes isoformas (B1, B2, y1 y2 e y3) (MUSI et al.,
2005). Sua ativacdo € feita através da fosforilacdo do residuo de tirosina 172
localizado na subunidade a sempre que ocorrer um decréscimo no nivel energético
celular determinado pelo aumento na relacdo AMP-ATP ou decréscimo da creatina-
fosfocreatina (MUSI et al., 2005; SANDERS et al., 2007; TOWLER; HARDIE, 2007).

Quando fosforilada, a AMPK estimula a captacdo de glicose via fosforilacéo
do substrato da Akt 160 (AS160) (SAKAMOTO; HOLMAN, 2008) e consequente
translocacdo de GLUT4, tanto no musculo esquelético (LIM et al., 2010) quanto no
tecido adiposo (WU et al., 2003; GAIDHU; CEDDIA. 2010). Além disso, a AMPK
fosforila a acetil-CoA carboxilase (ACC) no residuo serina 79, forma na qual a
atividade é inibida (KAHN et al., 2005). Por catalisar a reacdo de formacédo do
malonil CoA, ainativacdo da ACC reduz a concentracao de malonil CoA, resultando
em diminuicdo da inibicdo da carnitina palmitoil transferase 1 (CPT-1), uma
importante proteina transportadora de acido graxo para dentro da mitocOndria
(MUNDAY, 2002; PADUA et al., 2009). No figado, a AMPK participa da regulacéo da
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gliconeogénese pela modulagéo das enzimas glicose-6-fosfatase e fosfoenolpiruvato
carboxilase (COOL et al., 2006).

Em sintese, a AMPK ativa vias que aumentam a sintese de ATP
disponibilizando mais glicose e acido graxo para a oxidacdo e inativa as vias que
consomem ATP (LIM et al.,, 2010). Interessante observar que, tanto em animais
(BRANDT et al., 2010) quanto em humanos (SRIWIJITKAMOL, et al., 2007) obesos
e diabéticos, a atividade da AMPK pode estar reduzida no tecido adiposo (GAIDHU
et al., 2009), no masculo esquelético (FUJII et al., 2008) e no figado (SAMSON et
al., 2011), sugerindo importante participacdo nos mecanismos celulares envolvidos

com os prejuizos metabdlicos teciduais.

3.2. Papel do TAB no desenvolvimento do diabetes tipo 2

A diminuicdo da sensibilidade dos tecidos a acdo da insulina esta associada
ao aumento cronico da sua secrecao. Inicialmente, a reducdo da acdo da insulina
provoca menor remocao de glicose, e na tentativa de diminuir a hiperglicemia, uma
maior quantidade de insulina é secretada pelo pancreas, resultando em
hiperinsulinemia (LIVINGSTONE; COLLISON, 2002). A persisténcia do estado
hiperinsulinémico resulta na resisténcia a insulina, definida como a incapacidade de
uma concentracdo exogena ou enddgena de insulina aumentar a captacdo de
glicose pelos tecidos (BENITO, 2011).

A resisténcia a insulina tem um papel importante no desenvolvimento do
diabetes tipo 2. Um estudo demonstrou que as alteracBes na concentracdo de
glicose plasmatica, sensibilidade a insulina e secrecdo da insulina ocorrem trés a
seis anos previamente ao diagndstico de diabetes (TABAK et al., 2009). Além disso,
diversos estudos na literatura demonstraram que em individuos e animais diabéticos
h& prejuizo na sinalizacdo da insulina com reducao da expressao proteica de IRS1,
PI3-K e Akt (FOLLI et al., 1993; KROOK et al., 2000; YU et al., 2002).

A participacdo do TAB no desenvolvimento de diabetes tipo 2 tem sido
amplamente estudada na literatura. Alteracbes na adiposidade corporal exercem

implicagBes importantes na homeostasia glicémica, pois quando observamos os
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extremos (obesidade e lipodistrofia), ambos estdo associados a resisténcia a
insulina e hiperglicemia (ROSEN; SPIEGELMAN, 2006). De acordo com
Blumenkrantz (1997), para aumentos de 10% na adiposidade corporal, pode-se
observar aumento em 2mg/dl na glicemia de jejum. De fato, Soriguer et al. (2012)
mostraram que individuos que tiveram maior ganho de peso corporal apresentaram
maior incidéncia de diabetes tipo 2. Na mesma direcdo, Schrauwen (2007)
demonstrou que o aumento da resisténcia a insulina no musculo esquelético de

animais esta diretamente relacionado ao maior ganho de peso corporal.

Nos ultimos anos, pesquisas tém sido realizadas visando a compreensao dos
mecanismos celulares pelos quais o TAB pode induzir resisténcia a insulina e
diabetes tipo 2. Apesar de o TAB ser responsavel pela captacédo de apenas 10% da
glicose pos-prandial, alteragbes na expressdao de proteinas envolvidas na
sinalizag&o da insulina nesse tecido potencializam o desenvolvimento de resisténcia
a insulina e diabetes tipo 2 (SMITH, 2002). Algentaedt et al. (2004) observaram
reducédo significativa na fosforilagdo no residuo tirosina de IRS1 em adipécitos de
individuos diabéticos. Na mesma direcdo, Burén et al. (2003) observaram reducéo
na expressao de IRS1 e menor captacao de glicose em adipdcitos de ratos expostos
cronicamente a glicose. Outros estudos mostraram que em adipdcitos de individuos
e animais diabéticos ha reducao da atividade da PI3K (SMITH et al., 1999) e da
expressao do transportador GLUT4 (HUSSEY et al., 2011).

As evidéncias na literatura que d&o suporte para a associacdo entre o
aumento da adiposidade corporal e os disturbios no metabolismo da glicose também
estdo diretamente relacionadas com a funcédo enddcrina do TAB. E sabido que as
adipocinas, proteinas secretadas pelo tecido adiposo, sdo capazes de modular a
sinalizacdo da insulina e de fatores envolvidos no metabolismo da glicose e de
lipidios. Além disso, a variacdo na producdo das adipocinas relaciona-se

diretamente com as altera¢des da adiposidade corporal (KERSHAW:; FLIER, 2004).

Por exemplo, animais alimentados com dieta hipercal6rica apresentam maior
adiposidade e aumento da expressdo génica e na concentracdo sérica de citocinas
pré-inflamatérias como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e a interleucina 6 (IL-
6) (LEE; SHIN; CHOUE, 2010; KIM et al., 2011). Essas citocinas podem promover

resisténcia a insulina atraves da inativacdo do receptor de insulina via fosforilagdo do
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residuo serina, (HIROSUMI et al., 2002), através da inducdo da supressdo da
proteina supressora da sinalizacdo de citocinas 3 (SOCS3) (HOWARD; FLIER,
2006) e ainda, através da producéo de espécies reativas de oxigénio (HOUSTIS et
al., 2006).

Outras adipocinas produzidas pelo tecido adiposo também participam da
regulacdo metabdlica da glicose e lipidios. A leptina, por exemplo, influencia
diretamente o balanco energético por inibir o apetite e estimular o metabolismo
energético (FRIEDMAN, 2009). Além disso, aumenta a sensibilidade a insulina no
TAB, no musculo esquelético e no figado, reduzindo o conteudo intracelular de
lipidios através da ativacdo da AMPK e mediadores de sinalizacdo do sistema
nervoso central (ROSEN; SIPEGELMAN, 2006). Entretanto, individuos e animais
obesos, apesar de possuirem niveis elevados de leptina sérica, apresentam reducéo
dos efeitos da leptina em funcdo do desenvolvimento de resisténcia a acdo desse
horménio (OSWAL; YEO, 2010). Isso tem sido classicamente observado em animais
submetidos a dieta hipercalodrica, cuja expressdo de proteinas envolvidas na
sinalizacdo de leptina e de insulina encontra-se prejudicadas (MORRISON et al.,
2009).

A adiponectina, também secretada pelo tecido adiposo, € a Unica adipocina
gue possui secrecdo inversamente proporcional a adiposidade, ou seja, quanto
maior a adiposidade, menor a secrecao de adiponectina. Entre as principais funcoes,
promove aumento da oxidacdo de acidos graxos no musculo esquelético através da
ativacdo do receptor ativado por proliferadores de peroxissoma gama (PPAR-y) e
AMPK (YOON et al., 2006), aumenta a captacdo de glicose em adipdcitos de ratos
(WU et al., 2003), promove maior secrecdo de insulina e reducdo na concentracéo
plasmatica de glicose através da ativacdo da AMPK no musculo esquelético
(YAMAGUCHI et al., 2002). Interessante observar que a reducdao na concentracao
da adiponectina esta presente no diabetes tipo 2 (PUNYADEERA et al., 2005),
resisténcia a insulina (SPRANGER et al., 2003) e doencas cardiovasculares
(KUMADA et al., 2003). Por outro lado, a superexpressdao de adiponectina em
adipocitos 3T3-L1 promove diferenciacdo celular, aumento da sintese de lipideos e

melhora a sensibilidade a insulina (FU et al., 2005).
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3.3. Regulacdo metabdlica do TAB

O TAB possui intensa atividade metabdlica que contribui de forma significativa
para a manutencdo da homeostasia energética do organismo. As principais acfes
metabdlicas do TAB podem ser divididas em: lipdlise (hidrolise de TG) e lipogénese
(armazenamento de TG na goticula de lipidio) (CINTI, 2009).

A atividade lipolitica ocorre quando h& ligacdo das catecolaminas nos
receptores beta-adrenérgicos permitindo o aumento da AMP-c e ativando a proteina
quinase A (PKA). A PKA fosforila a lipase horménio sensivel (LHS) nos residuos de
serina 563, 659 e 660 (ARNER, 2005; SHEN et al., 1998) e as perilipinas
(SZTALRYD et al., 2003) para que possa ocorrer a hidrolise de TG. Além da LSH, a
lipase de triacilglicerol do adipocito (ATGL) e lipase de monoacilglicerol (MAGL)
exercem papeéis importantes na hidrolise de TG, na qual a ATGL também participa
na fase inicial da hidrélise de TG clivando o primeiro AG e o MAGL finaliza a
hidrdlise clivando o ultimo AG do diacilglicerol (ARNER, 2005; DUNCAN et al., 2007)
(FIGURA 2).
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FIGURA 2 - Representacdo da atividade lipolitica (Adaptado de Dunca et al., 2005)
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O processo lipogénico resulta na biossintese de TG a partir da esterificacdo
de AG complexados com coenzima A (CoA) com glicerol-3-fosfato. O glicerol-3-
fosfato é obtido da via glicolitica e os AG sdo derivados de trés fontes: a)
proveniente das lipoproteinas através da acao da lipase de lipoproteinas (LPL) b)
biossintese a partir de Acetil-CoA fornecida pela via glicolitica (lipogénese de novo)
c) proveniente da atividade lipolitica (FONSECA-ALANIZ et al., 2006; CAWTHORN;
SETHI, 2008).

A maior parte dos AG fornecidos para sintese de TG € proveniente das
lipoproteinas (quilomicrons e VLDL) (FONSECA-ALANIZ et al., 2006), que sofrem
hidrolise pela LPL, liberando AG (WANG; ECKEL, 2009). Esse AG é transportado
para o adipdcito com auxilio de proteinas transportadoras como CD36 e proteina
transportadora de AG (FATP) (SCHWENK et al., 2010) Uma vez dentro da célula, o
AG é acilado com CoA formando acil-CoA pela acil-CoA sintetase (ACS)
(FONSECA-ALANZI et al., 2006). Finalmente, acil-CoA juntamente com glicerol-3-
fosfato sdo esterificados em TG pela acdo das enzimas glicerol-3 fosfato
aciltransferase (GPAT) e diacilglicerol aciltransferase (DGAT) (SHI; CHENG, 2008;
TAKEUCHI et al., 2009)(FIGURA 3).

] —> AGL
Glicose

Gliceroldeido-3 P ——> Glicerol-3P + Acil-CoOA — ——>

FIGURA 3 - Representacdo da via classica da lipogénese
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A lipogénese de novo, definida por processos metabdlicos que resultam na
biossintese e incorporacdo de TG nas goticulas de gordura do adipdcito a partir de
substratos diferentes de lipideos (FONSECA-ALANIZ, et al., 2006). Esse processo
ocorre pela conversao da citrato em acetil-CoA pela enzima ATP citrato liase (ACL)
(WAKIL; STOOPS; JOSHI, 1983). Acetil-CoA é convertida a malonil-CoA pela
enzima acido graxo carboxilase (ACC) que serd utilizada como substrato para
sintese de TG pela enzima acido graxo sintase (FAS) (FONSECA-ALANIZ et al.,
2006). (FIGURA 4).

A lipogénese de novo funciona como uma importante via para o aumento da
adiposidade (KOVACS, et al., 2004), e tanto a expressao quanto a atividade das
enzimas FAS e ACC, fundamentais para esse processo, podem estar aumentadas
em individuos obesos e diabéticos (BERNDT et al., 2007; SHANKAR et al., 2010).
No entanto, esses dados sdo contrapostos por outros estudos que nao observaram
tais respostas enzimaticas (TURNER et al., 2007; ORTEGA et al., 2010), revelando
a necessidade de mais estudos para esclarecer tais respostas. Um possivel
mecanismo de inibicdo da lipogénese de novo seria a maior disponibilidade de
acidos graxos proveniente da dieta (quilomicrons), resultando em diminuicdo da
atividade da citrato sintase e da via de lipogénese de novo no TAB (GAIDHU et al.,
2010).
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FIGURA 4 - Representacao da lipogénese de novo

Alteracbes no balanco desses processos metabdlicos sdo observadas quando
ha maior demanda energética, por exemplo, no exercicio fisico e jejum (reducéo da
lipogénese e aumento da lipdlise) (LAGIN, 2011). Outra situacdo interessante pode
ser observada em individuos obesos, 0s quais apresentam aumento na lipogénese,
reducdo na lipdlise e oxidacdo de TG, ocasionando aumento da adiposidade
corporal (ARNER, et al., 2011).

Considerando que a sensibilidade a insulina no TAB é influenciada pela
massa e tamanho dos adipécitos (LONN et al., 2010), altera¢gdes no metabolismo
dos adipdcitos que resultem em diminuicdo ou aumento da massa do TAB também
podem participar da regulacdo da homeostasia glicémica (HUSSEY et al.,, 2011).
Enquanto em individuos saudaveis, a lipolise fornece acidos graxos para serem
utilizados como substrato energético de acordo com a necessidade do organismo
(LANGIN, 2006), em individuos e roedores obesos e diabéticos observa-se aumento
cronico da lipdlise e da disponibilidade de acidos graxos na circulagdo (DELARUE;
MAGNAN, 2007; JOCKEN; BLAAK, 2008). Esse aumento exacerbado da atividade
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lipolitica pode ser evidenciado quando se observa resisténcia a agdo da insulina no
TAB, impedindo a acdo antilipolitica desse horménio (RODEN, 2004; STUMVOLL;
GOLDSTEIN; HAEFTEN, 2005).

Além da insulina, a AMPK também parece exercer papel anti-lipolitico ao
fosforilar a LHS no residuo serina 565 impedindo a fosforilacdo pela PKA em serina
563 (GARTON et al., 1989; CEDDIA, 2012). Além disso, a fosforilacdo em serina 565
causa alteracOes estruturais da LHS, impedindo a translocacdo dessa enzima e,
consequentemente, a fosforilagdo pela PKA (SU et al., 2003). De fato, 0 aumento da
atividade da AMPK promoveu aumento da fosforilagdo em serina 565 e reducéo da
fosforilagdo em serina 563 e 660 da LHS em adipdcitos isolados de ratos em
condicao basal e estimulada com adrenalina (ANTHONY; GAIDHU; CEDDIA, 2009).
No entanto, a agcdo da AMPK no TAB € bastante contraditoria na literatura,
especialmente quando investigada em situacfes de disturbios metabdlicos, tais
como obesidade e diabetes tipo 2 (CEDDIA, 2012), e por isso, novas investigacdes

ainda sdo necessarias.

Parte do excesso de acidos graxos oriundos do TAB pode ser captada pelo
tecido muscular, no entanto, na auséncia do aumento da capacidade oxidativa,
serdo acumulados no tecido. Nesse caso, o excesso de lipidios intramusculares
pode alterar a sinalizacdo da insulina através da reducdo da habilidade da insulina
para fosforilar seus receptores de membrana IRS1 e IRS2, resultando em menor
captacdo de glicose pelo muasculo esquelético (SHULMAN, 2000). Além disso,
prejuizos na capacidade oxidativa do musculo esquelético aumentam a formacéo de
metabolitos como acil-CoA, que também interferem na via de sinaliza¢do da insulina,
ativam proteinas quinases como a proteina quinase C (PKC) e fator nuclear kappa
beta quinase (IKKB), os quais estdo associados a ativagdo de TNF-a e IL-6, e
participam, portanto, do desenvolvimento da resisténcia a insulina e diabetes tipo 2
(RANDLE, 1998; DELARUE; MAGNAN, 2007).

Embora o muasculo esquelético tenha capacidade de oxidar &cidos graxos
muito superior comparado ao TAB, prejuizos na capacidade oxidativa do TAB em
situacdes de excesso de acidos graxos, podem favorecer o direcionamento para o
armazenamento de acidos graxos (lipogénese classica), e consequentemente,

aumento da adiposidade corporal. Gaidhu et al. (2010) mostraram que animais



34

alimentados com dieta hipercaldrica apresentaram reducdo da AMPK e da
capacidade de oxidacao lipidica no TAB, facilitando o acimulo de TG proveniente da
dieta hiperlipidica. Esses dados sugerem que o acumulo de TAB é resultante ndo
apenas das alteracbes em vias lipogénicas, mas também de prejuizos na
capacidade oxidativa do TAB. Nesse sentido, surge uma questdo ainda nao
investigada na literatura é sobre a possibilidade de prevenir o diabetes tipo 2 por
meio da melhora da capacidade oxidativa do TAB, mesmo quando a oferta de acidos
graxos € mantida, como no caso da ingestéo de dietas hipercaldricas.

3.4. Treinamento fisico aerdbio e diabetes tipo 2

Evidéncias na literatura apontam para a importancia da aquisicao de um estilo
de vida saudavel como método preventivo mais eficaz no combate a obesidade,
intolerancia a glicose e diabetes (WALKER et al.,, 2010; CHUDYK; PETRELLA,
2011). Nesse sentido, encorajar os individuos para realizacdo de exercicios fisicos
regulares e adotar de habitos alimentares saudaveis pode ser a prevencao primaria

mais eficaz para combater distarbios metabalicos.

Um dos efeitos classicamente observados com o treinamento fisico aerobio é
a melhora do perfil glicémico através do aumento da sensibilidade a insulina
(KLIMCAKOVA et al., 2006), aumento da expressao de receptor de insulina e de
transportador de glicose GLUT4 (KIM et al.,, 2004) e reducdo dos niveis de
hemoglobina glicada (UMPIERRE et al, 2011). No musculo esquelético, além da
melhora na sensibilidade a insulina, o treinamento fisico aerébio melhora a funcao
endotelial e capilarizacdo (De FILIPPIS et al., 2006), aumenta a biogénese
mitocondrial (LJBICIC et al., 2010), aumenta a quantidade de fibras do tipo 1
(DASTMALCHI et al.,, 2007) e aumenta a expressdo e atividade de enzimas
oxidativas (EVANGELISTA; KRIEGER, 2006; LEICK et al., 2009).

Vias de sinalizacdo intracelulares independente da insulina moduladas pela
ativacdo da AMPK também podem estar envolvidas nessas adaptacdes (TOWLER,;
HARDIE, 2007). A ativacdo da AMPK perifericamente é capaz de neutralizar
alteracbes metabdlicas como resisténcia a insulina, inflamagdo e deposicdo de

lipidios em modelos animais com sindrome metabdlica (LOU et al., 2005; TOWLER;
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HARDIE, 2007). Padua et al. (2009) mostraram que uma Unica sessao de exercicio
fisico foi capaz de melhorar o nivel glicémico de animais diabéticos ob/ob e db/db
associada ao aumento da atividade da AMPK tanto no musculo esquelético quanto
no figado desses animais. Koh, et al (2007) demonstraram que 6 semanas de
treinamento fisico aumentaram a atividade da AMPK em adipdcitos isolados de
ratos.

O treinamento fisico aerdbico tem sido constantemente recomendado para o
controle de peso corporal, prevencédo e tratamento ndo farmacolégico da obesidade,
especialmente por promover aumento do gasto energético e, consequentemente,
interferir diretamente no balanco energético (IRVING et al.,, 2008; HUNTER et al.,
2010). Quando realizado em intensidade e duracdo adequadas, favorece o uso de
acido graxo como fonte de energia predominante (LIMA-SILVA, 2006), reduz a
adiposidade (GOLLISH et al., 2009; XU et al., 2011), possibilitando aos individuos
treinados menor peso corporal quando comparados com individuos ndo treinados
(HOWARTH et al., 2006). De fato, de acordo com o American College of Sports
Medicine (2009) caminhadas de 1 hora por dia estdo associadas a 24% de reducéo
da obesidade e 34% do diabetes do tipo 2.

A importancia fisiolégica do treinamento fisico na modulacdo funcional do
tecido adiposo e um possivel efeito protetor contra o desenvolvimento de distarbios
metabolicos esta diretamente relacionado aos processos fisioldgicos determinantes
da quantidade de massa adiposa, tais como lipdlise e lipogénese. Dados obtidos por
De Glizesinski et al. (2009) mostraram que o treinamento fisico aerébio aumenta a
taxa de lipdlise e reduz o peso corporal. Mais interessante ainda que, esse tipo de
treinamento exerce efeito sobre a atividade enzimatica oxidativa (LEICK et al., 2009;
EVANGELISTA; KRIEGER, 2006), proteinas transportadoras de TG e acidos graxos
(LIMA-SILVA, 2006), densidade mitocondrial, capilarizacdo, favorecendo
diretamente a oxidacdo de lipidios como fonte de energia. Por outro lado, o
treinamento fisico aerdbio crénico inibe a lipogénese de novo no TAB (FIEBIG et al.,
2002; PETRIDOU et al., 2007). Embora a literatura tenha reportado claramente o
efeito do treinamento fisico sobre a lipdlise e lipogénese e a melhora da oxidacdo
musculo esquelético, pouco se sabe sobre essas respostas quando ha associacéo
de dieta cafeteria e treinamento fisico concomitantemente, e possiveis

consequéncias para a resposta glicémica.
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Por modular a massa adiposa, o treinamento fisico aerobio também influencia
a funcdo enddcrina do tecido adiposo, e consequentemente, contribui para a
melhora da homeostasia glicémica. Estudos demonstram aumento da concentracéo
de adiponectina associado ao treinamento fisico crénico e consequente melhora da
tolerancia a glicose (KRAEMER; CASTRACANE, 2007; BOUASSIDA et al., 2008).
Entretanto, o efeito do treinamento fisico sobre a concentracdo de leptina ainda é
controverso, pois alguns observaram reducdo dos niveis de leptina apdés o
treinamento fisico (BENATTI et al., 2008; BALDUCCI et al., 2009) enquanto outros
ndo (LOWNDES et al., 2008; BOUASSIDA et al., 2008; HIGA et al., 2012). Além
disso, um estudo realizado recentemente demonstrou que o treinamento fisico
produziu efeito antiinflamatorio independente da perda de peso corporal, reduzindo
as concentracdes plasmaticas de fatores inflamatorios (BALDUCCI et al., 2009).

Dessa forma, as evidéncias na literatura confirmam que o0 excesso de
substratos energéticos provenientes da dieta aumenta o processo de sintese de TG
no tecido adiposo, resultando em aumento na adiposidade corporal, e
consequentemente, na producao de adipocinas. Tais adipocinas podem favorecer o
desenvolvimento de resisténcia a acdo da insulina, e no TAB, esse efeito contribuira
para aumentar a atividade lipolitica. O excesso de &acido graxo proveniente da
lipolise e da dieta sera direcionado para o armazenamento em tecidos como o
musculo-esquelético e figado, além do TAB, em funcdo da reduzida capacidade
oxidativa desses tecidos. Esse ciclo pode ficar constantemente acionado, de forma
gue a cooperacao metabdlica entre os tecidos contribuird para o desenvolvimento e

progresséao do diabetes tipo 2.
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FIGURA 5 - AlteracGes nos processos metabdlicos do tecido adiposo no desenvolvimento

do diabetes tipo 2.

Considerando que o treinamento fisico exerce importante influéncia no
controle de peso corporal e adiposidade, que € capaz de induzir alteracdes
funcionais do TAB, e ambas as respostas estdo associadas a melhora da
homeostasia glicémica, estudar o efeito do treinamento fisico sobre a funcéo
metabolica do tecido adiposo podera contribuir significativamente para o
entendimento dos mecanismos protetores acionados pelo treinamento fisico contra o

desenvolvimento de diabetes tipo 2.

3.5. Modelo experimental de diabetes tipo 2

O aumento da prevaléncia de portadores de diabetes tipo 2 e as
complicagcbes cardiovasculares associadas, ampliaram a demanda pela
compreensdao dos mecanismos celulares e moleculares envolvidos no
desenvolvimento do diabetes até o desfecho clinico final. Para isso, tém sido criados
modelos experimentais capazes de transpor fendtipos observados em individuos

diabéticos, que além de permitir a investigacdo dos mecanismos fisiopatologicos,
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tém contribuido diretamente para o desenvolvimento de estratégias para prevencao
e tratamento dessa patologia (CHATZIGEORGIOU et al., 2009).

Segundo Islam e Loots (2009), existem duas categorias de modelos animais
com diabetes tipo 2: 1) diabetes espontaneo por alteracdes genéticas; e 2) diabetes
induzido experimentalmente. Na primeira categoria, podemos citar como exemplo,
0s animais ob/ob e db/db, os quais possuem mutacbes no gene codificante da
leptina ou de seu receptor (FRIEDMAN, 2011). Além disso, com 0s avanc¢os da
Biologia Molecular, foram desenvolvidos diversos animais transgénicos e com
delecédo de proteinas-chaves do metabolismo glicémico, tais como dos receptores de
insulina (KIDO et al., 2000) e do GLUT4 (CARVALHO et al., 2005). Embora esses
modelos sejam importantes para a compreensdo dos mecanismos fisiopatologicos
do diabetes, essas alteracfes genéticas ndo sao representativas na populacdo em

geral.

Outra maneira de estudar distarbios metabdlicos € através da inducédo por
drogas ou manipulacdes dietéticas através da racao (ISLAM; LOOTS, 2009). A dieta
hipercalorica consiste em uma simples troca do valor energético proveniente do
carboidrato pela gordura variando entre 45 a 60% do valor energético total (WILSON
et al.,, 2007; SAMPEY et al., 2011). A administracdo dessa dieta tem sido utilizada
para desenvolver obesidade (KANASAKI; KOYA, 2011) e diabetes tipo 2 (ISLAM;
LOOTS 2009) em animais. Dentre as linhagens de camundongo, 0s animais
C57BL/6 sdo os mais utilizados para inducédo desses disturbios metabdlicos, pois
guando alimentados com dieta hipercalorica, apresentam alteracfes semelhantes as
da Sindrome Metabdlica em humanos, tais como aumento da adiposidade corporal,

intolerancia a glicose e hiperglicemia (COLLINS et al., 2004).

Outro tipo de dieta hipercaldrica bastante utilizada € de cafeteria, a qual é
composta por alimentos com alta densidade cal6rica, tais como chocolate, bolacha,
amendoim, responsavel por induzir rapidamente alteracbes na adiposidade e no
metabolismo glicémico (HEYNE et al., 2009). Por ter elevada palatabilidade, induz a
hiperfagia através da estimulacdo da alimentacdo hedbnica (alimentacdo por
prazer), promovendo rapido ganho de peso corporal, adiposidade corporal e
resisténcia a insulina (HEYNE et al., 2009; PANDIT et al., 2012). De fato, Sampey et

al. (2011) demonstraram que a dieta de cafeteria € um modelo mais eficazes para o
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desenvolvimento de alteracdes no metabolismo glicémico e morfolégicas do tecido
adiposo e figado. No mesmo sentido, Castell-Auvi et al. (2012) mostraram que a
dieta de cafeteria promove alteracbes no pancreas de ratos como aumento da
deposicao de lipidios, aumento no fator de transcricdo da insulina (PDX1) e aumento
na expressao de proteinas apoptoticas que levam ao desenvolvimento do diabetes
tipo 2.

A inducdo de disturbios metabdlicos através da dieta de cafeteria pode
ocorrer mais pelos tipos de substratos energéticos do que pelo proprio valor
energético final (quilocalorias). Assim como em humanos, além do conteudo de
carboidratos, o indice glicémico da dieta parece ser importante para o
desenvolvimento de doencas metabdlicas. De fato, alguns estudos mostram que
uma dieta com alto indice glicémico é mais eficaz no desenvolvimento da resisténcia
a insulina em modelos experimentais (PAWLAK et al., 2004; SCRIBNER et al., 2008;
VAN SCHOTHORST et al., 2009; ANDERSSON et al., 2010; ISKEN et al., 2010).

Sendo assim, no presente estudo, utilizaremos um modelo experimental no
gual o diabetes tipo 2 € induzido através da administracdo de dieta de cafeteria
composta por alimentos com alta densidade calorica. Para isso, hosso grupo avaliou
previamente o curso temporal do desenvolvimento de diabetes tipo 2 em
camundongos alimentados com a mesma dieta de cafeteria, e na ocasido,
observamos que seis semanas da dieta resultou em hiperglicemia de jejum,

intolerancia a glicose e resisténcia a insulina (SPINOLA et al., 2010).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Amostra

Para a realizacdo do presente projeto de pesquisa foram utilizados
camundongos machos C57BL/6 com 8 semanas de vida (18-22 g) provenientes do
Biotério Central da Faculdade de Medicina da USP. Os camundongos foram
divididos aleatoriamente em 4 grupos experimentais: dieta normcalérica sedentario
(SED-NO), dieta normocalérica treinado (TF-NO), dieta cafeteria sedentario (SED-
CAF) e dieta de cafeteria treinado (TF-CAF) (TABELA 1). Todos os animais foram
mantidos em local com temperatura ambiente controlada entre 22 e 24°C e ciclo
claro-escuro invertido 12:12h, com inicio da fase escura as 7:00 e inicio da fase

clara as 19:00. Agua e comida foram administradas ad libitum.

O presente projeto esta de acordo com as normas do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) e foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa

da Escola de Educacéo Fisica e Esporte da USP, protocolo nimero 2010/13.

TABELA 1 - Divisdo dos grupos experimentais

Grupos Dieta normocaldrica Dieta cafeteria

Sedentario SED-NO (n=15) SED-CAF (n=15)

Treinado TF-NO (n=18) TF-CAF (n=18)
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4.2. Dietas alimentares

A composicdo nutricional das dietas utilizadas na pesquisa estd descrita na
TABELA 2. A racao de cafeteria foi adaptada de Estadella et al. (2001) e preparada
com 10g de chocolate ao leite derretido, 15g da ragédo convencional triturada, 10g de
amendoim torrado triturado, 5g de bolacha de maisena triturada e 5g de acucar
refinado (SPINOLA et al, 2010). Ja a racdo normocaldrica utilizada foi a
industrializada padrédo (Nuvilab®, Parana, Brasil).

TABELA 2 - Composicao nutricional e valor energético das dietas (porcao de 45g).

Dietas Carboidrato Proteinas  Gorduras Fibra Kcallg

Totais  Alimentar

[
Normocaldrica 55% 22% 4% 6% 3,78

Cafeteria 55,6% 14,77% 18,74% 3,24% 4,23

4.3. Protocolo de treinamento fisico

O protocolo de treinamento fisico foi realizado em esteira rolante, 5 vezes por
semana, durante 8 semanas. As sessOes de treinamento tiveram intensidade de
60% da velocidade maxima (mensurada durante o teste de esforco fisico maximo). A
duracdo foi progressivamente aumentada, iniciando com 30 minutos na primeira
semana e atingindo 60 minutos na quarta semana, conforme descrito por Ferreira et
al. (2007). Essa duracdo de treinamento foi mantida até o término do protocolo. Os
camundongos sedentarios foram submetidos a caminhada na esteira, 3 vezes por
semana, durante 5 minutos. Esse procedimento se fez necessario para evitar

gualquer interferéncia do estresse gerado pela esteira.
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4.4. Desenho experimental

Antes do inicio do protocolo experimental, todos os animais foram submetidos
as andlises in vivo (peso corporal, teste de esforco fisico maximo, medida de
pressdo arterial e frequéncia cardiaca de repouso, temperatura central e teste de
tolerancia a glicose). Em seguida, o treinamento fisico e a administracdo da dieta de
cafeteria foram iniciados simultaneamente. Na quarta semana do protocolo
experimental, os grupos treinados (TF-CO e TF-CAF) foram submetidos novamente
ao teste de esforco fisico maximo para ajuste da intensidade do treinamento fisico.
Ao longo do protocolo experimental o consumo de ragdo e peso corporal foram
avaliados semanalmente. No final da oitava semana do protocolo experimental,
todos os animais foram submetidos as analises in vivo (esfor¢o fisico maximo,
medida de pressédo arterial e frequéncia cardiaca de repouso, temperatura central,
consumo de oxigénio em repouso, perda de peso corporal induzida pelo jejum, teste
de tolerancia a glicose e teste de tolerancia a insulina). Quarenta e oito horas apos a
ultima sesséo de exercicio, das quais 8 horas finais em jejum, os animais foram
anestesiados por injecdo i.p. de Pentobarbital Sédico (4 mg/ 100 g de peso
corporal), para posterior coleta de sangue e tecidos destinados para o0s
procedimentos in vitro (lipdlise, atividades enzimaticas, western blot e dosagens

séricas),como ilustrado na FIGURA 6.

I Inicio TF/ Dieta I I Teste de esforgo I I Fim TF/ Dieta I
Sem 0 Sem 1 Sem 4 Sem 8
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FIGURA 6 — Desenho experimental do projeto
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4.5. Teste de esforgo fisico maximo

A capacidade de execucéo de exercicio fisico foi avaliada antes, na semana 4
e apbs o treinamento fisico através de um teste progressivo escalonado, sem
inclinacdo até a exaustdo em esteira rolante (FERREIRA et al., 2007). A velocidade
inicial da esteira foi de 0,4 km/h, e a cada trés minutos, a velocidade da esteira foi
aumentada em 0,2 km/h até atingir a exaustdo do animal, a qual foi caracterizada
pela impossibilidade de manutencéo do padrao da corrida. A variavel quantificada foi
o tempo maximo de execucédo (min). Na semana 4, foi realizado o teste somente nos
grupos treinados (TF-NO e TF-CAF) para reajuste da intensidade do treinamento

fisico.

Durante a semana que antecedeu a execucdo do teste maximo, todos os
animais passaram por um periodo de adaptacdo a esteira que consistiu em

caminhada (0,2 a 0,4 km/h) durante 5 minutos por dia, durante 4 dias.

4.6. Determinacao do peso corporal e do consumo de ragcéo

Ao longo de todo protocolo experimental, a pesagem corporal foi realizada
semanalmente em balanca digital (Gehaka/modelo BG4001, Sao Paulo, Brasil), no
mesmo dia e horario. Além da evolucdo do peso corporal, foi calculado o ganho de
peso corporal através da diferenca entre o peso corporal final (semana 8) e o0 peso
corporal inicial (semana 0). O consumo de racéo foi avaliado em grupos de animais
mantidos na mesma gaiola ao longo de todo protocolo experimental (4 a 5 animais
por caixa), durante periodos de 24 horas, por 3 dias consecutivos de cada semana.
Utilizamos a média dos 3 dias avaliados para determinar o consumo de racéo

semanal.

4.7. Avaliacdo do consumo de oxigénio de repouso

A taxa metabdlica de repouso dos animais foi determinada através da

avaliagdo do consumo de oxigénio por calorimetria indireta apds o término do
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periodo de treinamento fisico. Os animais foram avaliados apés jejum de 6 horas,
durante 40 minutos na caixa metabdlica, sendo que o consumo de oxigénio de
repouso foi considerado o menor valor de consumo de oxigénio registrado nos
tempos 10, 15, 20, 25, 30, 35 e 40 minutos. Para o calculo de consumo de oxigénio,
foi utilizada a seguinte formula:

VO, = (Pamb O - Presp O;) x 1.300 / 100/ peso corporal, onde:
Pamb O, = pressao de oxigénio ambiente (% de Oy)

Presp O, = fracéo expirada de oxigénio (% de Oy)

1.300 = fluxo de ar na bomba (mL/min)

Previamente a avaliagdo do consumo de oxigénio de repouso, 0S animais

foram adaptados no sistema de calorimetria indireta por 5 minutos, durante 3 dias.

4.8. Avaliacao da temperatura central

A temperatura corporal foi mensurada antes e apds o periodo de treinamento
fisico através de um termdmetro digital inserido no reto do animal. Para isso, na
semana que antecedeu a avaliacdo, foi realizado um periodo de adaptacdo dos
animais durante 3 dias. No dia da avaliacdo, os animais foram submetidos ao jejum
de 4 horas e isolados em uma sala com temperatura ambiente controlada (22 a
25°C). A temperatura central foi mensurada 2 vezes em cada animal, a partir das

guais obteve-se o valor médio de temperatura.

4.9. Avaliacao da perda de peso induzida pelo jejum

O peso corporal dos animais foi avaliado antes e apés o periodo de 8 horas

de jejum que antecedeu a eutanasia. Este tipo de avaliagdo oferece uma simples
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aproximacdo do gasto energético em funcdo da eliminacdo da ingestdo caldrica
(HARADA et al., 2003).

4.10. Avaliacdo da frequéncia cardiaca e pressao arterial de repouso

A frequéncia cardiaca e a presséao arterial (sistdlica e diastélica) de repouso
foram mensuradas antes e apos o periodo de treinamento fisico através de
pletismografia de cauda, usando o equipamento BP-2000 Blood Pressure Analysis
System™ (Visitech Systems, Carolina do Norte, USA). Antes das mensuragdes
propriamente ditas, os camundongos passaram por um periodo de adaptacdo de 3
dias. A temperatura da plataforma foi mantida em 37°C para todos os animais.
Foram realizados 10 registros para cada variavel, sendo que o valor final foi obtido a
partir da média dos registros.

4.11. Teste de tolerancia a glicose (TTG)

O teste de tolerancia a glicose intraperitoneal (TTG) foi avaliado antes e apds
treinamento fisico. Para a determinacdo da curva glicémica, os animais receberam
uma dose intraperitoneal de glicose (2 g/kg de peso corporal) apds jejum de 8h. A
glicemia foi determinada através de glicosimetro (AccuChek Advantage Roche
Diagnostics®) em amostras de sangue retiradas da cauda nos tempos 0, 15, 30, 60,

90 e 120 min ap6s a administracao de glicose.

4.12. Teste de tolerancia ainsulina (TTI)

Apés o periodo de treinamento fisico, foi realizado o teste de tolerancia a
insulina (TTI). Para isso, a curva glicémica foi avaliada ap6s a administracao
intraperitoneal (0,75 U/kg de peso corporal) de insulina (Novo Nordisk®, Parana,
Brasil) nos animais apos jejum de 8 horas. A glicemia foi determinada por meio de

glicosimetro em amostras de sangue retiradas da cauda nos tempos 0, 5, 10, 15, 20,
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25, 30 e 40 minutos apos a administracdo de insulina. Os valores obtidos entre os
tempos de 5 e 30 minutos foram usados para calcular a constante da taxa de
desaparecimento da glicose plasmatica (Kirt), mediante andlise da curva de
decaimento, de acordo com o método proposto por Bonora et al. (1989).

4.13. Eutanésia e coleta de tecidos e sangue

Quarenta e oito horas ap6s a Ultima sessédo de treinamento fisico, das quais 8
horas em jejum, os animais foram anestesiados por inje¢ao i.p. de Pentobarbital
Sadico (4 mg/ 100 g de peso corporal). Em seguida, os animais foram pesados em
balanca digital, e posicionados sob uma régua para a medida do comprimento naso-
anal que foi usado para a determinacéo do indice de Lee através da férmula: 3V(peso
corporal/comprimento naso-anal) (BERNARDIS; PATTERSON, 1968). No momento
em que o animal ndo demonstrou sinais de reflexo nas patas traseiras, coletou-se o
sangue através de puncdo na veia cava inferior. Além disso, foram coletados e
pesados os depositos de gordura branca visceral (tecido adiposo subcutaneo,
periepididimal e retroperitoneal), 0s muasculos esqueléticos das patas
(gastrocnémios, plantar e séleos) e os 6rgaos (coracao, pulmao, rins, figado e baco).
Os pesos dos tecidos foram corrigidos pelo peso corporal no momento da eutanasia

e os resultados apresentados como miligramas por grama de peso corporal (mg/g).

O sangue foi centrifugado a 4°C, 12000 rpm por 10 minutos, e o plasma

armazenado em freezer a —80'C para posterior anélises.

4.14. Dosagem sérica por Radioimunoensaio (RIE)

As concentracdes séricas de insulina (Merck Millipore Corp., EUA), leptina
(Linco Research, EUA) e adiponectina (Merck Millipore Corp., EUA) foram avaliadas

através de kits comercias por radioimunoensaio.
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4.15. Dosagem do perfil lipidico sérico

As concentracfes séricas de TG, colesterol total e HDL-c foram avaliadas
através de ensaio enzimatico colorimétrico utilizando kits comerciais (Labtest, Minas
Gerais, Brasil). As concentracdes de VLD-c e LDL-c foram calculados através da
equacéo de Friedewald (1972), onde:

VLDL-c = TG/5

LDL-c = Colesterol total — (HDL-c + VLDL-c)

4.16. Avaliacao da lipolise

Os adipdcitos foram isolados do tecido adiposo periepididimal mediante a
técnica de digestdo de tecido pela colagenase, descrita por Rodbell (1964), com
algumas modificacdes para adaptar o método as nossas condicdes laboratoriais. Em
resumo, o deposito adiposo periepididimal foi retirado, picado com tesoura em finos
fragmentos e incubado em 4,0 mL de tampao digestivo [DMEM, HEPES 25 mM,
BSA 4 %, colagenase tipo Il (Sigma Chemical, St. Louis, MO, Estados Unidos) 1,25
mg/mL, pH 7,45] por cerca de 30 min a 37°C em banho-maria com agitacdo orbital
(150 rpm). Em seguida, a amostra foi filtrada em peneira plastica com malha fina
(que retém restos teciduais e vasos nao digeridos) e lavada por trés vezes com 25
mL de tamp&o EHB (sais de EARLE, HEPES 25 mM, BSA 1 %, piruvato de sodio 1
mM, sem glicose, pH 7,45) mantido a 37 °C. Apds a segunda lavagem, a suspenséao
celular em 25 mL de tamp&o EHB foi deixada 30 min em repouso em estufa a 37°C,
com a finalidade de atenuar os efeitos da insulina e de outros horménios endoégenos.
Para a determinacédo do lipdcrito (porcentagem de adipécitos contidos na suspensao
celular total), 40 uL da suspensdo celular em tampdo EHB foram colocados em
capilar de vidro e submetidos a centrifugagédo (2000 rpm por 1 min). O volume total
da suspensdo corresponde a 100 % e o volume de adipdcitos obtido apos a

centrifugacéo, nos fornece o lipocrito da amostra.
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Para a andlise morfométrica, aliquotas de suspenséo celular foram avaliadas
em microscépio optico com o programa Leica Quantimet 500. Em cada preparagéo
foram medidas 100 células. A partir do diametro celular médio e admitindo-se que o
adipdcito isolado é esférico, o volume e o nidmero de células foi calculados de

acordo com as seguintes formulas:

(a) V= [(n/6) x D*)/1000, (b) N= (lipdcrito x 107)/ V
Onde:

D é o diametro médio de 50 adipocitos (um), N € o niumero de células e V é o
volume médio (DI GIROLAMO; MENDLINGER; FERTIG, 1971). A divisao por 1000

em (a) visa expressar o volume em picolitros (pL).

As taxas de lipdlise basal e estimulada pelo agonista p-adrenérgico
isoproterenol (Sigma®) foram mensuradas em adipdcitos isolados do tecido adiposo
periepididimal conforme o seguinte protocolo: 40 uL de suspensdo celular (em
tampdo EHB) foram transferidos para microtubos (1,5 mL) e incubados durante 30
min a 37 °C em presenca de 10 uL de adenosina (ADO, Sigma, 1lug/mL em EHB, pH
7,45). Em seguida, as células foram incubados durante 30 min a 37°C em presenca
de 20uL adenosina deaminase (ADA, Sigma, 0,2 U/mL em tampédo EHB, pH 7,45)
para permitir a degradacdo da adenosina, um metabdlito com acéo anti-lipolitica,
liberada no meio pelos adipécitos (HONNOR; DHILLON; LONDOS, 1985). ApGs este
periodo, as células foram incubadas por 60 min a 37 °C com ou sem 10 uL de

isoproterenol (10 M) totalizando um volume de 200 pL.

Ao final da incubacdo, a mistura de reacédo foi bloqueada pela transferéncia
dos tubos para o gelo seguido por centrifugacdo a 12000 rpm por 10 min a 4 °C,
para separar as células do meio de reacdo. Apos a centrifugacdo, aliquotas de
aproximadamente 120 puL do meio de incubagao foram retiradas e armazenadas em
freezer a —20 °C para posterior mensuracao do glicerol nele contido. A quantidade

de glicerol liberada pelos adipécitos para o meio de incubagéo foi determinada pelo
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método enzimatico-colorimétrico (Sigma®). Os resultados foram expressos em

nmol.10°% cels.h™.

4.17. Dosagem da atividade da glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH)

e 4cido graxo sintase (FAS)

Para a dosagem das enzimas G6PDH e FAS, aproximadamente 100mg do
tecido adiposo retroperitoneal foram suspensas em tampdo de extracdo (na
proporcao de 1:3 peso/volume) contendo sacarose (250 mM), EDTA (1 mM), DTT (1
mM), leupeptina (50 uM) e aprotinina (5 uM) pH=7.4. O material mantido em gelo foi
homogeneizado em Polytron (PT 3100, Kinematica AG, Littau-Lucene, Suica) por 10
segundos em velocidade méxima, centrifugado (15000 rpm, 15 minutos, 0°C em
Centrifuga 5417 C/R- Eppendorf) para separacao dos restos celulares e lipidicos.

Para a atividade da G6PDH, um volume de 15 pyL do infranadante da ultima
centrifugacéo foi utilizado para a determinacéo indireta da atividade enzimatica da
G6PDH, como medida da producéo total de NADPH pela via das pentoses-fosfato
(BERGMEYER; BENT, 1974). O tampéao de ensaio utilizado (volume de 270 pL por
cubeta) consistiu de Tris-HCI (8,6 mM), MgCl,6H,0O (6,9 mM), NADP (0,4 mM) e
Triton X-100 (0,05 %, v/v), pH 7,6. A reacéao foi iniciada com a adicdo de 15 uL de
glicose-6-fosfato (1,2 mM) ao extrato enzimatico e acompanhada por 10 min a 25 °C.
A absorbancia sera monitorada a 340 nm, sendo o coeficiente de extin¢cdo para este

comprimento de onda igual a 6,22.

Para a atividade da FAS, um volume de 20 pL do infranadante da ultima
centrifugacéo foi utilizado para a analise indireta da atividade enzimatica da FAS,
como medida da oxidacdo (consumo) total de NADPH (BAZIN; FERRE, 2001). O
tampdo de ensaio utilizado (volume de 270 pL) consistiu de KH,PO4 (100 mM),
acetilCoA (100 uM) e NADPH (200 uM), pH=6.5. A reacéao foi iniciada com a adicao
de 15 uL de malonilCoA (600 uM) ao extrato enzimatico, e acompanhada por 5
minutos (37 °C). A absorbancia foi monitorada a 340 nm, sendo o coeficiente de

extingao para este comprimento de onda igual a 6,22.
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As proteinas foram quantificadas pelo método de Bradford (1976). Os

resultados foram expressos em nmol.min™*.mg™ de proteina presente no extrato.

4.18. Dosagem da atividade maxima da enzima citrato sintase (CS)

Para a dosagem da enzima citrato sintase, aproximadamente 100mg do
tecido adiposo periepididimal foram suspensas em tampdo de extracdo (na
proporcao de 1:3 peso/volume) contendo Tris-base (50mM) e EDTA (1mM), pH=7,4.
O material mantido em gelo foi homogeneizado em Polytron (PT 3100, Kinematica
AG, Littau-Lucene, Suica) por 10 segundos em velocidade maxima, centrifugado
(3000 rpm, 15 minutos, 4°C em Centrifuga 5417 C/R- Eppendorf). Em seguida, o
sobrenadante foi retirado para a dosagem da atividade da enzima citrato sintase,
através de ensaio colorimétrico realizado em espectrofotbmetro, segundo método
descrito por Alp et al. (1976). A atividade foi medida a partir da quantificacdo do
complexo formado entre a Coenzima A (CoA) liberada com o DTNB do meio e
oxaloacetato. O tamp&o utilizado no ensaio consistiu em Tris-aminometano (50
mM), EDTA (1 mM) e DTNB (0,2 mM), pH=8,1. Acetil CoA (0,1 mM) foi preparada
através da adicdo de 1mg de Acetil CoA, 1 ml de agua deionizada, 25 ul de K;HCO;
e uma gota de anidrido acético. Apés 10 minutos de descanso no gelo, 1 ml de Acetil
CoA foi misturado com 1 ml de Triton X-100 0,05% (v/v) e 10 ml de tamp&o de
ensaio, constituindo a mistura de ensaio. A reacao foi iniciada com a adi¢do de 15

uL de acido oxaloacético (0,5mM) ao extrato enzimatico, e acompanhada por 20

minutos (37 °C). A absorbancia foi monitorada a 412nm.

As proteinas foram quantificadas pelo método de Bradford (1976). Os

resultados foram expressos em nmol.min™*.mg™ de proteina presente no extrato

4.19. Quantificacdo da AMPK e ACC (Western blot)

Amostras do tecido adiposo periepididimal foram pesadas e conservadas em
nitrogénio liquido para a quantificacdo das proteinas AMPK e ACC totais e

fosforiladas. Para este ensaio, as amostras (200mg) foram homogeneizadas em
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tampao na proporc¢ao 0,6mL para cada 200mg de tecido adiposo. O tecido adiposo
foi homogeneizado em tampéao contendo 20mM Tris-HCI (pH 7,4), 150mM NacCl, 2%
Nonidet P-40, 1mM EDTA (pH 8), 10% glicerol, 20mM Fluoreto de so6dio, 30mM
pirofosfato de sodio, 0,2% SDS, 0,5% deoxicolato de sodio, 1ImM PMSF, 1mM
ortovanadato de sodio, 50uM leupeptina e 50uM aprotinina. Em seguida, as
amostras foram incubadas por 15 minutos a 4°C. Depois, centrifugadas a 15.000
rpm por 15 minutos a 4°C. Parte do sobrenadante foi utilizada para determinar a
concentracdo de proteina (utilizando o método de Bradford) e parte foi armazenada
a -80°C para posteriores analises por Western Blot.

Os anticorpos primarios utilizados foram anti-AMPKa, anti-Phospho-AMPKa
(Thrl72), anti-ACC e anti-Phospho-ACC (Ser 79) (Cell Signaling Technology,
Massachusetts, USA). Além disso, utilizamos anticorpo secundario goat anti-rabbit
marcado com HRP (Invitrogen, New York, USA)(1:3000 em solucdo de leite
desnatado a 5%), e como normalizador utilizaremos anticorpo para beta-actina
(Abcam, Cambridge, USA). O sinal na membrana foi detectado através da reacéao da
peroxidase na solucdo de ECL durante exposi¢do no equipamento Image Quant LAS
4000 mini (GE Healthcare Lifescience®). A intensidade das bandas foi quantificada

no programa Image J (versao 1.43 para Windows).

4.20. Andlise Estatistica

Os dados foram apresentados na forma de média * erro padrdo da média. A
comparacao foi feita através de analise de variancia (ANOVA) de dois fatores. Na
presenca de diferenca estatistica significante, foi utilizado o pés-teste de Bonferroni.
Em todos os casos foi adotado nivel de significancia de 5% (p<0,05). Foi utilizado o

programa estatistico Statistica versao 7.
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5. RESULTADOS

5.1. Composicgéo corporal

Conforme mostra a FIGURA 7, ndo houve diferenca estatistica no peso
corporal inicial entre os grupos (SED-NO= 21,3+0,6 g; TF-NO= 21,13+0,5 g; SED-
CAF= 21,46+0,6 g; TF-CAF= 21,15+0,4 g). Entretanto, o peso corporal do TF-NO foi
menor comparado ao peso corporal do SED-CAF a partir da semana 3. A partir da
semana 5, o grupo TF-CAF também apresentou menor peso corporal em relacdo ao
SED-CAF. Ao término do protocolo experimental, o peso corporal final do SED-CAF
foi maior que o peso final dos demais grupos (FIGURA 7). Ainda, demonstramos que
nao houve diferenca estatistica no peso corporal final dos grupos TF-NO e TF-CAF
comparado aos respectivos pesos corporais iniciais (TF-NO= 23,4+0,5 g vs.
24,4+0,5 g; TF-CAF= 23,3t0,5 g vs. 25,00+0,5 g), mostrando que o treinamento
fisico foi capaz de prevenir o ganho de peso corporal mesmo durante a ingestéo de
dieta de cafeteria (FIGURA 7).
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FIGURA 7- Evolucdo de peso corporal durante o protocolo experimental. SED-NO

(n=15), TF-NO (n=18), SED-CAF (n=15), TF-CAF (n=18). Os dados

estao representados na forma de média + erro padrao da média com

significAncia estatistica para p< 0,05 sendo, *SED-CAF vs. TF-NO,
*SED-CAF vs. TF-NO e TF-CAF, 4SED-CAF vs. SED-NO, TF-NO e
TE-CAF.

Além disso, o grupo SED-CAF apresentou maior ganho de peso corporal
comparado aos grupos SED-NO, TF-NO e TF-CAF (TABELA 3). O treinamento
fisico, independente da dieta, reduziu o ganho de peso corporal (TF-CO e TF-CAF
vs. SED-CO e SED-CAF) (TABELA 3). Nao houve diferenca estatistica no
comprimento naso-anal entre os grupos (TABELA 3). Ainda, o grupo SED-CAF
apresentou maior indice de Lee comparado ao grupo TF-CO (TABELA 3).
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TABELA 3- Ganho de peso corporal dos animais, comprimento naso-anal
(CNA) e indice de Lee.

SED-NO  TF-NO  SED-CAF  TF-CAF
Ganho de PC (g) 3,1+0,3 1,0+0,2"  5,0+0,8* 1,9+0,5"

CNA (cm) 9,6+0,1 9,5+0,1 9,8+0,1 9,5+0,1

indice de Lee (g/cm3)  30,6+0,2  30,1+0,1  31,1#0,3%*  30,520,3

Ganho de peso corporal, comprimento naso-anal e indice de Lee dos animais no
momento da eutandsia. SED-NO (n=15), TF-NO (n=18), SED-CAF (n=15) e TF-CAF
(n=18). Os dados estao representados na forma de média + erro padrdo da média
com significancia estatistica para p< 0,05 sendo, *vs. SED-NO, TF-NO e TF-CAF,
*vs. SED-NO e SED-CAF e *vs. TF-NO.

Conforme demonstrado nas FIGURAS 8A e 8B, os grupos TF-NO e TF-CAF
apresentaram menores pesos dos depoésitos de gordura subcutaneo (TAB-SC) em
relacdo ao grupo SED-CAF. Ja em relacdo ao peso dos depésitos de gordura
periepididimal (TAB-PE) e retroperitoneal (TAB-RP), o grupo SED-CAF apresentou
maior peso quando comparado com os demais grupos, tanto em valores absolutos
quanto corrigidos pelo peso corporal do animal. Ainda, quando calculamos o indice
de adiposidade corporal os grupos TF-NO e TF-CAF apresentaram menores valores
comparados com o grupo SED-CAF (FIGURA 8C).
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FIGURA 8 - Peso dos depodsitos gordura subcutaneo (TAB-SC), periepididimal

(TAB-PE) e retroperitoneal (TAB-RP) em valores absolutos (A) e

corrigidos pelo peso corporal no momento da eutanasia (B). SED-CO
(n=24), TF-CO (n=26), SED-CAF (n=23) e TF-CAF (n=24). indice de

adiposidade corporal (C). Os dados estdo representados na forma de

média + erro padrdo da média com significAncia estatistica para
p<0,05 sendo, *vs. TF-CO e TF-CAF, *vs. SED-CO, TF-CO e TF-CAF.
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Calculamos também o diametro de adipdcitos isolados do TAB-PE. Conforme
pode ser observado nas FIGURAS 9A e 9B, o grupo SED-CAF apresentou maior
diametro quando comparados aos demais grupos experimentais e, 0 treinamento

fisico impediu a resposta hipertréfica induzida pela dieta de cafeteria.
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FIGURA 9 - Valores médios do diametro de 100 adipécitos do TAB-PE (A). Imagem
dos adipécitos obtida em microscépio com aumento de 10X (B). SED-NO
(n=9), TF-NO (n=9), SED-CAF (n=9) e TF-CAF (n=10). Os dados estdo

representados na forma de média + erro padrdo da média com

significAncia estatistica para p< 0,05 sendo, *vs. SED-NO, TF-NO e TF-
CAF.
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N&do houve diferenca estatistica no peso relativo dos musculos
(gastrocnémios, plantar e soéleos) e dos 6érgéos (rins, pulméo e baco). O grupo SED-
CAF apresentou menor peso relativo do figado em relagdo ao grupo TF-CO
(TABELA 4). O grupo TF-NO apresentou maior peso relativo do coragédo e do

ventriculo esquerdo em relagédo aos grupos SED-NO e SED-CAF (TABELA 4).

TABELA 4- Peso de tecido e 6rgaos
Peso relativo (mg/g) SED-NO TF-NO SED-CAF TF-CAF
Musculo esquelético
Gastrocnémio 10,34+0,18 10,51+0,18 10,17+0,26  10,25%0,25
Plantar 1,20%0,04 1,31+0,07 1,15+0,04 1,21+0,04
Séleos 0,62+0,02 0,67+0,03 0,65+0,04  0,067+0,03
Orgéaos
Figado 37,47+1,01 40,16+1,42 34,17+0,61* 37,05+1,19
Pulmao 6,10+0,26 6,63+0,19 6,20+0,19 6,25+0,57
Rins 8,75+0,17 10,03+0,49 8,68+0,22 9,0040,26
Baco 3,25+0,13 3,71+0,17 3,70+0,31 3,56+0,29
Coracéao
Coracao 4,24+0,10 4,81+0,17% 3,82+0,07 4,38+0,18
Ventriculo direito 3,22+0,08 3,76+0,15" 2,93+0,06 3,39+0,17

Peso relativo dos 6rgdos pesados no momento da eutandsia. SED-NO (n=15), TF-NO
(n=18), SED-CAF (n=15) e TF-CAF (n=18). Os dados estdo representados na forma de
média + erro padrdo da média com significAncia estatistica para p< 0,05 sendo, *vs. TF-
NO, *vs. SED-NO e SED-CAF.
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5.2. Fatores que contribuem para o balanco energético

Conforme demonstrado na FIGURA 10A e 10B, ndo houve diferenca estatistica

no consumo alimentar tanto em gramas quanto em quilocalorias entre 0s grupos.
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FIGURA 10 - Média do consumo alimentar diario em gramas (A) e em quilocalorias (B)
durante o protocolo experimental. SED-NO (n=15), TF-NO (n=18), SED-
CAF (n=15) e TF-CAF (n=18). Os dados estdo representados na forma de
média + erro padréo da media.
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O gasto energético em repouso foi avaliado através de trés diferentes
métodos. Conforme demonstrado na FIGURA 11A, ndo houve diferenca estatistica
no consumo de oxigénio em repouso entre 0S grupos experimentais. Ao avaliarmos
a temperatura central dos animais antes de iniciar o protocolo experimental, ndo
foram encontradas diferencas entre os grupos (FIGURA 11B). No entanto, no
término do protocolo experimental, os grupos TF-NO e TF-CAF apresentaram
menores valores de temperatura central tanto quando comparados aos grupos SED-
NO e SED-CAF no periodo apds protocolo experimental, quanto quando
comparados a seus respectivos valores prévios ao treinamento fisico. Finalmente,
analisamos a perda de peso induzida por jejum de 8 horas, e conforme pode ser
observado na FIGURA 11C, o grupo TF-NO apresentou maior perda de peso

corporal apoés jejum comparado ao grupo SED-CAF.
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(B). Perda de peso corporal induzida pelo jejum de 8 horas (C). SED-

NO (n=10), TE-NO (n=13), SED-CAF (n=10) e TE-CAF (n=12). Os

dados estdo representados na forma de média + erro padrdo da

média com significancia estatistica para p< 0,05 sendo, *vs. SED-NO

(sem 0), TF-NO (sem 0), SED-CAF (sem 0), TF-CAF (sem 0), SED-

NO (sem 8) e SED-CAF (sem 8), “vs. SED-CAF.
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5.3. Eficacia do treinamento fisico

Como pode ser visto na FIGURA 12A, antes do inicio do protocolo experimental,
o desempenho dos animais no teste de esforco na esteira foi semelhante. No
entanto, ao término do protocolo, observamos maiores tempos de exercicio fisico até
a exaustdo nos grupos TF-NO e TF-CAF tanto quando comparados aos grupos
SED-NO e SED-CAF no periodo apds protocolo experimental quanto quando

comparados aos seus respectivos valores prévios ao treinamento fisico.
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FIGURA 12 - Tempo total percorrido durante teste de tolerancia ao esforco fisico

em esteira antes e apds protocolo experimental (A). SED-NO (n=15),
TE-NO (n=18), SED-CAF (n=15) e TF-CAF (n=18). Os dados estdo

representados na forma de média + erro padrdo da média com

significAncia estatistica para p< 0,05 sendo, *vs. SED-NO (sem 0),
TFE-NO (sem 0), SED-CAF (sem 0), TF-CAF (sem 0), SED-NO (sem 8)
e SED-CAF (sem 8).
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5.4. Anédlise hemodinamica

Conforme mostra a FIGURA 13A, nao houve diferenca estatistica nos valores
de pressdo arterial média entre 0s grupos experimentais. Entretanto, apos 8
semanas de treinamento fisico, os grupos treinados (TF-CO e TF-CAF)

apresentaram bradicardia de repouso (FIGURA 13B).
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FIGURA 13 - Medidas indiretas de pressao arterial média (A) e frequéncia cardiaca

de repouso (B) avaliados antes e apdés protocolo experimental. SED-
NO (n=15), TF-NO (n=18), SED-CAF (n=15), TF-CAF (n=18). Os

dados estdo representados na forma de média + erro padrdo da

média com significancia estatistica para p< 0,05 sendo, *vs. SED-NO
(sem 0), TF-NO (sem 0), SED-CAF (sem 0), TF-CAF (sem 0), SED-
NO (sem 8) e SED-CAF (sem 8).
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5.5. Respostas do metabolismo de glicose

Ao avaliarmos a glicemia de jejum dos animais antes de iniciar o protocolo
experimental, ndo foi observada diferenca estatistica entre os grupos (SED-NO=
136+5,71 mg/dL; TF-NO= 126+4,15 mg/dL; SED-CAF= 123+8,96 mg/dL; TF-CAF=
122+5,03 mg/dL) (FIGURA 14). No entanto, ao reavaliarmos na semana 8, 0 grupo
SED-CAF (143+7,75 mg/dL) apresentou maior glicemia de jejum comparado aos
grupos SED-NO e TF-NO (119+5,49 mg/dL e 118+8,09 mg/dL, respectivamente).
Por outro lado, ndo observamos diferencga estatistica entre os grupos TF-CAF, SED-
NO e TF-NO, indicando que o treinamento fisico foi capaz de prevenir o aumento da

glicemia de jejum induzido por dieta de cafeteria (FIGURA 14).
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FIGURA 14 - Glicemia de jejum avaliada antes e ap6s protocolo experimental (A).
SED-NO (n=10), TF-NO (n=13), SED-CAF (n=10), TF-CAF (n=13). Os

dados estdo representados na forma de média + erro padrdo da

média com significAncia estatistica para p< 0,05 sendo, *vs. SED-NO
(sem 8) e TF-NO (sem 8).

Ao avaliarmos a tolerancia a glicose antes de iniciar o protocolo experimental,
ndo foi observada diferenca estatistica entre os grupos (FIGURA 15A). No entanto,
gquando reavaliamos no final do protocolo experimental, o grupo SED-CAF
apresentou maior area sobre a curva (AUC) (FIGURA 15B) quando comparados aos

demais grupos. Interessante observar que nao houve diferengca na AUC na semana
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8 entre os grupos treinados TF-NO e TF-CAF. Esses dados confirmam que o

treinamento fisico preveniu a intolerancia a glicose induzida por dieta de cafeteria.
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FIGURA 15 - Curva glicémica referente ao teste de tolerancia a glicose e AUC

avaliado antes (A) e apo6s protocolo experimental (B). SED-NO
(n=10), TF-NO (n=13), SED-CAF (n=10), TF-CAF (n=130s dados

estao representados na forma de média + erro padrdo da média com

significancia estatistica para p< 0,05 sendo, *vs. SED-NO, TF-NO e
TE-CAF.

Ainda, avaliamos também a tolerancia a insulina no final do protocolo
experimental. Conforme mostra a FIGURA 16, o grupo SED-CAF apresentou menor
KITT qguando comparados aos demais grupos, confirmando que a dieta de cafeteria
provocou resisténcia a insulina, e que o treinamento fisico foi capaz de impedir essa
resposta no grupo TF-CAF.
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FIGURA 16 - Curva glicémica referente ao teste de tolerdncia a insulina e KITT

avaliado apo6s protocolo experimental. SED-NO (n=8), TF-NO (n=6),

SED-CAF (n=8), TF-CAF (n=7). Os dados estdo representados na

forma de média + erro padrdo da média com significAncia estatistica

para p< 0,05 sendo, *vs. SED-NO, TF-NO e TF-CAF.

66



67

5.6. Dosagens séricas

Avaliamos a concentracdo sérica da insulina, leptina, adiponectina e perfil
lipidico do soro coletado no momento da eutanasia. Como pode ser observado na
TABELA 5, o grupo SED-CAF apresentou maior concentragdo serica de insulina e
leptina e menor concentracdo de adiponectina comparados aos demais grupos.
Além disso, o treinamento fisico aumentou a concentracdo sérica de adiponectina,
independentemente da dieta (TABELA 5). O grupo SED-CAF apresentou maior
concentragao de colesterol total e LDL-c quando comparado aos grupos SED-NO e
TF-NO (TABELA 5). Ainda, o grupo SED-CAF apresentou maior conentracdo de
HDL-c comparados com os grupos TF-NO e TF-CAF (TABELA 5).

TABELA5 - Dosagens séricas

SED-NO TF-NO  SED-CAF TF-CAF

Insulina (ng/mL) 0,3+0,1 0,440,1 0,6+0,1* 0,5+0,1
Leptina (ng/mL) 4,4+0,7  3,7#0,5 8,2+0,7 5,3+0,7
Adiponectina (ng/mL) 22,6+0,9 29,2+0,8 16,2+0,9* 28,2+0,7"

Colesterol (mg/dL) 84,8430 91,4+47 131,0+2,4% 99,9+4,9

TG (mg/dL) 43,0+6,1 43,1+38 39,7450 33,030
HDL-c (mg/dL) 57,5+4,4 57,8435 70,6+44% 524444
LDL-c (mg/dL) 22,1435 234+4,6 526453 41,4459
VLDL-c (mg/dL) 8,612 8,60,7 7,910  6,1+0,8

Concentracdo sérica dos animais apds protocolo experimental. SED-NO (n=7-9), TF-NO
(n=7-9), SED-CAF (n=7-9), TF-CAF (7-9). Os dados estéo representados na forma de média
+ erro padrdo da média com significAncia estatistica para p< 0,05 sendo, *vs. SED-NO, TF-
NO e TF-CAF, “vs. SED-NO e SED-CAF, *vs. SED-NO e TF-NO, *vs. TF-NO e TF-CAF.
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5.7. Atividade lipolitica do TAB

A atividade lipolitica foi avaliada através da dosagem de glicerol em
adipécitos isolados do depodsito de gordura peripididimal. Conforme mostra a
FIGURA 17, ndo houve diferenca entre os grupos na atividade lipolitica basal.
Entretanto, quando estimulado com isoproterenol, os grupos TF-NO, SED-CAF e TF-
CAF apresentaram maior concentragdo de glicerol em relagédo ao grupo SED-NO,

portanto, maior atividade lipolitica (FIGURA 17).
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FIGURA 17 - Atividade lipolitica basal e estimulada por isoproterenol avaliada

através da concentracdo de glicerol de adipécitos isolados dos

animais apods protocolo experimental. SED-NO (n=9), TF-NO (n=9),
SED-CAF (n=9) e TF-CAF (n=9). Os dados estdo representados na

forma de média + erro padrdao da média com significAncia estatistica

para p< 0,05 sendo, *vs. SED-NO (isoproterenol).
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5.8. Lipogénese de novo no TAB

As avaliacbes da atividade enzimatica da acido graxo sintase (FAS) e da
glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) foram realizadas como marcadoras de
lipogénese de novo. O grupo SED-CAF apresentou menor atividade da FAS em
relacdo aos grupos SED-NO e TF-NO (FIGURA 18A). J4 em relagdo a G6PDH, os
grupos TF-NO e TF-CAF apresentaram menor atividade em relacdo aos grupos
SED-NO e SED-CAF (FIGURA 18B).
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FIGURA 18 - Atividade enziméatica da FAS no TAB-RP (A). SED-NO (n=8), TF-NO
(n=6), SED-CAF (n=6) e TF-CAF (n=8). Atividade enzimatica da
G6PDH no TAB-RP (B). SED-NO (n=11), TF-NO (n=9), SED-CAF

(n=10) e TF-CAF (n=10). Os dados estao representados na forma de

média + erro padrdo da média com significAncia estatistica para p<
0,05 sendo, *vs. SED-NO e TF-NO, *vs. SED-NO e SED-CAF.




5.9. Atividade oxidativa no TAB

Para caracterizar a capacidade oxidativa no TAB, avaliamos a atividade da
enzima citrato sintase. Conforme mostra a FIGURA 19, o grupo SED-CAF
apresentou menor atividade enzimética quando comparado aos demais grupos.

Interessante observar que, o treinamento fisico foi capaz de prevenir essa reducéo

induzida pela dieta de cafeteria.
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FIGURA 19 - Atividade enzimatica da citrato sintase no TAB-PE. SED-NO (n=8),

TE-NO (n=6), SED-CAF (n=6) e TF-CAF (n=8). Os dados estdo

representados na forma de média + erro padrdo da média com

significancia estatistica para p< 0,05 sendo, *vs. SED-NO, TF-NO e

TE-CAF.
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5.10. Quantificacao proteica da AMPK e da ACC

Conforme mostrado nas FIGURAS 20A e 20B, o grupo SED-CAF apresentou
menor expressao proteica da AMPK e p-AMPK (Thr 172) no TAB comparado aos
demais grupos experimentais. Além disso, os grupos TF-NO e TF-CAF
apresentaram maior expressdo proteica da p-AMPK (Thr 172) no TAB quando

comparados aos grupos sedentarios (SED-NO e SED-CAF).
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Expressdo proteica da AMPK (A) e p-AMPK (Thr 172) (B). SED-NO
(n=5), TE-NO (n=5), SED-CAF (n=5) e TF-CAF (n=4). Os dados estao

representados na forma de média + erro padrdo da média com

significancia estatistica para p< 0,05 sendo, *vs. SED-NO, TF-NO e

TF-CAF, *vs. SED-NO e SED-CAF.
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Conforme mostrado nas FIGURAS 21A e 21B, o grupo SED-CAF apresentou
menor expressao proteica da ACC e p-ACC (Ser 79) em relagéo aos demais grupos.
Interessante ressaltar, o treinamento fisico aerdbio impediu essa resposta ja que o

contetdo dessa enzima foi semelhante entre os grupos TF-NO e TF-CAF.
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TE-CAF.
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6. DISCUSSAO

O treinamento fisico aerdbico tem sido utilizado como ferramenta importante
para o controle de peso corporal e tratamento ndo farmacologico da obesidade
(IRVING et al.,, 2008; HUNTER et al., 2010). Estudos transversais observacionais
gue avaliaram os niveis de aptiddo fisica em popula¢des distintas mostraram que, a
pratica regular de exercicios fisicos acima de 30 min/dia, 5 vezes por semana, esta
associada com reducao de risco de diabetes tipo 2 e obesidade, independente do
método de avaliacdo utilizada, faixa etaria e métodos estatisticos (HELMRICH et al.,
1991; HU et al., 1999).

No presente estudo, demonstramos que o treinamento fisico foi eficaz para a
prevencdo do ganho de peso corporal e de adiposidade nos grupos TF-NO e TF-
CAF, independente da dieta utilizada. Nossos dados corroboraram o estudo de
Vaisy et al. (2011), que observaram menor ganho de peso corporal e de peso do
TAB-PE em ratos alimentados com dieta de cafeteria durante 12 semanas e
submetidos ao treinamento fisico com natacéo por 1 hora ao dia, 5 vezes/semana,

durante 4 semanas.

Quando ndo associado a dieta de cafeteria, o treinamento fisico pode reduzir
0 peso corporal e a adiposidade, conforme demonstrado no estudo de Benatti et al.
(2008). Entretanto, esses dados séao contraditorios na literatura, pois quando o gasto
energético é compensado pelo aumento na ingestdo calorica dos animais, 0 peso
corporal permanece o mesmo até o final do protocolo de treinamento fisico,

conforme demonstrado pelo nosso grupo (HIGA et al., 2012).

Quando avaliamos o grau de hipertrofia das células adiposas extraidas do
TAB-EP, identificamos hipertrofia significativa no grupo SED-CAF comparado aos
outros grupos, revelando o potencial do treinamento fisico para impedir 0 aumento
do didametro das células. Esses dados corroboram os dados de peso dos depdsitos
de TAB do presente estudo, e também outros estudos publicados na literatura, tais
como o de Gollisch et al. (2009), que mostraram menor diametro de adip6citos em
animais alimentados com dieta hipercalérica submetidos ao treinamento fisico

comparados aos sedentarios, e o estudo de Guerra et al. (2007), que demonstraram
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reducdo do peso e area dos adipdécitos de ratos treinados submetidos a dieta rica em
colesterol.

Diversos sistemas regulatérios permitem a manutencdo da homeostasia de
peso corporal ao longo da vida. AlteracBes no balanco energético oriundas da
ingestado caldrica e/ou do gasto energético sdo capazes de alterar o peso corporal
(Tappy et al., 2003). Investigamos no presente estudo, a influéncia do treinamento
fisico sobre o balanco energético através da medida do consumo alimentar 24 horas
e do metabolismo energético de repouso através de trés métodos, a calorimetria
indireta, temperatura central e a perda de peso corporal induzida por jejum de 8

horas.

Evidéncias na literatura sobre os habitos alimentares de individuos e animais
submetidos ao treinamento fisico demonstraram que o consumo alimentar tanto em
gramas quanto em quilocalorias pode aumentar em decorréncia do maior gasto
energético promovido pelo treinamento fisico (D’ANGELO et al., 2010; HIGA et al.,
2012). Entretanto, no presente estudo, o treinamento fisico ndo resultou em maior
consumo alimentar dos animais treinados (TF-NO e TF-CAF), independente da
dieta. Eguchi et al. (2008) utilizando dietas de cafeteria e controle, ndo encontraram
diferenca no consumo alimentar dos grupos treinados com natacéo. Ja Gollisch et al.
(2009) demonstraram aumento do consumo alimentar por animais treinados
independente da dieta (normocaldrica ou hiperlipidica). Esses dados contraditorios
podem ser explicados pelas diferencas metodoldgicas existente entre os estudos,
tais como tipos de dietas, tipo de treinamento fisico, duracdo e intensidade, e por
fim, possiveis alteracbes de fatores neuroenddcrinos reguladores do apetite e
saciedade (EGUCHI et al., 2008).

Em relacdo a taxa metabdlica avaliada por calorimetria indireta, néo
encontramos diferenca estatistica entre os grupos. Esses dados vao de encontro
aos dados demonstrados previamente pelo nosso grupo (HIGA et al., 2012) e por
outros estudos (BROEDER et al.,1992; WHYBROW et al.,2008). Porém, alguns
estudos apresentam resultados contrarios, justificando o aumento da taxa
metabdlica de repouso em fungdo do aumento da massa muscular (POEHLMAN et
al., 1989; CEDDIA, 2002; TREVISAN; BURINI, 2007). Em nosso estudo, nao

encontramos diferengca estatistica entre 0s grupos na massa dos musculos
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esqueléticos, o que pode justificar parcialmente a manutencéo da taxa metabdlica de

repouso.

Como demonstrado nos resultados, os grupos treinados (TF-NO e TF-CAF)
apresentaram menor temperatura central em relacdo aos grupos sedentarios (SED-
NO e SED-CAF) apds 8 semanas de treinamento fisico. De acordo com Boos et al.
(1999), a reducdo na temperatura central € modulada por uma menor ativacao das
proteinas desacopladoras 1 e 2 (UCP-1 e UCP-2) no musculo esquelético e coracéo
e, essa resposta, favorece o armazenamento de energia no musculo esquelético
durante a fase de recuperacdo e permite uma maior capacidade para executar

trabalho mecénico durante exercicios subsequentes.

Ja quando o gasto energético foi avaliado indiretamente pela perda de peso
corporal induzida por jejum de 8 horas, cujos resultados nos possibilitaram uma
simples aproximacdo do gasto energético em fungcdo da eliminagdo da ingestao
caldrica, somente o grupo TF-NO apresentou maior perda de peso corporal em
comparacao aos demais grupos, indicando maior ativacdo metabolica associada ao

jejum.

Considerando que o balanco energético é determinado pela diferenca entre o
contetdo caldrico ingerido e o conteudo cal6rico consumido tanto em repouso
guanto durante o treinamento fisico, os dados obtidos mostraram que o menor
ganho de peso corporal dos animais treinados possivelmente seja consequente do
gasto energético promovido pelo treinamento fisico, ja que tanto a ingestéo caldrica
guanto o gasto energético de repouso ndo apresentaram alteracfes significativas
compativeis com as respostas de peso corporal e adiposidade dos grupos. Esses
dados sdo sugestivos, haja vista a auséncia de avaliacdo do gasto energético

durante o treinamento fisico.

Diversos estudos na literatura relacionaram o aumento da adiposidade
corporal com alteragcdes no metabolismo de glicose (ROSEN; SPIEGELMAN, 2006;
SCHRAUWEN, 2007; SORIGUER et al., 2012). De fato, em nosso estudo os animais
SED-CAF apresentaram aumento de 30% (vs. SED-NO) da adiposidade corporal
que refletiu no aumento de 18% (vs. SED-NO) da glicemia de jejum. No mesmo
sentido, Blumenkrantz (1997), mostrou que para aumentos de 10% na adiposidade

corporal, pode-se observar aumento em 2mg/dl na glicemia de jejum em humanos.
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Ainda, Abbasi et al. (2002) observaram que individuos com maiores valores de
indice de Massa Corporal (IMC) apresentaram prejuizo na resposta glicémica
durante o teste de tolerancia a glicose. De fato, individuos diabéticos e intolerantes a
glicose apresentam maior tamanho de adip6citos quando comparados com
individuos normoglicémicos (WEYER et al., 2000).

Hammarstedt; Graham; Kahn (2012) mostraram que a hipertrofia de
adipécitos em humanos per se diminui a sensibilidade a insulina através da reducao
expressdo de GLUT4 e niveis séricos de adiponectina. Além disso, tanto seres
humanos quanto animais diabéticos apresentam reducao significativa na expressao
de proteinas da via de sinalizagédo da insulina como PI3K (SMITH et al., 1999), IRS1
(BUREN et al., 2003) e GLUT4 (HUSSEY et al., 2011) e, consequentemente menor
captacédo de glicose no TAB.

Como demonstrado nos resultados, o treinamento fisico impediu 0 aumento
da glicemia de jejum, o desenvolvimento de intolerancia a glicose, resisténcia a
insulina e hiperinsulinemia induzida pela dieta de cafeteria. Hansen et al. (2009)
demonstraram que 6 meses de treinamento fisico resultaram em reducdo do peso
corporal, aumento da capacidade cardiorrespiratoria e diminuicdo da concentracao
de hemoglobina glicada de individuos obesos e diabéticos. No mesmo sentido,
Vieira et al. (2009) mostraram que o treinamento fisico aerdbico reduziu a glicemia
de jejum e a hiperinsulinemia de camundongos obesos induzido por dieta
hiperlipidica. No presente trabalho, confirmamos que o treinamento fisico também é
eficaz para a prevencéo do desenvolvimento de diabetes tipo 2, mesmo mediante o

consumo de dieta de cafeteria.

Por influenciar a massa adiposa, o treinamento fisico também exerce-papel
importante na modulacdo da secrecdo de adipocinas como a leptina e a
adiponectina que contribuem para a regulacdo da homeostasia glicémica. Em
individuos obesos e diabéticos as concentracdes de leptina estdo aumentadas
(JIANG et al., 2009; MARTINS; LIMA; FONSECA, 2012) e as concentracdes de
adiponectina reduzidas (SEO et al. 2004; BLUHER et al. 2007). Em nosso estudo, 0s
animais SED-CAF apresentaram maior concentracdo de leptina e menor
concentragdo de adiponectina em relacdo aos demais grupos. A secrecao de

proteinas pré-inflamatérias como TNF-a e IL-6 também aumentam com a obesidade
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(LUI; LIU, 2010). De fato, a secrecdo de TNF-a tem sido relacionada com a
diminuicdo da secrecdo de adiponectina através da inibicdo de PPAR-y, principal
fator de transcricdo para essa adipocina (PHILLIPS; KUNG, 2010; KURSAWE et al.,
2010; LIU; LIU, 2010).

Os efeitos do treinamento fisico sobre a concentracdo dessas adipocinas
ainda ndo estdo bem claros na literatura. O efeito do treinamento fisico sobre a
concentracdo de leptina ainda é controverso, pois alguns observaram reducao dos
niveis de leptina apds o treinamento fisico (BENATTI et al., 2008) enquanto outros
ndo (BOUASSIDA et al., 2008; HIGA et al., 2012). No presente estudo, o
treinamento fisico impediu 0 aumento da leptina na presenca da dieta de cafeteria.
Entretanto, ndo observamos reducéo da concentracédo dessa adipocina, mesmo com
a reducdo da massa adiposa dos grupos treinados (TF-NO e TF-CAF), sugerindo
gue outros mecanismos possam influenciar a producdo de leptina além da

modificacdo da massa adiposa.

Em relacdo a adiponectina, os grupos treinados (TF-NO e TF-CAF)
apresentaram aumento significativo na concentracdo sérica quando comparados
com os grupos sedentario (SED-NO e SED-CAF). Esses dados corroboram os
encontrados por Zeng et al. (2007) e Lim et al. (2008). A adiponectina aumenta a
sensibilidade a insulina, aumenta a captacao de glicose e oxidacdo de AG tanto no
musculo esquelético quanto no TAB e, essas respostas parecem estar associadas a
ativacdo da AMPK pela adiponectina nesses tecidos. Dessa forma, o aumento da
concentragdo sérica induzida pelo treinamento fisico pode ser um dos mecanismos
protetores contra o desenvolvimento do diabetes nesse modelo experimental.
Entretanto, outros estudos na literatura ndo encontraram alteragdes na expressao
(HIGA et al.,, 2012) e concentracdo de adiponectina apds treinamento fisico
(KIMURA et al., 2006; BOUDOU et al., 2003).

A variedade de resultados encontrados na literatura para a concentracao da
leptina e adiponectina pode ser justificada pela heterogeneidade das populacdes
avaliadas, pela caracterizacdo do treinamento fisico (intensidade, duracdo e
volume), pela alteracdo da composi¢cédo corporal ou outros mecanismos ainda néo
estabelecidos. Miyazaki et al. (2010) demonstraram que o aumento da expresséo de

MRNA e da concentragdo seérica de tais adipocinas em resposta ao treinamento
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fisico parecem estar associados ao tamanho dos adipécitos. De fato, quando
animais treinados nao apresentaram reducdo da massa adiposa e do diametro de
adipdcitos, ndo foram observadas alteracBes na expressdo génica tanto da leptina
guanto da adiponectina no tecido adiposo periepididimal (HIGA et al., 2012).

Com o conjunto de dados apresentados até o momento, ficou evidente que
alteracbes na adiposidade corporal induzidas pelo treinamento fisico estdo
associadas com a prevenc¢ao do diabetes tipo 2. Para entender de que forma o TAB
contribui para essa resposta, 0 passo seguinte foi avaliar os processos fisiol6gicos
do TAB de lipdlise e lipogénese.

Conforme esperado, o treinamento fisico aumentou significativamente a taxa
lipolitica do grupo TF-NO comparado ao grupo SED-NO. Esse dado corrobora o
achado de De Glizesinski et al. (2009), o que garante o aumento da disponibilidade
de AGL para ser oxidado durante o treinamento fisico (LIMA-SILVA et al., 2006).
Interessante observar que o grupo SED-CAF também aumentou a taxa lipolitica
comparado ao grupo SED-NO, revelando a existéncia de resisténcia a acdo da
insulina no tecido adiposo, haja vista a auséncia do seu efeito anti-lipolitico (RODEN,
2004; STUMVOLL; GOLDSTEIN; HAEFTEN, 2005). Esses achados corroboram o0s
estudos realizados com individuos e animais obesos com aumento crénico da
atividade lipolitica (DELARUE; MAGNAN, 2007; JOCKEN; BLAAK, 2008), e com
adipdcitos isolados de camundongos alimentados com dieta hiperlipidica (WUEEST
et al., 2009). Por fim, a taxa lipolitica do grupo TF-CAF também foi maior comparada
ao grupo SED-NO, no entanto, ndo foi diferente dos grupos alimentados com dieta

de cafeteria apesar do sinergismo de dieta e treinamento fisico.

Embora os grupos treinados e o grupo SED-CAF tenham apresentado
maiores taxas lipoliticas, apenas os grupos treinados obtiveram menor adiposidade,
sugerindo que uma possivel diferenca na lipogénese entre 0os grupos poderia ser o
mecanismo pelo qual o TAB prticiparia da prevencdo do diabetes tipo 2. Partimos,
entdo, para a analise de duas enzimas que poderiam sinalizar a ativacdo da via

lipogénica de novo, a FAS e a G6PDH.

Em nosso estudo, a atividade da FAS reduziu no TAB do grupo SED-CAF.
Esse dado inicialmente pareceu contraditério, pois a FAS é considerada uma

proteina chave para o processo de lipogénese de novo (FONSECA-ALANIZ et al.,



81

2006). No entanto, apesar de alguns estudos mostrarem aumento da expresséao da
FAS no TAB de individuos e animais obesos (BERNDT et al., 2007; BLUHER et al.,
2007; SHANKAR et al.,, 2010), nossos dados corroboraram o0s estudos que
encontraram reducdo na atividade da FAS (TURNER et al., 2007; JIANG et al.,
2009; ORTEGA et al., 2010). De acordo com Gaidhu et al. (2009), a inibicdo do
processo lipogénico de novo pode ser consequente da redugdo da atividade da
citrato sintase devido a alta disponibilidade de acido graxo proveniente da dieta e da
atividade lipolitica. Além disso, uma reducdo na producao de citrato também poderia
repercutir em diminuicdo da atividade lipogénica da FAS. Além disso, a supressao
da lipogénese de novo também poderia ser induzida pela hiperleptinemia, conforme
demonstrado por Jiang et al. (2009). Por fim, as alteracdes oriundas da atividade da
G6PDH nos grupos treinados, apesar de alterar o fornecimento de co-fator, nédo
seriam suficientes para alterar a lipogénese de novo na auséncia da adaptacao da
FAS.

Considerando que os resultados da via lipogénica de novo ndo séo suficientes
para explicar os dados de adiposidade e que o aumento da taxa lipolitica possa
resultar em grande disponibilidade de acidos graxos, uma alteragcdo no destino dos
acidos graxos (armazenamento ou oxidacdo) liberados justificaria os achados
iniciais. Nesse sentido, prejuizos na capacidade oxidativa no TAB seriam capazes
de refletir em favorecimento do armazenamento dos acidos graxos no proprio tecido.
De fato, quando avaliada a atividade da enzima citrato sintase no TAB, importante
marcadora de atividade metabdlica oxidativa, o grupo SED-CAF apresentou reducao
significativa comparada aos demais grupos, confirmando o prejuizo na via de
oxidacdo dos &cidos graxos no TAB com a dieta de cafeteria. Interessante observar
gue o treinamento fisico foi capaz de prevenir essa resposta, resultando em menor

adiposidade dos animais.

E importante ressaltar que, apesar de o TAB ndo ter grande capacidade
oxidativa, alteracBes na oxidacdo lipidica podem contribuir para o metabolismo
lipidico do organismo, jA que a massa adiposa tem representacao significativa na
nossa composi¢ao corporal (15 a 20% em individuos saudaveis e mais de 40% em
individuos obesos) (GAIDHU; CEDDIA, 2011). De fato, Gaidhu et al. (2010)
mostraram que animais alimentados com dieta hiperlipidica apresentaram aumento

na captacdo de TG, reducdo na atividade da citrato sintase e na oxidagcdo de
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palmitato no TAB, favorecendo o acumulo de TG e aumento da adiposidade
corporal. Esses dados contribuem diretamente para o entendimento dos nossos
resultados, principalmente quando avaliados na presenca do treinamento fisico.

Com o conjunto de dados obtidos sobre os processos fisiol6gicos do TAB, é
possivel afirmar que embora a atividade lipolitica seja mantida semelhante, o
treinamento fisico impediu o prejuizo da capacidade oxidativa do TAB, o que pode
favorecer a oxidacdo do acido graxo ao invés do seu armazenamento no TAB.
Finalmente, buscamos desvendar um possivel mecanismo celular envolvido nessa
resposta, e que seria, em ultima instancia, responsavel pela prevencao do diabetes
tipo 2. Escolhnemos a AMPK, por ser uma molécula chave para as respostas

metabolicas em diferentes tecidos corporais.

Como demonstrado nos resultados, a quantidade proteica da AMPK total e p-
AMPK (Thr 172) estavam reduzidas no grupo SED-CAF. Por outro lado, os grupos
treinados apresentaram aumento da p-AMPK (Thr 172). Nosso dados corroboram o
estudo de Gaidhu et al. (2009), no qual foi observado reducdo na quantidade
proteica da AMPK e p-AMPK no tecido adiposo subcutaneo e visceral de animais
alimentados com dieta hiperlipidica. Segundo os autores, a reducdo da AMPK e p-
AMPK gera aumento da taxa lipolitica por inibir o efeito anti-lipolitico dessa proteina
no TAB. Além disso, essa resposta parece contribuir para reducdo da capacidade
oxidativa através da inibicdo do coativador 1 alfa do receptor ativado por proliferador
de peroxissoma (PGC1-a) e receptor ativado por proliferadores de peroxissoma alfa
(PPAR-q), e da reducédo da atividade da citrato sintase conforme observado no
presente estudo. Por outro lado, o aumento da p-AMPK (Thr 172) nos animais TF-
CAF foi fundamental para a manutencdo da atividade oxidativa, conforme os dados

obtidos de citrato sintase.

Um dos substratos da AMPK é a ACC, que quando fosforilada é inativada. A
ACC cataliza a converséo do acetil CoA a malonil CoA na via lipogénica de novo. Ja
o malonil CoA é um potente inibidor da carnitina palmitoiltranferase 1 (CPT1), um
passo limitante da entrada de acido graxo para a oxidacdo mitocondrial. Quando a
ACC esta inativa, a producdo do malonil CoA reduz e a inibicdo da CPT1 também,
favorecendo a entrada de acido graxo para a mitocondria. No presente estudo,

observamos reducdo da AMPK associada a reducdo da ACC (forma inativa) nos
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animais SED-CAF, o que condiz com maior producao de malonil CoA, maior inibicdo
da CPT1 e menor oxidacdo de lipidios na mitocéndria. Embora a ACC seja
fundamental para a lipogénese de novo, nossos dados revelaram que a reducao da
forma inativa da ACC e aumento na producéo de malonil CoA nédo foram suficientes
para aumentar a lipogénese de novo nos animais SED-CAF.

Por outro lado, o treinamento fisico impediu a reducdo da ACC no grupo TF-
CAF, contribuindo para prevencdo dos prejuizos oxidativos induzidos pela dieta de
cafeteria. Dessa forma, a inducéo da fosforilacdo da AMPK e da ACC nos adipécitos
€ fundamental para a manutencdo da oxidacdo lipidica dentro dessas células,
garantindo que o excesso de lipidios proveniente da dieta e da lipolise seja desviado

para processos de queima e ndo de sintese.

7. CONCLUSAO

Em concluséo, o conjunto de dados obtido no presente estudo permite afirmar
gue o treinamento fisico aerdbio foi eficaz para a prevencao do diabetes tipo 2, e
essa resposta foi associada a menor adiposidade corporal resultante do aumento da
lipolise e da capacidade oxidativa do TAB induzido pela maior ativacdo via da
AMPK/ACC.
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