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RESUMO

Pedroso, J. A. B. Efeito da restricdo calérica sobre marcadores de inflamacao,
homeostase glicémica e proteinas envolvidas na sinalizacdo da insulina de ratos
destreinados. 2013. Dissertacdo de Mestrado — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas.
Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, Brasil.

Diversos estudos demonstram que os beneficios induzidos pelo exercicio fisico sao
revertidos apos a interrupcdo do mesmo. Essa interrupcdo, também conhecida como
destreinamento fisico, leva ao aumento da massa corporal, ganho de massa adiposa e
resisténcia a insulina. Apesar dessas evidéncias, pouca atencdo é destinada para
investigacdo de estratégias que possam atenuar esse quadro. Portanto, o objetivo deste
trabalho foi investigar os efeitos da restricdo caldrica sobre sensibilidade a insulina e os
marcadores de inflamacé&o no tecido adiposo epididimal de ratos destreinados. A amostra foi
composta por 32 ratos Sprague-Dawley, machos e adultos. Inicialmente, os animais foram
distribuidos em 2 grupos: Controle (CON) e Treinamento (TREIN), animais que foram
submetidos ao treinamento em esteira ergométrica durante 8 semanas. Em seguida os
animais TREIN foram redistribuidos em trés grupos: Um grupo foi constituido por animais
gque continuaram o programa de treinamento fisico (TF) por 6 semanas e mantidos ao
acesso de racdo ad libitum (TREIN). Os outros dois grupos tiveram o TF interrompido e
foram mantidos ao acesso de racao ad libitum (DT) ou a restricdo calérica de 30% (DTRC)
por 6 semanas. Os animais do grupo CON continuaram o experimento, por mais 6 semanas,
sem realizar qualquer tipo de exercicio fisico. A mensuracdo da massa corporal e o teste
oral de tolerancia a glicose foram realizados na oitava e na décima terceira semana de
experimento. A partir disso, foi calculado o delta percentual da massa corporal (A%MC) e da
area sob a curva glicémica (A%ASC). Apds 14 semanas de experimento, 0os animais foram
eutanasiados para determinacdo da composicdo corporal. Também, foram analisadas
proteinas envolvidas na via de sinalizacdo da insulina (PKB), proteinas e adipocinas
envolvidas no proceso inflamatério (PKC; IKK-beta; JNK; TNF-q; leptina; adiponectina)O
grupo DTRC apresentou valores significativamente menores para A%MC ,A%ASC e gordura
relativa comparado ao DT Além disso, os valores encontrados no grupo DT foram
estatisticamente maiores em comparacdo ao TREIN. Por outro lado, a massa livre de
gordura relativa foi estatisticamente menor no grupo DT em contraste aos grupos DTRC e
TREIN. Baseados nesses resultados, conclui-se que a restricdo caldrica foi capaz de
atenuar o ganho de peso corporal e massa adiposa, além de evitar a diminuicdo da
sensibilidade a insulina e da massa livre de gordura apés 6 semanas de destreinamento
fisico.

Palavras-chave: Destreinamento fisico. Restricdo Calorica. Tecido Adiposo.



ABSTRACT

Pedroso, J. A. B. Effect of caloric restriction on markers of inflammation, glycemic
homeostasis and proteins involved in insulin signaling pathway in untrained rats.
Master Dissertation Faculty of Pharmaceutical Sciences. University of Sao Paulo, Sao Paulo,
2013.

Several studies show that the benefits induced by exercise are reversed after cessation it.
This interrupt, also known as physical detraining leads to increased body weight, body mass
gain and insulin resistance. Despite this evidence, little attention is directed to investigate
strategies to increase this situation. Therefore, the aim of this study was to investigate the
effects of calorie restriction on insulin sensitivity and inflammation markers in epididymal
adipose tissue of rats untrained. The sample consisted of 32 male Sprague-Dawley male and
adult. Initially, the animals were divided into 2 groups: control (CON) and Training (TREIN),
animals underwent training on a treadmill for 8 weeks. Then TREIN animals were divided in
three groups: One group was composed of animals that continued the program of physical
training (PT) for 6 weeks and maintained access to food ad libitum (TREIN). The other two
groups had stopped and the TF were maintained ad libitum access to food (TD) or 30%
caloric restriction (DTRC) for 6 weeks. The animals in the CON group continued the
experiment for another 6 weeks, without performing any type of exercise. The measurement
of body mass test and oral glucose tolerance were carried out in the eighth and the thirteenth
week of the experiment. From this, we calculated the percentage of body mass delta (A%
MC) and the area under the glucose curve (A% AUC). After 14 weeks, the animals were
euthanized for determination of body composition. Also, we analyzed the proteins involved in
insulin signaling pathway (PKB) and protein adipokines involved in inflammatory pathway
(PKC; IKK-beta; JNK, TNF-a, leptin, adiponectin) DTRC group showed significantly lower
values for A% MC, A% AUC and fat on the TD compared Furthermore, the values DT group
were significantly higher compared to TREIN. Moreover, the relative fat-free mass was lower
in the DT group in contrast to groups and DTRC TREIN. Based on these results, it is
concluded that caloric restriction was able to attenuate the gain in body weight and fat mass,
in addition to preventing the decrease in insulin sensitivity and fat free mass after 6 weeks
detraining physical.

Keywords: Physical detraining. Caloric Restriction. Adipose Tissue.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, j& € bem documentado na literatura que o treinamento fisico (TF)
promove adaptagcbes positivas na composicdo corporal (ARCIERO et al., 2006) e nos
sistemas cardiovasculares e metabdlicos (VOLAKLIS et al., 2006). Por isso, o TF tem sido
recomendado como excelente medida de tratamento para prevencao e/ou para controle de
diversos tipos de doencas crénicas ndo transmissiveis (DCNT), como obesidade, resisténcia
a insulina, diabetes tipo Il e doencas cardiovasculares, por diferentes associacbes de saude
no mundo.

No contexto da resisténcia a insulina, pesquisas apontam que apenas 10 dias de TF
foram capazes de promover reducéo dos depadsitos de gordura corporal, bem como aumento
da sensibilidade a insulina em sujeitos obesos (ARCIERO et al., 1999). Além disso, estudos
recentes demonstram existir uma relagdo dose-resposta entre o TF e a melhora na
sensibilidade a insulina; desta maneira, a intensidade do exercicio fisico é capaz de
melhorar significativamente a acéo desse hormonio (DUBE et al., 2011).

Do ponto de vista biomolecular, diversos autores demonstram o efeito do TF sobre o
aumento da expressdo de proteinas intracelulares envolvidas na via de sinalizacdo da
insulina (LUCIANO et al., 2002; TORRES-LEAL et al., 2009; FROSIG et al., 2007). Alguns
estudos observaram importante melhora na sensibilidade desse horménio, via fosforilagdo
no residuo tirosina do substrato do receptor de insulina (IRS)-2, resultando no aumento da
atividade da fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K), uma enzima considerada chave na captacao
de glicose (HOWLETT et al.,, 2002). Ademais, o exercicio fisico promove aumento na
fosforilagcdo da proteina quinase B (Akt) e, desta forma, estimula a translocacao proteina
transportadora de glicose (GLUT)-4 para a membrana celular, facilitando, assim, o
transporte da glicose para o meio intracelular (PERES et al., 2005).

As evidéncias experimentais reportam que o TF afeta a agdo da insulina tanto no
tecido muscular esquelético quanto no tecido hepatico, bem como pode causar aumento da
captacédo de glicose pelos adipécitos (RODNICK et al., 1987; PERES et al., 2005). Portanto,
torna-se clara a participacdo do TF na melhora da sensibilidade & insulina em diversos
compartimentos corporais.

Em contrapartida, atletas e praticantes de exercicios fisicos frequentemente s&o
submetidos a interrupgéo repentina do TF, muitas vezes causada por lesGes (ou por algum
outro tipo de injuria), por periodo de férias, por transicdo da fase do ciclo de TF ou, até
mesmo, pelo término da carreira esportiva. Adicionalmente, a interrup¢do temporaria ou
definitiva do TF acarreta em reversdes parciais ou completas das adaptacdes adquiridas ao

longo do tempo.
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Essas alteracdes nas capacidades fisiologicas causadas pela redugcdo ou pela
interrupcdo do TF s@o conhecidas como destreinamento fisico (DF) (MUJIKA & PADILLA,
2000). A literatura define DF como a reducdo permanente, temporaria ou, ainda, a completa
retirada dos estimulos do TF, que pode acarretar na perda de adaptagbes anatdémicas,
fisiologicas e psicolégicas, resultando na completa diminuicdo do rendimento atlético
(FAIGENBAUNM et al., 1996). Portanto, € extremamente importante identificar os efeitos e
entender os mecanismos associados as mudancas fisiologicas ocorridas no periodo de DF.

Dentre as alteracdes ocorridas em virtude do DF, ganha destaque na literatura o
comprometimento na aptidao fisica, devido: a reducdo na capacidade cardiorrespiratéria,
através do declinio do consumo maximo de oxigénio (VOuma); @ redugcdo no volume
sanguineo; as perdas nas adaptagbes dos sistemas metabdlicos; a redugdo das
concentragdes de glicogénio muscular; e o declinio significativo da atividade de enzimas
oxidativas, causando redugdo na producdo de ATP mitocondrial (MUJIKA & PADILLA,
2000). O DF é capaz de reduzir a forca muscular, a agilidade, a flexibilidade e o balanco
estatico, comprometendo a qualidade de vida (BOCALINI et al., 2010).

Além disso, pesquisas tém apontado que o DF acarreta mudancas drasticas na
composicao corporal. Petibois et al. (2004) demonstraram que o DF foi capaz de aumentar a
quantidade de gordura corporal (70 %), acompanhado do aumento significativo no indice de
massa corporal (IMC) e da reducédo na massa corporal magra em atletas de endurance. O
DF foi capaz, também, de aumentar (13 %) os niveis séricos de LDL e, concomitantemente,
reduzir (19 %) os niveis de HDL colesterol. Outra pesquisa, desenvolvida com atletas de
natacdo, mostrou que curto periodo de DF (5 semanas) proporcionou aumento na massa
corporal (1,3 %), na gordura corporal (7,7 %) e reducao na taxa metabdlica de repouso (7
%) (ORMSBEE & ARCIERO 2012). Por fim, Liu et al. (2008) constataram, em atletas de
caiaque, que apenas 4 semanas de DF resultou no aumento da circunferéncia abdominal
(+1,73 cm) associado com a reducdo da massa corporal (1.075 g) e do IMC. Os autores
especularam que o aumento da circunferéncia abdominal, sem a elevagdo da massa
corporal, ocorreu devido ao acumulo de gordura durante o periodo de DF, associado a
reducdo de massa muscular esquelética.

Resultados semelhantes também s&o encontrados em trabalhos desenvolvidos com
animais, mostrando que a inatividade fisica, apos 21 dias de corrida voluntéria, expandiu 0s
depésitos de gordura no tecido adiposo epididimal (48 %), comparado com o grupo que néo
teve acesso a pratica de atividade fisica voluntaria (LAYE et al., 2007). Adicionalmente,
Lambert et al. (1994) reportaram que o DF foi capaz de causar aumento de 23 % no
diametro de adipdcitos do tecido adiposo branco (TAB) epididimal. Estudo recente,

desenvolvido em nosso laboratério, demonstrou que 6 semanas de DF promoveu rapido
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ganho na massa corporal e, concomitantemente, aumento na adiposidade (MATOS-NETO,
E.M. 2011)

O rapido ganho de peso e massa adiposa no periodo de cessacao do TF sugere que
o DF ndo é acompanhado pela reducdo espontdnea do consumo calorico. Como
consequéncia, promove o estado de balanco energético positivo e, assim, favorece o
aumento dos estoques energéticos em forma de triacilglicer6is no TAB. Estudos suportam
essa hip6tese tanto em humanos quanto em animais. Stubbs et al. (2004) relataram que a
interrupcdo do TF (comparado com os individuos que continuaram o exercicio fisico) nédo
casou reducao no consumo calérico. Como resultado, ap6s 7 dias de atividades sedentérias,
0s sujeitos tiveram acumulo de 6.200 kcal, levando a ganho de peso de 0,9 Kg. Da mesma
forma, Kump & Booth (2005) demonstraram que, mesmo ap0s a cessacdo do TF, os
animais continuaram consumindo maior quantidade de racédo diaria (+ 10,8 %), comparado
com o grupo controle. Por fim, Applegate et al. (1984) relataram que o DF aumentou o
consumo de racgédo (+ 25 %), comparado com o de ratos sedentarios.

Por outro lado, evidéncias cientificas demonstram que o ganho de peso e 0 aumento
de massa adiposa nesse periodo ndo podem ser atribuidos somente as alteracdes na
ingestao energética. Nesse contexto, Laye et al. (2007) observaram, em roedores, que,
independentemente do excesso de caloria consumida, a interrup¢do da pratica de atividade
fisica foi capaz de promover o aumento da gordura abdominal. Além disso, Petibois et al.
(2004), apesar de terem encontrado alteracdes deletérias na composic¢ao corporal durante o
periodo de DF, ndo observaram qualquer diferenca nos habitos alimentares entres os
sujeitos. Portanto, alguns autores sugerem que uma possivel desordem metabdlica
explicaria o continuo ganho de gordura corporal apds a cessacdo do TF. Dessa maneira,
provavelmente, o DF aumente a atividade da enzima lipase de lipoproteinas (LPL) no tecido
adiposo, lipogénese e, subsequentemente, 0 aumento da adiposidade (SIMSOLO et al.,
1993; APPLEGATE et al., 1984).

A preocupacdo com o aumento da massa adiposa, apds a interrupcdo do TF, se
justifica pelo fato de que pesquisas recentes tém mostrado uma nova linha de entendimento
sobre a funcdo do TAB, considerando ndo sO sua capacidade de armazenamento
energético, mas também sua participagdo na regulagéo de diversos processos metabolicos
e hormonais. Nesse aspecto, 0 TAB se comunica com 0rgéos centrais e periféricos através
da sintese e da secrecdo de diversas substancias bioativas, também conhecidas como
adipocinas. A producdo desregulada de algumas adipocinas, principalmente em situagoes
de excesso da massa adiposa, vem sendo relacionada com diversos tipos de enfermidades,
tais quais anormalidades na homeostase glicémica, elevacdo na concentracdo de

triacilgliceréis plasmaticos, reducao de lipoproteinas de alta densidade, além de contribuir
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para o surgimento de doencgas, como diabetes tipo Il e sindromes cardiovasculares
(LAFONTAN & GIRARD, 2008; FONSECA-ALANIZ et al., 2007).

Dentre as proteinas secretadas pelo TAB, destaca-se o fator de necrose tumoral
(TNF)-a, por estar envolvido no processo de resisténcia a insulina. O TNF-a € uma citocina
pré-inflamatdria sintetizada principalmente por mondcitos e macréfagos, tendo papel central
em doencas inflamatérias e autoimunes (OUCHI et al., 2011). Em resumo, estudos com
animais mostraram a expressdo aumentada dessa citocina pelo TAB em obesos e
diabéticos tipo Il (HOTAMISLIGII et al., 1993).

A literatura aponta a participacdo do TNF-a na ativacdo de mediadores envolvidos no
processo de resisténcia a insulina. Em especial, o TNF-a ativa proteinas inflamatdrias
conhecidas como JNK (c-jun-N-terminal quinase) e IKK (proteina quinase inbidora do IkB),
induzindo a fosforilacdo em serina dos substratos dos receptores de insulina (IRS-1 e IRS-2)
e, assim, inibindo a via de sinalizagdo desse horménio (LORENZO et al., 2008). Por outro
lado, o bloqueio da sinalizacdo do TNF-o em animais obesos levou a melhora da
sensibilidade a insulina e esta melhora foi associada com a alteracdo da sinalizacdo da
insulina no tecido muscular esquelético e no TAB (HOTAMISLIGIL et al., 1993).

A interleucina (IL)-6 é outra citocina proé-inflamatdria, sintetizada pelo TAB,
principalmente o visceral, além de ser sintetizada em outros tecidos. Assim como o TNF-a, a
IL-6 também esta relacionada com processos inflamatérios, resisténcia a insulina e
adiposidade corporal. Nesse sentido, a IL-6 leva a redugdo na captacdo de glicose pelo
musculo esquelético, além de alterar a sinalizacdo da insulina, através da redugédo na
expressao do IRS-1 (GOMEZ-AMBROSI et al., 2008).

A leptina é outra proteina produzida pelo TAB, com papel importante no controle do
apetite, através de mecanismos envolvidos com o sistema nervoso central, gasto energético
e adiposidade (FONSECA-ALANIZ et al., 2007). Nesse aspecto, a administracdo de leptina
em humanos com deficiéncia congénita induziu a perda de peso corporal, através da
reducdo do consumo alimentar e do aumento do gasto energético (FAROOQI et al., 2002).

Contudo, estudos apontam uma correlacéo positiva entre os niveis de circulacdo de
leptina sérica e a quantidade de gordura corporal. Dessa forma, por mecanismos ainda
poucos esclarecidos, o excesso de massa adiposa promove resisténcia a leptina no sistema
nervoso central, sem qualquer influéncia no controle alimentar e, por conseguinte, pode
ocasionar hiperfagia, reducdo no gasto energético e aumento da massa corporal
(RESELAND et al., 2001).

Do mesmo modo, o TAB é capaz de secretar algumas proteinas de carater anti-
inflamatoério, como a adiponectina. Estudos implicam os efeitos dessa adipocina
principalmente no aumento da sensibilidade a insulina (GOMEZ-AMBROSI et al., 2008).

Neste contexto, a administracdo de adiponectina em camundongos diabéticos reduziu a
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hiperglicemia e melhorou a atividade da insulina. E, quando injetado em camundongos
obesos, aumentou a oxidagdo de &cidos graxos no musculo esquelético, além de reduzir as
concentracdes plasméaticas de glicose, acidos graxos e triacilgliceréis (OUCHI et al., 2011).
Por outro lado, em adipdcitos isolados do tecido adiposo subcutaneo de ratos, in vitro, a
reducdo de 60 % na expressdo de adiponectina resultou em aumento significativo da
resisténcia a insulina (FONSECA-ALANIZ et al., 2007).

Apesar de os adip6citos serem os principais produtores de adiponectina, o acréscimo
do TAB est4 associado com a reducdo dessa proteina, provavelmente devido a supressao
da transcricdo desta adipocina nas células adiposas, causada por algumas proteinas proé-
inflamatdrias, como TNF-a e IL-6 (TILG & MOSCHEN, 2008). A reducéo plasmatica dessa
proteina vem sendo considerada fator de risco independente para diabetes tipo Il; além
disso, alguns autores sugerem a concentragdo sérica desse horménio como um possivel
marcador de enfermidades relacionadas a sindrome metabdlica (SUZUKI et al., 2005).

Ademais, outra adipocina, conhecida como proteina quimiotatica de mondcitos
(MCP)-1, vem ganhando destaque na literatura, devido a sua caracteristica quimioatrativa,
com capacidade de atrair mondcitos que, por sua vez, se diferenciam em macré6fagos no
TAB. Uma vez nesse tecido, os macréfagos aumentam a sintese e a secre¢ao de proteinas,
como TNF-a e IL-6, favorecendo a resposta inflamatéria e a resisténcia a insulina. Neste
sentido, estudos prévios mostraram que a expressao aumentada de MCP-1 no TAB ou até
mesmo quando encontrado em alta concentracdo na circulagdo sanguinea, contribui para o
desenvolvimento de resisténcia a insulina (KANDA et al., 2006; TATEYA et al., 2010). Por
outro lado, quando os autores inibiram a expressao de MCP-1, em animais geneticamente
modificados, houve redugédo na infiltracdo de macrofagos no TAB e, como resultado,
melhora na sensibilidade a insulina, além de atenuac¢éo no acumulo de gordura no figado
(KANDA et al., 2006). Em resumo, o quadro 1 exp8e as principais moléculas sintetizadas

pelo TAB, bem como seus respectivos efeitos bioldgicos.

Quadro 1 - Principais moléculas secretadas pelo TAB e suas respectivas funcoes.

Substéancia Efeito bioldgico

Leptina v Controle do apetite através do

sistema nervoso central

v Gasto energético

TNF-o 4 Aumento da resisténcia a insulina



Adiponectina

IL-6

MCP-1

PAI-1

Resistina

PCR

4 Aumento da sensibilidade a
insulina
v Favorecimento da oxidacao de

acidos graxos

v Atenuacdo da progressdo da

aterosclerose

v Acdo Lipolitica

v Reducdo da sensibilidade a
insulina,

v Funcdo depende da origem e do
tecido alvo

v Infiltracdo de macréfagos no TAB
v Reducéo da captacao de glicose
v Resisténcia a insulina

v Inibicéo da ativacao do

plasminogénio

v Associacao com doencas

cardiovasculares e diabetes tipo Il

v Promocdo de resisténcia a
insulina e inflamacdo através da
secre¢gdo de TNF-o e |IL-6 pelos

macro6fagos

v Associagcdo com obesidade e

diabetes tipo Il

Adaptado de FONSECA-ALANIZ, et al., 2007
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Apesar da forte evidéncia de que o DF é capaz de aumentar a massa adiposa e,

paralelamente, aumentar a participacdo do TAB na producdo desregulada de adipocinas pro

e anti-inflamatdria sobre a resisténcia a insulina, em situacdes de excesso de peso corporal,

poucos estudos foram destinados a investigar essa associacdo. Desse modo, as pesquisas

apontam que o DF é capaz de aumentar a concentracdo de leptina (LIU et al., 2008;
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FATOUROS et al., 2005 ) e, concomitantemente, reduzir as concentracdes de adiponectina
plasmatica (WOO JINHEE et al., 2012; FATOUROS et al., 2005). Além disso, embora o TF
fosse capaz de reduzir a concentracdo plasmatica de glicose, esse beneficio foi revertido
pelo DF, acompanhado pela reducdo no teste de sensibilidade a insulina (HOMAR)
(FATOUROS et al., 2005).

Com relacéo aos efeitos do DF sobre a acéo da insulina, estudos demonstram que
apenas 10 dias de interrupcdo do TF foram capazes de reduzir a sensibilidade desse
horménio em sujeitos fisicamente ativos (KING et al., 1988), bem como em atletas de
endurance (ARCIERO et al., 1998). Adicionalmente, 6 dias de DF, em corredores, reduziu a
acao da insulina e, também, causou decréscimo nos niveis da proteina transportadora de
glicose no musculo esquelético (GLUT4) (VUKOVICH et al., 1996). Em roedores, Kump &
Booth (2005) relataram que dois dias de interrupgdo de atividade fisica espontanea
promoveram diminuicdo no conteudo da proteina GLUT4 no musculo esquelético, além de
reduzirem a ativagdo da via de sinalizagdo da insulina, através da reducdo da fosforilagdo
em tirosina do receptor de insulina (IR) e AKT. Enquanto que estudo desenvolvido em nosso
laboratorio mostrou que, apesar de os beneficios do TF sobre a agdo da insulina serem
preservados apos 6 semanas de DT, a interrupcdo do TF foi marcada pela reducao da
concentracdo de leptina sérica e ainda promoveu a condi¢do pro-inflamatéria, sobretudo
quando avaliada a razado IL-10/TNF-q; além de modular, sobre o tecido adiposo epididimal, a
atividade de algumas proteinas intracelulares com acédo pro-inflamatéria (MATOS-NETO,
E.M. 2011).

Portanto, apesar de 0s mecanismos moleculares ndo estarem totalmente
esclarecidos, é bastante claro que o DF causa alteracbes no comportamento morfoldgico,
ndo s6 em humanos, mas também em animais e, dessa forma, promove ganho de peso
corporal e aumento repentino na massa adiposa, acompanhado por reducdo na massa
corporal magra. Ademais, o DF atua sobre concentracdes séricas de adipocinas, além de
resultar no comprometimento de proteinas intracelulares envolvidas na sinalizacdo de
insulina.

Por outro lado, apesar das fortes evidéncias na literatura demonstrando os efeitos
deletérios do DF, a investigagdo de tratamentos que possam atenuar esse quadro tem
ganhado pouca atencdo. Portanto, acreditamos que seja extremamente necessario buscar
alternativas que consigam reduzir as consequéncias causadas pelo DF.

No ponto de vista nutricional, estratégia conhecida como restricdo caldrica (RC) —
ingestdo de calorias abaixo do ad libitum, sem desnutricAo — tem sido indicada como
excelente medida para estender a longevidade em diferentes espécies, incluindo levedura,
moscas, vermes, peixes e roedores (FONTANA & KLEIN, 2007).
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Estudos conduzidos com animais encontraram que a RC pode aumentar a
longevidade através da prevencgdo ou do atraso de ocorréncia de DCNT, incluindo diabetes
tipo Il, aterosclerose, doencas autoimunes, obesidade e canceres. Além disso, a RC diminui
a neurodegeneracdo no cérebro e melhora a neurogénese em modelos de animais com
doencas como Alzheimer e Parkinson (MATTSON et al., 2005; MARTIN et al., 2006).

Os mecanismos bioldgicos benéficos envolvidos pelo efeito da RC ainda séo poucos
elucidados. Entretanto, pesquisas com animais experimentais indicam algumas hipoteses,
como: (1) reducado na producdo de espécies reativas de oxigénio e modulacdo do sistema
antioxidante endégeno, o qual diminui o estresse oxidativo e os danos teciduais induzidos
por radicais livres; (2) redugdo nas concentra¢des sanguineas de tri-iodotironina e atividade
do sistema nervoso simpatico, resultando em diminuicdo da temperatura corporal e taxa de
gasto energético de repouso; (3) protecdo contra o envelhecimento associado a
deterioracdo do sistema imune e; (4) aumento na expressdo de proteinas chaperonas,
evitando erros na configuracdo de algumas proteinas e, assim, reduzindo o risco de
doencas conformacionais, como Parkinson e Alzheimer. Além disso, pesquisas
demonstraram o efeito da RC sobre a modulacdo na concentracdo de citocinas
inflamatoérias, resultando em reducdo da inflamacédo sistémica e de baixa intensidade
(FONTANA & KLEIN, 2007).

Neste aspecto, a RC foi capaz de reduzir o processo inflamatério no musculo
esquelético, através da reducéo nas concentragfes de TNF-a e IL-6 e expressédo na forma
ativa da JNK em ratos diabéticos. Foram observadas, também, reducdo nas concentracdes
sanguineas de leptina, acompanhada pelo acréscimo na concentracdo de adiponectina e
pela concomitante melhora na sensibilidade & insulina (CRISOSTOMO et al., 2010). Em
outro estudo, também em animais experimentais, a RC resultou na perda de peso corporal e
na reducdo na concentracao plasmatica de TNF-a e IL-6, além do aumento de haptoglobina
— proteina com propriedades anti-inflamatéria — atenuando os efeitos relacionados com a
inflamacao sistémica e de baixa intensidade (UGOCHUKWU et al., 2007).

Estudos realizados com humanos demonstram resultados similares aos encontrados
com modelos experimentais. Uma pesquisa realizada com coreanas com IMC maior que 23
kg/m? verificou que a RC reduziu significativamente as concentragdes circulantes de TNF-a
e leptina, acompanhada pelo aumento de adiponectina (LEE et al., 2010). Em sujeitos
obesos e com diabetes tipo II, a RC reduziu a massa corporal e melhorou o perfil
inflamatoério, através do decréscimo dos niveis circulantes de algumas proteinas proé-
inflamatorias (IL-6, IL-8, TNF-a e proteina C reativa) (MRAZ et al., 2011).

O mecanismo molecular envolvido no efeito da RC sobre a modulagdo da
inflamacdo, no entanto, € pouco conhecido. Tem sido proposta a hiptese da reducdo da

gordura corporal, em especial da diminuicdo na massa adiposa visceral (BARZILAI et al.,
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1998). Neste aspecto, a perda de peso corporal mediada pela RC reduziu a infiltragdo e a
diferenciacdo de macréfagos no TAB e, portanto, diminuiu os marcadores inflamatdrios
(FONTANA, 2009). E importante ressaltar que a RC tem efeito benéfico tanto em humanos
quanto em ratos ndo obesos, indicando que o decréscimo da adiposidade ndo deve ser o
Unico mediador dos efeitos positivos relacionados a RC (SMITH, et al., 2004; REDMAN, et
al., 2008).

Além das desordens inflamatérias, 0 aumento da massa adiposa é acompanhado
pela resisténcia a acdo da insulina. Neste contexto, mudanca na adiposidade induzida pela
RC pode modular a acao desse horménio. Em ratos com baixa capacidade aerdbia, 30 % de
RC durante 3 meses foram capazes de reverter a resisténcia a insulina hepatica, além de
reduzirem a adipogénese no figado (BOWMAN et al., 2010). Em outro estudo, com ratos
idosos, 20 % de RC durante 8 meses reduziram a adiposidade visceral e a massa adiposa
total. Além disso, houve melhora da sensibilidade a insulina, associada com aumento da
concentracdo plasmatica de adiponectina e redugdo nas concentracdes sericas de leptina
(ESCRIVA et al., 2007). O quadro 2 resume alguns trabalhos com RC e seus respectivos
efeitos na modulagdo da massa corporal e da inflamag¢do, bem como na sensibilidade a

insulina tanto em humanos como em roedores.

Quadro 2 — Efeito da RC em ratos e humanos sobre adiposidade, adipocinas e resisténcia a

insulina.
Autor Amostra Protocolo  Duragéo Principais resultados do
daRC grupo RC

You et al, Ratosidosos 40 % RC 2 meses Reduziu: massa corporal total,

2007 massa adiposa e razdo
gordura/massa corporal magra,
niveis de IL-6 e PCR. Melhorou
o0 desempenho fisico em teste
de natacdao.

Ding et al., Ratos 45 % RC 4 meses Reduziu: massa corporal total,

2011 magros tecido adiposo epididimal,
diametro do adipécito,

concentracao da insulina
plasmatica. Aumentou:
concentracdes de adiponectina

e expressdo RNAmM no tecido
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Yamashita et
al., 2010

Davidson et
al., 2002

Chen et al.,
2010

Larson-Meyer
et al., 2006

Weiss Et al.,
2006

Ahmadi et al.,
2011

Ratos
obesos

Ratos

magros

Ratos

magros

Humanos
magros
com

sobrepeso

Humanos
magros
com

sobrepeso

Humanos

obesos

e

e

20% RC

40 % RC

40 % RC

25% RC

20 % RC

30 % RC

10

semanas

20 dias

12

semanas

6 meses

12 meses

7 meses

adiposo epididimal,
concentracbes de AGL e
glicerol plasmético e lipdlise no
TAB.

Reduziu: massa corporal total,
tecido adiposo mesentérico e
retroperitonial, indice de
adiposidade, concentracdes de
TNF-a, IL-6, IL-10. Aumentou:

concentracdes de adiponectina.

Reduziu: massa corporal total,
tecido adiposo retroperitonial e
epididimal. Aumentou: agdo da
insulina no musculo

esquelético.

Reduziu: massa corporal total,
gordura visceral. Aumentou:

sensibilidade a insulina.

Reduziu: massa  corporal
magra, tecido adiposo visceral,
tecido adiposo subcutédneo e

tamanho dos adipdcitos.

Reduziu: razao TNF-
o/adiponectina, concentracdes
de insulina e glicose
plasmatica; aumentou indice de
sensibilidade a insulina e

adiponectina.

Reduziu: massa corporal total,
massa adiposa, concentracdo
de insulina, glicose, PCR, PAI-I.

Aumentou: Adiponectina,
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sensibilidade a insulina.

Redman et al., Humanos 25% RC 24 Reduziu: massa corporal total,
2011 com semanas massa adiposa, tecido adiposo
sobrepeso abdominal. Melhorou a

sensibilidade a insulina.

Xydakis et al., Humanos 800 6 semanas Reduziu: massa corporal total,
2004 obesos kcal/dia concentracoes de glicose, LDL-
C, insulina, leptina,
sensibilidade a insulina

(HOMA-IR), PCR.

Os mecanismos moleculares pelos quais a RC melhora a agéo da insulina ainda n&o
séo claros. Entretanto, evidéncias cientificas sugerem que a modulagdo na expressao de
proteinas relacionadas a via de sinalizacao desse hormdénio esteja envolvida. Desse modo,
a RC poderia aumentar a fosforilacao da Akt apos a estimulagdo com insulina (MCCURDY
et al., 2003; SHARMA et al., 2011) ou, também, através da reducdo da fosforilagdo em
serina das proteinas IRS (ZHENG et al., 2009); dessa forma, melhorando o transporte de
glicose para o musculo esquelético (DEAN et al., 1996) ou até mesmo para as células do
tecido adiposo (ESCRIVA et al., 2007).

Apesar das fortes evidéncias sobre a RC como excelente estratégia de intervengao
em pesquisas desenvolvidas com animas e humanos, obesos e/ou idosos, na extensédo da
longevidade, bem como na reducéo do TAB, no controle da inflamacéo sistémica e de baixa
intensidade e na sensibilidade a insulina, nenhum estudo até o presente momento

investigou se a RC pode atenuar os efeitos deletérios causados pelo DF.
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2. JUSTIFICATIVA

Estudos apontam que o DF esta associado a diversas modificacdes metabdlicas,
como ganho repentino de peso corporal, aumento da adiposidade e alteracdo na producao
de proteinas inflamatérias, além do comprometimento na expressao de proteinas envolvidas
na via de sinalizacdo da insulina e, consequentemente, na resisténcia a acdo deste
hormdénio. Apesar de esses achados estarem bem descritos na literatura, poucas pesquisas
foram destinadas a desvendar medidas preventivas que possam atenuar esse quadro.

Por outro lado, a literatura cientifica demonstra que a estratégia nutricional conhecida
como RC, quando adotada, proporciona varios beneficios a saude e, dentro disso, pode
reverter os efeitos deletérios associados a resisténcia a insulina em outras situacdes
experimentais (obesos e idosos).

Outrossim, estudo recente em nosso laboratdrio demonstrou que o DF foi capaz de
aumentar a adiposidade dos animais, sendo considerada uma condi¢do pro-inflamatoria,
provavelmente devido ao consumo calérico aumentado neste periodo, comparado com o
grupo que continuou o TF. Por isso, é evidente a importancia do controle do consumo
caldrico desde o inicio do DT.

Entretanto, nenhuma pesquisa até agora foi desenvolvida na perspectiva de
investigar o efeito da RC sobre o DF. Portanto, ndo existe evidéncia de que os efeitos
nocivos resultantes do DF possam ser atenuados por essa intervencdo nutricional. Dessa
forma, o presente trabalho, fruto das pesquisas desenvolvidas em nosso laboratério, com
objetivo de investigar tratamentos de prevencao para os efeitos associados a interrupgéo do
TF, foi o primeiro em investigar os possiveis beneficios da RC durante o periodo de DF.

Neste contexto, nés acreditamos que, através da reducdo da ingestao calérica
adotada no periodo de DF, pode ser possivel reduzir os depdésitos de gordura corporal e,
assim, reduzir as concentragfes séricas de proteinas inflamatérias secretadas pelo TAB e,
por sua vez, preservar a homeostase glicEmica através do funcionamento adequado das

proteinas envolvidas na sinaliza¢éo da insulina.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

O presente trabalho investigou os efeitos da RC sobre marcadores de inflamacéo,
homeostase glicémica e expressao de proteinas envolvidas na via de sinalizagdo da insulina
no tecido adiposo epididimal de ratos destreinados.

3.2. Objetivos especificos

O presente estudo abrangeu, apds 6 semanas de DF, os seguintes aspectos:

v Avaliacdo da composicao corporal dos animais.
v Avaliagdo da homeostase glicémica.
v Analise da concentracdo sérica de adipocinas (TNF-q, leptina e

adiponectina).

v Anadlise da expressdo de proteinas envolvidas na sinalizagédo
da insulina no TAB epididimal (Akt).
v Andlise da expressdo de proteinas inflamatérias no TAB

epididimal (JNK, IKK, PKC).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais

Foram utilizados 32 ratos da linhagem Sprague-Dawley, machos, adultos e
saudaveis, com 8 semanas de idade, fornecidos pelo Biotério de Producdo e
Experimentacdo da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas e do Instituto de Quimica da
Universidade de Sao Paulo (IQ/FCF-USP). Inicialmente, os animais foram mantidos em
gaiolas coletivas, em ambiente climatizado, a 22 + 2 °C, com umidade relativa do ar de 55 +
10 %, com 15 a 20 trocas de ar por hora, ciclo biol6gico invertido de 12h claro/12h escuro,
com luz acesa as 18 horas. Todos os cuidados e procedimentos realizados com os animais
seguiram as normas do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA). Vale
lembrar que o projeto para a elaboracdo deste trabalho foi aprovado pela Comité de Etica
em Uso de Animais da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo
(protocolo CEUA/FCF/311).

4.2. Desenho experimental

Previamente ao inicio do protocolo, os animais foram mantidos em gaiolas coletivas,
dois animais por gaiola, e, entdo, durante uma semana, foram adaptados a ragdo controle,
as condicdes da sala e a manipulacdo. Na semana seguinte, os animais foram distribuidos,
de acordo com a média do peso corporal, em dois grupos: treinamento (TREIN, n = 24) e
sedentario (SED, n = 8). A partir dai, os animais de ambos 0s grupos receberam racéo
controle e foram acompanhados ao longo de 14 semanas, nas quais 0 grupo TREIN foi
submetido ao protocolo de TF durante as 8 primeiras semanas de experimento, enquanto o
grupo SED manteve seus habitos de vida normalmente, sem realizar qualquer programa de
exercicio fisico.

No final da oitava semana, os animais do grupo TREIN foram redistribuidos em 3
NOVos grupos, com o peso médio estatisticamente semelhante: Grupo Treinamento (TREIN,
n = 8), que continuou seguindo o protocolo de TF em esteira ergométrica por mais 6
semanas, mantido o acesso de ra¢édo e agua ad libitum; Grupo Destreinamento (DT, n = 8),
constituido por animais que cessaram o protocolo de treino e tiveram acesso a racao e agua
ad libitum. Grupo Destreinamento + Restricdo Caldrica (DTRC, n = 8), constituido por
animais que interromperam o protocolo de treino e receberam 70 % da quantidade de ragéo
consumida pelo grupo DT. E importante ressaltar que, a partir dessa etapa do experimento,

todos os animais foram alocados em gaiolas individuais, para que o consumo alimentar
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fosse adequadamente controlado. Todos os animais foram eutanasiados no final da décima

quarta semana.

SED (n = 8) —> SED (n = 8)
B TRENG=8
| TREIN (n - 2¢) [ R

I DTRC (n = 8)
@— @
0 Semanas 8 Semanas 14

Figura 1 — Desenho experimental

4.3. Racéao

As racdes utilizadas no presente estudo foram preparadas nas dependéncias do
IQ/FCF-USP, de acordo com as recomendacdes do American Institute of Nutrition para a
manutencédo de roedores (AIN-93M) (REEVES et al., 1993).

4.3.1. Ragao Restricdo Caldrica

Para propiciar que a ingestdo de nutrientes dos animas submetidos a RC fosse
compativel aqueles que foram alimentados ad libitum, o grupo DTRC teve sua racao
modificada. Inicialmente, foi calculado o valor cal6rico, bem como a quantidade de nutrientes
constituidos em 100 g de racdo AIN-93M. Em seguida, foram retirados 27 g de amido, a fim
de proporcionar a restricao energética. Na sequéncia, a concentracdo dos demais nutrientes
foi aumentada proporcionalmente, garantindo, dessa forma, que este grupo consumisse a
guantidade recomendada pelo American Institute of Nutrition e, assim, evitando a instalacdo
de algum tipo de deficiéncia nutricional ndo intencional (NRC,1995; PUGH et al., 1999)
(Quadro 3).
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Quadro3. ComposicOes das racdes AIN-93M controle e adaptada para o presente
estudo.

620,69 501,14 62,07

Sacarose

Celulose 71,43

Mistura vitaminica 14,29

Bitartarato de colina

Carboidrato 288,276

Lipidio 36 36
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4.4, Determinacdo da massa corporal e do consumo da ragéo

O acompanhamento da massa corporal e do consumo da racdo foi realizado trés
vezes por semana, em balanca semianalitica com precisédo de 0,1 g (Marte AL 5000). Para a
avaliagdo do consumo, foi calculada a diferenca entre a quantidade de racdo colocada
anteriormente e a sobra, considerando-se o0 montante desperdicado. Toda a racao
desperdicada foi minuciosamente separada e pesada.

Para calcular a quantidade de racdo oferecida para os animais do grupo DTRC,
inicialmente, foi verificada a média do consumo de racdo semanal do grupo DT (g de racéo
consumido/100g de massa corporal); em seguida, foi calculado o valor correspondente a 70
% do consumo deste grupo. E importante destacar que a quantidade de racdo oferecida foi
individualizada para cada animal proporcionalmente a sua massa corporal (g de racdo
oferecida/100g de massa corporal). A distribuicdo de racdo para o grupo DTRC foi realizada
diariamente, a fim de evitar que os animais ficassem em jejum por muito tempo. Por fim,
todas as manipula¢des dos animais ocorreram no ciclo escuro, em horério fixo, com inicio
entre 14h00min e 15h00min.

4.5, Protocolo de treinamento fisico

O protocolo de TF utilizado foi de corrida em esteira ergométrica programavel
(Softmove, Implemed, Sdo Paulo, SP), adaptada para treinar 8 ratos simultaneamente, no
ciclo escuro (permitindo que os animais realizassem o exercicio fisico no horario mais
adequado ao padrao da espécie).

O treinamento aerodbio prescrito foi baseado a partir do teste de esforco maximo
(TEM), a fim de garantir que o TF fosse realizado em intensidade baixa a moderada (50 a 70
% da velocidade alcancada pelo TEM). O treino foi realizado 5 vezes por semana, com
duracéo de 1 hora, durante 8 semanas, para os animais que foram submetidos ao DF, e 14
semanas, para o grupo TREIN (RODRIGUES et al., 2007; LEHNEN et al., 2010).

4.6. Teste de esforco maximo

O TEM foi realizado conforme descrito na literatura (RODRIGUES et al.,, 2007;
LEHNEN et al., 2010). Primeiramente, os animais foram submetidos a periodo de adaptacéo
na esteira, na velocidade de 0,3 km/h, durante 15 min por 3 dias consecutivos. Apds esse
periodo, o teste foi iniciado na velocidade de 0,3 km/h, com incremento de 0,3 km/h a cada 3

minutos até a exaustdo dos animais. Vale ressaltar que o TEM foi realizado nas semanas 0,
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4, 8 e 14, com intuito de ajustar a carga do TF no decorrer do experimento, bem como
analisar o declinio da capacidade cardiorrespiratéria durante o periodo de DF.

47. Eutanasia dos animais e coleta das amostras

Com a finalidade de diminuir o intervalo de jejum entre os animais, no dia anterior a
eutanasia, foi retirado o acesso a racao por 4 horas; apds esse periodo, 0s animais voltaram
a ter acesso a alimentacao por igual tempo de jejum, na quantidade equivalente ao consumo
médio/hora do dia anterior. ApOs essas 4 horas, a racdo foi, enfim, totalmente retirada 8
horas antes do inicio da eutanasia e os ratos foram acondicionados em caixas limpas para
garantir que ndo houvesse quaisquer resquicios de ragéo.

A ordem dos animais eutanasiados foi rotativa em relagdo aos grupos, para
minimizar possiveis interferéncias do tempo de jejum e do horéario da eutanasia, ou seja, um
animal de cada grupo foi eutanasiado até que se repetisse 0 mesmo grupo. Com isso, 0s
grupos apresentaram, na média, 0 mesmo tempo de jejum. A eutanasia ocorreu 72 horas
apos a ultima sesséo de TF, para minimizar qualquer efeito agudo do mesmo.

Os ratos foram eutanasiados por venosseccéo, sob anestesia com 0,2 ml/kg de peso
corporal com uma solucdo contendo cloridrato de ketamina e cloridato de xilazina (Sespo
Industria e Comércio Ltda., Paulinia, SP, Brasil) na propor¢éo 2:1.

O sangue foi coletado, centrifugado a 4 °C, 3.000 rpm, 15 minutos; separadas as
respectivas porcdes séricas, o soro foi devidamente armazenado, em microtubos, em
freezer (-80 °C).

Tecidos adiposos brancos retroperitoneal (RET), epididimal (EPI) foram retirados e
pesados em balanc¢a analitica, com precisédo de 0,0001 g (Ohaus), colocados e embrulhados
individualmente em laminas de papel aluminio, previamente identificadas, rapidamente
colocados em nitrogénio liquido e, posteriormente e armazenados em freezer (-80°C).

No intuito de preparar a carcaca para a composicdo corporal, todo o trato
gastrintestinal foi limpo e lavado em solugéo salina, antes de ser devolvido a carcaga. Nesse
momento, a carcaga foi pesada em balanga analitica, com precisdo de 0,0001 g (Ohaus), e,

posteriormente, levada a estufa a 70 °C para retirada da umidade.

4.8. Parametros analisados

4.8.1. Parametros avaliados ao longo do periodo de TF e DF

v Evolugéo da massa corporal

v Consumo de racéo
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4.8.2. Composicao quimica da carcaca

Peso da carcaca
Umidade
Lipidios

AN NN

Massa livre de gordura

4.8.3. Parametros teciduais

v Peso e depdésitos de tecidos adiposos: retroperitoneal e epididimal

4.8.4. Parametros séricos

Acidos graxos n&o esterificados (AGNE)
Glicose

Adiponectina (Acrp30)

Fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a)
OGTT

Leptina

AN N N N NN

4.8.5. Proteinas totais e fosforiladas

Tecido adiposo EPI
v phospho-PKC (Thr®*)
v phospho-Akt (Ser*”*/Thr%)
v phospho-IKK-beta (Ser"®%%)
v phospho-JNK (Thr'®/Tyr'®)

4.9. Determinacdo da composi¢cédo corporal
A avaliacdo da composicdo corporal dos animais foi realizada por meio de andlise

quimica da carcaca, para a determinagdo do contetdo de lipidios, massa livre de gordura e

umidade, conforme descrito por Donato et al. (2006).
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4.10. Determinacdes bioquimicas

4.10.1. Parametros séricos

A concentragéo de glicose sérica foi determinada pelo método de Bergmeyer (1973).
A andlise de acidos graxos nado esterificado foi quantificada por método colorimétrico
enzimatico, utilizando kit comercial da WAKO (Pure Chemical Industries, Japan).

As dosagens de citocinas foram realizadas pelo método imunoensaio multiplex,
utilizando kit rat serum adipokine panel 7 LINCOplex, para dosagem simultdnea de TNF-a e
leptina, e kit Rat Adiponectin Single-plex, para a determinacdo da dosagem da
concentracdo sérica de adiponectina; ambos os kits sdo produzidos pela LINCO Research

(EUA). As determinacdes foram feitas em equipamento automatico Lincoplex 200.
4.10.2. Teste oral de tolerancia a glicose
No inicio do experimento, na 72 e na 132 semanas, o teste oral de tolerancia a
glicose foi realizado em todos os grupos. Apés 8 horas de jejum, uma amostra de sangue foi
retirada da veia caudal de cada rato (tempo 0), que, na sequéncia, receberam, via gavagem,
solugdo de glicose na concentracdo de dois gramas por quilograma de peso. As amostras
de sangue foram coletadas nos tempos de 30, 60, 90 e 120 minutos. A dosagem glicémica
foi realizada utilizando-se o glicosimetro Accu-Chek Performa (Roche®).
4.11. Parametros teciduais
v' Peso dos depositos de tecidos adiposos: retroperitoneal e epididimal
4.12. Parametros biomoleculares
4.12.1. Western Blotting
Foi realizada a expressdo das proteinas phospho-PKC (Thr®*®), phospho-PKB

(Ser*”IThr®®), phospho-IKK-beta (Ser’®'%), phospho-JNK (Thr'®3/Tyr'®) no tecido adiposo
EPI.
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4.12.1.1. Preparo do gel de poliacrilamida

O gel de poliacrilamida foi preparado conforme protocolo de Sambrook et al. (1989),
descrito sucintamente a seguir. Foram preparados géis em bicamada, sendo a camada
superior (gel de empacotamento) constituida de acrilamida a 5%, 125 mM Tris pH 6,8, 0,1%
SDS, 0,1% persulfato de aménio e 0,1 % TEMED. O gel inferior (resolutivo), foi preparado
com 7,5 a 10% de poliacrilamida, 380 mM Tris. HCI (pH 8,8), 0,1 % persulfato de amonia e
0,077 % TEMED.

4.12.1.2. Preparo de lisado de proteinas para SDS-PAGE e Western
blotting

As amostras foram fervidas a 100 °C, por 5 minutos, em tampdo de amostra
contendo 125 mM Tris, pH 6,8, 25% glicerol, 2,5% SDS, 2,5% beta-mercaptoetanol e
0,002% de azul de bromofenol. O sobrenadante foi entdo combinado com o tamp&o acima
descrito. Amostras, contendo 50 ug por “pogo”, foram submetidas a eletroforese no gel de

poliacrilamida por 60 minutos a 150 V.

4.12.1.3. Transferéncia de proteinas do gel para a membrana

(nitrocelulose)

Inicialmente, a membrana de nitrocelulose (Amersham Hybond ECL Nitrocellulose)
foi hidratada e, entdo, um "sanduiche" foi montado na seguinte ordem: esponja, 2 folhas de
papel filtro de 3 mm (Whatman), gel, membrana, 2 folhas de papel de filtro de 3 mm e
esponja. A transferéncia de proteinas do gel para a membrana foi realizada em cuba de
eletroforese, na presenca de tamp&o de transferéncia (3 mM glicina, 48 mM Tris base, 0,037
% SDS, pH 8,3), sob corrente de 25 V, por 90 min. A eficiéncia da transferéncia foi
verificada corando-se a membrana, por 5 min, com corante Ponceau (1 % ponceau, 1 %
acido acético), seguida de lavagem com PBST [8 % NaCl, 0,2 % KClI, 0,2 % KH2(PO)4, 1,15
% Na2H(PO)4, 0,5 % Tween].

4.12.1.4. Sondagens das proteinas com anticorpos

Os sitios sem proteinas das membranas foram bloqueados com proteinas de leite
desnatado (Molico), a 5 %, em tampédo PBST, por 1 h, sob agitacao. O anticorpo especifico
para cada proteina de interesse, adquirido da Cell Signaling Technology (Beverly, MA,
USA), foi diluido [1: 1000 para fosfo-Akt (Thr*%, Ser*”®) [(1:500 fosfo-JNK (Thr /Tyr ), fosfo-
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PKCO (Thr*®), fosfo-IKKa/B (Ser'’®®%)] em TBS, com 0,05% Tween 20 (TBST), e utilizado
para a incubagdo com as membranas, overnigth, com agitacdo, a temperatura ambiente.
Posteriormente, a membrana foi lavada 3 vezes, por 10 min, com TBST. As proteinas foram
entdo marcadas com anticorpo anti-IgG de coelho, conjugado com peroxidase de raiz forte,
diluido 1:10.000 em TBST, por 2 h, com agitagdo. A membrana foi lavada 3 vezes, por 10

min, com agitacao.
4.12.1.5. Revelagdo com sistema quimioluminescente

A solucao de revelacao foi preparada pela mistura de volumes iguais dos reagentes
1 e 2 do kit ECL (luminol, fenol e peréxido de hidrogénio) e a mistura foi utilizada para
umedecer as membranas. Os blots foram entéo visualizados pelo sistema de bioimagem

ImageQuant™ 400 (GE) e analisados pelo software ImageQuant TL (GE Healthcare).
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5. ANALISE ESTATISTICA

Inicialmente, foi analisada a normalidade dos dados pelo teste de Shapiro Wilk. Nas
variaveis nas quais a normalidade ndo foi confirmada, procedimentos ndo paramétricos
foram utilizados ou os dados foram transformados logaritmicamente.

Os resultados estdo expressos como média + desvio padrdo. As comparacdes entre
os grupos foram avaliadas por meio de analise de variancia (ANOVA), seguida do teste post
hoc de scheffe, para identificacdo dos contrastes significantes. As correlagdes parciais entre
os dados foram obtidas por meio de correlacao linear (Pearson). Em todas as analises, foi
considerado o valor de alfa de 0,05. A andlise estatistica foi realizada no software SPSS
versao 18.0.
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6. RESULTADOS

A fim de estudar os efeitos deletérios causados pela interrup¢do do TF, os animais
foram inicialmente submetidos ao protocolo de TF aerdbio em esteira ergométrica durante 8
semanas e, a partir dai, redistribuidos em 3 novos grupos. Um grupo foi constituido por
animais que continuaram o programa de TF por 6 semanas, mantidos com acesso a ragao
ad libitum (TREIN). Os outros dois grupos tiveram o TF interrompido e foram mantidos com
acesso a racdo ad libitum (DT) ou com RC de 30% (DTRC) por 6 semanas. E importante
lembrar que tivemos um grupo que ndo foi submetido ao TF (SED). Neste contexto, os
resultados apresentados a seguir sdo referentes as alteracdes metabdlicas ocorridas
durante ou apdés as 6 Ultimas semanas de experimento, ou seja, ho periodo de

destreinamento fisico.

6.1. Redistribuicdo dos grupos ap6s 8 semanas de treinamento fisico

A tabela 1 apresenta os valores de massa corporal e ASC, referentes ao teste de
OGTT, TEM e ITT ap6s 8 semanas de experimento. Nao houve diferenca estatisticamente
significante entre 0os grupos experimentais para massa corporal, ASC. Entretanto, para o
TEM, os animais dos grupos TREIN, DT, DTRC, apresentaram melhor desempenho fisico,
gquando comparados com o grupo SED (p < 0,05). Dessa forma, pode-se certificar que,
exceto o grupo SED, os animais estavam previamente treinados para a redistribuicdo dos
novos grupos. Além disso, as semelhancas nos valores encontrados na massa corporal e
nos testes realizados para sensibilidade a insulina garantem que todos 0s grupos estavam

nas mesmas condi¢cbes experimentais antes de iniciar o periodo de DF.

Tabela 1 - Caracterizagcdo dos grupos SED, TREIN, DT e DTRC ap6s 8 semanas de
experimento.

Grupo Massacorporal (g) ASC (mg/dL/120min) TEM (km/h)

SED 505,5 £ 19,42 3.618,75+ 11,23 1,16 £ 0,19
TREIN 511,4 + 29,22 3.623,57 £1.123,09 2,31+0,41*
DT 503,16 + 32,16 3.592,5 £ 1.575,43 2,06 + 0,19*
DTRC 506,31 + 39,21 3.686,25+1.301,45 2,06 £0,37*

Valores expressos em média + desvio padrdo. *p < 0,05 vs SED.
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6.2. Desempenho no teste de esfor¢co maximo (TEM) durante o experimento

Durante o experimento, foi realizado o TEM, com o intuito de ajustar a carga do TF,
bem como analisar o declinio da capacidade cardiorrespiratéria no periodo de DF. Os
resultados do TEM séo encontrados na figura 2. Observamos que o grupo TREIN foi maior
em relacdo aos grupos DT e DTRC no teste realizado na oitava semana; entretanto, sem
diferenca estatistica. Além disso, observou-se que o grupo TREIN alcancou velocidade
estatisticamente maior quando comparado com os demais grupos nhos testes realizados na
décima primeira (SED = 1,01 + 0,15 km/h; TREIN = 2,4 + 0,38 km/h; DT = 1,45 + 0,11 km/h;
DTRC = 1,6 + 0,47 km/h) e na décima quarta semanas (SED = 1,01 + 0,15 km/h; TREIN =
2,4 + 0,40 km/h; DT = 1,37 + 0,16 km/h; DTRC = 1,35 + 0,16 km/h). Todavia, 6 semanas de
DF foram suficientes para provocar redu¢do no desempenho do TEM de 33,49%, para 0s
animais dos grupos DT, e 34,46% no grupo DTRC.

Teste Esforco Maximo

2.51
-— B —n -e- SED
2.0 -2 TREIN
-+ DT
< 1.5 -¥- DTRC
£
< 1.0-
0.54
* k) )
0.0 T T T
B9 \/'\, \y
Semanas

Figura 2 - Evolugdo do desempenho no TEM durante o

estudo. Valores expressos em média. Diferenca entre os grupos:*P
< 0,05 SED vs demais grupos; *P < 0,05 DT vs TREIN; °P DTRC vs
TREIN.

Por outro lado, ndo houve diferenca na velocidade do TEM entre os grupos DT,
DTRC e SED. Frente a esses resultados, pode-se observar, nos animais dos grupos DT e
DTRC, que seis semanas DF foram suficientes para reverter as adaptacdes

cardiorrespiratérias adquiridas ao longo de 8 semanas de TF.
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6.3. Massa corporal e ganho de peso

Diferenca estatisticamente significante foi encontrada nos valores de massa corporal
referentes a décima quarta semana de experimento. Nesse sentido, o grupo DT (601,6 +
51,18 gramas) apresentou maior valor em relagéo ao grupo TREIN (536,22 + 37,80 gramas).
Entretanto, ratos submetidos ao DF e a 30% de RC mostraram massa corporal (DTRC =
477,92 + 53,01 gramas) significativamente menor do que a do grupo DT. A massa corporal
do grupo DTRC também foi mais leve do que a dos animais do grupo SED (555,2 + 25,88).
E importante lembrar que DTRC mostrou massa corporal semelhante aos animais que
continuaram o protocolo de TF (figura 3).

Massa corporal fina

700~
+
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o 500
400-
300- '
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Figura 3 — Massa corporal final dos animais dos
grupos SED, TREIN, DT e DTRC ap6s 14

semanas de experimento. P < 00,5 vs SED; ‘P >
0,05 vs TREIN; *P < 0,05 vs DT.

A fim de analisar o ganho de peso adquirido durante o periodo de DF, foi calculada a
variacdo relativa percentual da massa corporal (A%) referente a 82 e a 148 semanas (figura
4).
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Variacao relativa da massa corporal (8° e 14° semana)

301
*+
204 -1
X 104
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Q > K )
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Figura 4 — Variacao relativa da massa corporal (82 e 142 semanas).

Valores expressos em média e desvio padréo. P < 00,5 vs SED; “P > 0,05 vs TREIN;
8P < 0,05 vs DT.

Observamos que DT apresentou maior ganho de peso em relacéo aos grupos SED e
TREIN (DT = 19,43 + 5,06%; SED = 9,81 + 2,14 %; TREIN = 4,82 + 3,13%). Entretanto, a
RC foi eficaz na atenuacdo do ganho ponderal causado pelo DF (DTRC -5,75 + 4,78%; p <
0,05 vs DT). Além disso, constatamos que os ratos do grupo DTRC foram os Unicos animais
que perderam peso durante as seis Ultimas semanas de experimento.

A figura 5 demonstra o ganho percentual de peso semanal. Neste sentido, verificou-
se que, ja na primeira semana de destreinamento (92 semana), o grupo DT ganhou
praticamente o dobro de peso em relagdo aos animais que néo realizaram nenhum tipo de
exercicio fisico (SED: 1,95 + 0,93 %; DT: 3,58 + 0,9%; p < 0,05); essa relacdo foi mantida
semanalmente até o final do experimento. Adicionalmente, as quatro semanas iniciais foram
cruciais para o aumento da massa corporal deste grupo (122 semana: DT = 16,27%). No
entanto, novamente, a intervencdo nutricional foi extremamente importante para prevenir o
ganho ponderal ocasionado através da interrup¢do do TF e, essa prevencgdo, foi assistida

desde o inicio do DF.



42

Ganho percentual do peso semanal

*+
20-
-&- SED
154 -= TREIN
=+ DT
10+ -¥- DTRC

%

Semanas

Figura 5 — Ganho percentual do peso semanal. Valores expressos
em média. Diferencga entre os grupos:*P < 0,05 DT vs demais grupos;
"P < 0,05 DTRC vs demais grupos

6.4. Composicao corporal

Os valores de composicéo corporal sdo apresentados na figura 6, de forma absoluta
e em relagdo ao peso da carcaca no final do experimento. Podemos verificar que ratos
destreinados submetidos & RC apresentaram menor peso de carcagca em comparacao 0S
grupos DT e SED (p < 0,05); entretanto, sem diferenca estatistica com os animais treinados
(SED =493, + 21,57 g; TREIN = 485,05 + 26,26 g; DT 533,29 + 47,09 g; DTRC = 436,06 +
52,51 Q).

6.4.1. Gordura e massa dos coxins adiposos

Diferenca estatistica foi encontrada para gordura nos valores absolutos e relativos.
Nesse sentido, DTRC apresentou valores significantemente menores em compara¢do aos
demais grupos (SED = 61,46 + 17,459 /12,42 + 3,5 %; TREIN = 36,15+9,03g/ 7,47 +1,97
%; DT = 59,50 + 15,86 g / 11,12 + 2,85 %; DTRC = 16,07 + 6,97 g / 3,67 + 1,48 %). Além
disso, o DF, quando acompanhado com fornecimento de racdo a vontade, resultou no
aumento de gordura em relagdo aos animais que mantiveram o protocolo de TF (p < 0,05);

todavia, sem diferenca significativa com o grupo SED.
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Figura 6 - Massa e composi¢cdo quimica da carcaca dos animais dos grupos SED,
TREIN, DT e DTRC ap6s 14 semanas de experimento. P < 00,5 vs SED; ‘P > 0,05 vs
TREIN; %P < 0,05 vs DT.

Ainda nesse contexto, a RC mostrou-se potente intervencdo nutricional na reducéo
de peso dos coxins adiposos EPI e RET, quando comparado com os demais grupos (tabela
2).
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Tabela 2 — Coxins adiposos RET e EPI dos grupos SED, TREIN, DT, DTRC apés 14

semanas de experimento.

EPI RET EPI+RET
SED 10,61+ 4,36 7,89 + 2,60 18,51 + 6,31
TREIN 7,43+ 3,36 5,06 + 1,95 12,49 + 4,96
DT 9,87 + 2,49 7,24+ 2,86 17,12 + 4,95
DTRC 3,37 +1,58™8 1,66 + 1,528 5,04 + 2,978

*P < 0,05 vs SED; 'P < 0,05 vs TREIN; *P < 0,05 vs DT.

6.4.2. Massa livre de gordura

No valor absoluto, diferenca estatistica foi observada somente ente os grupos DT e
DTRC. Nesse aspecto, a massa livre de gordura (MLG) do grupo DT foi maior que DTRC
(SED = 433,06 + 23,02 g; TREIN = 448,89 +27,84 g; DT = 473,78 + 41,97; DTRC = 419,98 +
49,86 g). Por outro lado, quando relativizamos a MLG em relagédo ao peso corporal no final
do experimento, observamos que MLG do grupo DTRC foi estatisticamente maior em
relagdo aos demais grupos. E que o grupo DT obteve percentual de MLG menor que TREIN,
porém sem diferenca entre SED. Por fim, os ratos que continuaram o programa de TF nas
Ultimas 6 semanas apresentaram percentual de MLG estatisticamente maior que 0s animais
sedentarios (SED = 87,57 + 3,5 %; TREIN = 92,52 + 1,9 %; DT = 88,87 + 2,55 %; DTRC =
96,33 + 1,45 %).

6.5. Consumo de racéo

As figuras 7 e 8 apresentam o consumo médio de racdo semanal, por 100g de
massa corporal, e o consumo total de racdo, em gramas, nas Ultimas seis semanas de
experimento, respectivamente. Como esperado, os animais do grupo DTRC comeram
menos racdo, comparados com os outros grupos (p < 0,05). Por outro lado, apesar de o
grupo DT apresentar maior ganho ponderal (19,43%), ndo houve diferenca estatisticamente
significante no consumo alimentar entre os animais SED, TREIN e DT, no montante total,

bem como na quantidade de ragdo consumida por semana.
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SED, TREIN, DT e DTRC durante a 92 e a 142 semanas

de experimento. P < 00,5 DTRC vs SED; “P > 0,05 DTRC vs
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Figura 8 — Consumo total de racdo dos grupos SED,
TREIN, DT e DTRC entre a 92 e a 142 semanas de
experimento. ‘P < 00,5 DTRC vs SED; P > 0,05 DTRC vs
TREIN; 5P < 0,05 DTRC vs DT.
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6.6. Coeficiente de eficiéncia metabdlica

O coeficiente de eficiéncia metabdlica (EM) € a divisdo entre o consumo médio
semanal e a média do ganho de peso dos animais. Esse coeficiente indica quantos gramas
de ragdo ingeridos foram necessérios para cada grama de peso aumentado. Dessa forma,
guanto menor for o coeficiente de eficiéncia, menos comida o animal precisou comer para

ganhar o peso equivalente, indicando aumento de EM.

Coeficiente de Eficiéncia Metabdlica
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Figura 9 - Média do Coeficiente de Eficiéncia

Metabdlica dos grupos SED, TREIN e DT durante a 92
e a 142 semanas de experimento. P < 00,5 vs SED; P >
0,05 vs TREIN.

Como pode ser observado na figura 9, o grupo DT apresentou o coeficiente de
eficiéncia significantemente menor do que os grupos SED e TREIN, indicando aumento em
sua EM (SED = 3,36 + 0,60 kcal/g; TREIN = 5,76 + 1,58 kcal/g; DT = 1,91 + 0,16 kca/g). A
partir do coeficiente de EM, observou-se que animais que cessaram a pratica de exercicio
fisico necessitaram de 43% menos racdo para ganhar a mesma quantidade de peso
corporal, comparados a animais que nao foram submetidos a TF algum. Uma vez que 0s
animais apresentaram consumo de racao equivalente, o aumento da EM explica o maior
ganho ponderal dos animais do grupo DT em relacdo aos outros grupos.

Por outro lado, pelo fato de os animais do grupo TREIN continuarem o protocolo de
exercicio fisico em esteira, grande parte dos nutrientes ingeridos eram destinados a

producdo de energia para contragdes musculares na realizacdo do TF; explicando, portanto,



47

a necessidade de os animais desse grupo precisarem comer 41% e 66% mais racao para
ganhar a mesma quantidade de peso corporal, comparados aos grupos SED e DT,

respectivamente.

6.7. Glicemiaem jejum e teste oral de tolerancia a glicose

A tabela 3 representa a glicemia de jejum da oitava e da décima terceira semanas de
experimento e o delta percentual referente a essas duas andlises. Observamos que nao
houve diferenca estatistica entre os grupos para qualquer variavel investigada. Além disso,
nota-se normalidade nos valores de glicemia para todos 0s grupos nas duas semanas

analisadas.

Tabela 3 — Glicemia de jejum (mg/dl) na semana 7 e na semana 13 e A% dos animais dos
grupos SED, TREIN, DT e DTRC

Semana 8 Semana 13 A%
SED 98,88 + 8,69 94,63 + 9,95 -4,16 + 8,22
TREIN 98,57 £ 8,34 92,71+ 12,60 -6,14 + 7,58
DT 97,13+ 9,52 93,75+ 9,87 -2,82+9,79
DTRC 98,13+ 8,11 103,37 + 6,56 5,87 £ 9,83

A figura 10 demonstra ASC referente ao teste oral de tolerancia a glicose, realizado
na oitava e na décima terceira semanas, além do delta percentual. Como ja foi visto
anteriormente, ndo houve diferenga estatistica na ASC da oitava semana, garantindo, dessa
forma, a homogeneidade no que diz respeito a sensibilidade a insulina dos animais ap6s a
redistribuicdo dos grupos. Contudo, seis semanas de RC foram capazes de melhorar a
sensibilidade a insulina de animais que interromperam o TF em relagdo aos grupos DT e
SED, sendo, ainda, similar aos animais que continuaram a pratica de TF. Além disso, DT
apresentou ASC estatisticamente maior no grupo TREIN. Da mesma forma, essas
diferencas estatisticas foram mantidas quando analisado o delta percentual (SED = 83 +
61,60 %; TREIN = - 20,61 + 12,55 %; DT = 63,71 + 25,33 %; DTRC = - 21,60 + 3,5 %).
Baseados nesses resultados, podemos considerar que o DF foi capaz de diminuir a
sensibilidade a insulina; no entanto, a RC, além de atenuar o efeito encontrado no DF, teve
a capacidade de melhorar a acédo desse horménio, apos seis semanas de intervencéo.

E importante ressaltar que, assim como DTRC, animais que continuaram o programa

de TF melhoram a sensibilidade a insulina.
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Figura 10 — Area sob a curva e delta percentual do teste oral de tolerancia a glicose

realizado na 82 e na 132 semanas. P < 00,5 vs SED; P > 0,05 vs TREIN: °P < 0,05 vs DT.

Quando correlacionamos valores de ASC da décima terceira semana e quantidade
de gordura houve correlagé@o estatisticamente significativa e de moderada associagéo (r =
0,6; p = 0,01). Ou seja, ratos com maior depésito de gordura apresentaram maior valor para
ASC referente ao OGTT da décima terceira semana. Dessa maneira, podemos registrar que
a perda na sensibilidade a insulina é diretamente proporcional a adiposidade dos animais

(figura 11).
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Figura 11 — Correlagéo entre area sob a curva da 132
semana e gordura dos animais dos grupos SED, TREIN,
DT, DTRC.

6.8. Concentracdes séricas de citocinas e &cidos graxos nao esterificados

A tabela 4 apresenta os valores séricos de leptina, TNF-a, adiponectina e AGNE.
Verificamos que a RC foi capaz de reduzir significativamente as concentracdes séricas de
leptina e AGL em relacdo aos demais grupos. Entretanto, ndo houve diferenca estatistica

entre os grupos para TNF-a e adiponectina.

Tabela 4 - Concentracbes séricas de leptina, acidos graxos nédo esterificados, TNF-alfa e

adiponectina dos grupos SED, TREIN, DT e DTRC apés 14 semanas de experimento.

SED TREIN DT DTRC
Leptina (ng/ml) 3,79+2,71 2,67 +1,16 4,75 + 3,03 1,02+ 0,47
AGNE (mEg/) 0,055 + 0,003 0,056 + 0,003 0,058 +0,009 0,047 + 0,003*"
TNF-alfa (pg/ml) 24,85 + 11,45 2423+13,32 26,47+12,67 23,54+ 10,49

Adiponectina (ng/ml) 27.665 £ 4.534, 24987 £3.076 21.662 +5.465  25.047 £8.109

P < 00,5 vs SED; ‘P > 0,05 vs TREIN; °P < 0,05 vs DT.
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6.9. Expresséo proteica no tecido adiposo EPI

Na figura 12, estdo representados os resultados de expressao proteica e fosforilagdo
no residuo de treonina 183 e de tirosina 185 da proteina JNK e fosforilagdo das proteinas
quinases IKK e PKCB referentes aos animais apos 14 semanas de experimento, obtidos

pela técnica de Western Blotting.
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Figura 12 - Expresséo e fosforilagdo das proteinas JNK, IKK e PKC no tecido adiposo EPI dos

animais dos grupos SED, TREIN, DT e DTRC apds 14 semanas de experimento. P < 00,5 vs
SED; "P > 0,05 vs TREIN; °P < 0,05 vs DT.

Podemos constatar que o grupo DTRC manteve menor valor na expressdo das

proteinas JNK e IKK fosforiladas; contudo, sem diferenca estatistica. No entanto, animais
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submetidos a RC foram estatisticamente menores ao grupo DT na expressdo da proteina
PKCB8 fosforilada. Além disso, DT foi estaticamente maior quando comparado aos grupos
TREIN e SED.

Quando analisamos a expresséao e a fosforilacdo da proteina AKT no tecido adiposo
EPI, proteina envolvida da via sinalizacdo da insulina, ndo encontramos diferenca estatistica
(p = 0,08), embora possamos observar que os animais do grupo DT apresentaram menor
média em relagdo aos animais do grupo TREIN, sendo semelhante ao grupo SED. Além
disso, constatamos que o grupo DTRC obteve menor fosforilacdo da Akt quando comparado

com os demais grupos (figura 13).
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Figura 13 - Expressao e fosforilagdo da proteina Akt
no tecido adiposo EPI dos animais dos grupos SED,
TREIN, DT e DTRC apés 14 semanas de

experimento.
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7. DISCUSSAO

O presente estudo foi realizado com objetivo de investigar possiveis intervencdes
que minimizassem os efeitos deletérios causados pelo destreinamento fisico. Para tanto,
adotamos o protocolo de RC e avaliamos se essa intervengdo nutricional era capaz de
atenuar as consequéncias atribuidas a cessacgéo do treinamento fisico.

A RC, definida como uma reducdo na ingestdo caldrica abaixo do ad libtum, sem
causar desnutricdo, é uma das formas de intervengdo nutricional mais amplamente
discutidas para se estender o tempo de vida em uma variedade de espécies. Evidéncias
cientificas associam a RC a menor incidéncia de doencas relacionadas a idade, tais como
as cardiovasculares, o cancer e o diabetes.

Diversos trabalhos cientificos descrevem que o DF estd associado com desordens
metabdlicas (PETIBOIS et al.,, 2004 SIMSOLO et al., 1993 ; APPLEGATE et al., 1984) e,
mais recentemente, com estado de inflamacéo cronica e de baixa intensidade (FATOUROS
et al., 2005; WOO JINHEE et al., 2012). Nesse contexto, a hipotese tedrica seria que a RC
atenuaria o ganho de peso e gordura corporal ocasionado pelo DF e, por sua vez, atenuaria
o quadro inflamatério, resultando na melhora da sensibilidade a insulina.

Em suma, verificamos que a RC foi capaz de reverter alteragbes metabolicas
consequentes do DT. Os resultados do nosso estudo mostraram que a RC promoveu
reducdo na massa e na gordura corporais, melhora na sensibilidade a insulina, além de
reduzir as concentracdes sericas de AGL e a fosforilagdo de proteinas inflamatorias no TAB
de ratos destreinados.

O VO,nsx € considerado padrdo ouro na literatura para avaliar a capacidade
funcional de atletas e individuos com desordens metabdlicas, principalmente aquelas
ligadas a desordens respiratdrias e cardiovasculares. Além disso, VO,ns também fornece
dados valiosos para prescricdo apropriada de exercicio fisico (WICHI et al.,, 2007; DE
ANGELIS et al., 2000). Entretanto, a mensuragédo de VO,nsx €m animais tem sido limitada,
em virtude do alto custo do aparelho analisador de gases (SCHEFER; TALAN,1996).

Portanto, no presente estudo, utilizamos o TEM, no qual o animal corre até a
exaustdo sobre a esteira. Esse teste tem sido utilizado na literatura cientifica como método
alternativo para avaliar a capacidade fisica e também tem sido usado na prescricdo de
exercicio fisico em animais experimentais (DE ANGELIS et al., 2000; BERTAGNOLLI et al.,
2006; SOUZA et al., 2007). Além disso, pesquisas demonstram que VOjnax pode ser
estimado através do TEM (RODRIGUES et al., 2007).

Os dados apresentados apOs oito semanas de TF mostraram que animais dos
grupos TREIN, DT e DTRC apresentaram melhor desempenho fisico no TEM, quando

comparados com o grupo SED, demonstrando, portanto, que o protocolo de TF adotado no
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presente trabalho foi efetivo em melhorar a condigéo fisica dos animais. Adicionalmente,
observarmos que a capacidade funcional, avaliada através da velocidade maxima obtida
pelo TEM, aumentou em 71,5% nos animais que foram submetidos ao protocolo de TF de 8
semanas (dados ndo mostrados).

Dados similares aos nossos foram encontrados por Lehnen et al. (2010). Apés
submeterem animais ao TF em esteira (5 vezes por semana, 60min/dia por 10 semanas, 50
-70% da velocidade méaxima alcancada no TEM), esses dados demonstraram melhora de
85% na capacidade funcional. Ratas ovarectomizadas, submetidas ao protocolo de TF
similar ao utilizado em nosso estudo (50 a 70% da velocidade maxima alcancada no TEM, 1
hora por dia, 5 dias por semana durante 8 semanas), demostraram melhora de 70% nha
capacidade cardiorrespiratdria, ou seja, estaticamente maior do que o grupo SED (SOUZA
et al., 2007).

Observamos que animais dos grupos DT e DTRC declinaram em 33,49% e 34,46%,
respectivamente, no desempenho no TEM apds seis semanas de interrupcdo do TF. Nesse
contexto, Mujika e Padilla (2000) revisaram que 0 VO, S€ reduz drasticamente apés curto
prazo de cessacdo de TF. Outrossim, Bocalini et al. (2010), em estudo com mulheres
idosas, demonstram que 2 semanas de DF foram suficientes para reverter os efeitos
cardiovasculares adquiridos ao longo do TF. Em contraste, Lehnen et al. (2010) mostraram
que uma e duas semanas de DF ndo foram suficientes para reverter os beneficios
cardiorrespiratérios induzidos por 10 semanas de TF em ratos hipertensos. Estas
discrepancias entre os resultados sdo, provavelmente, causadas pelo modo, pela
frequéncia, pela intensidade e pela duracdo do TF adotado nos diversos estudos.

A reducao inicial do VO,ns encontrada no DF pode ser explicada através do principio
conhecido como reversibilidade, o qual mostra que, quando o TF é suspenso ou reduzido,
0S sistemas corporais se reajustam de acordo com a diminuicdo do estimulo (COYLE,
1994). Nesse sentido, pode-se observar redugdo do débito cardiaco consequente da
reducdo do volume sistélico. Além disso, o DF também provoca alteracdes das adaptacdes
do musculo esquelético, que resultam na reducdo significante da diferenca artério-venosa
méxima de oxigénio (capacidade dos musculos esqueléticos levarem e consumirem
oxigénio), contribuindo também para a reducéo do VO,ns (EVANGELISTA & BRUM, 1999).

Baseado nesses conceitos, Coyle et al. (1984), em estudos com atletas de
endurance, demonstraram que o volume sistélico durante o exercicio fisico maximo diminuiu
11% em relag&o aos valores atingidos ap0s o treinamento fisico. Ademais, Convertino et al.
(1982) mostraram que, apés o DF, o fluxo sanguineo em repouso para a musculatura das
pernas estava reduzido em 36%, estando este associado a reducdo de 38% da

capilarizacdo. Marini et al. (2008) relataram que o TF aumenta a vascularizacdo e a
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capilaridade cardiaca de ratos Sprague-Dawley. Entretanto, esses beneficios foram
suspensos apos quatro semanas de DF.

Observamos que animais submetidos ao DF e com oferta de ragdo a vontade
chegaram ao final do experimento 10% e 7% mais pesados em rela¢do aos grupos TREIN e
SED, respectivamente. Além disso, ao verificarmos o ganho de peso, surpreendentemente,
constatamos que o grupo DT obteve ganho ponderal de 19% em relacdo a massa corporal,
sendo estatisticamente maior aos grupos SED (9,81%) e TREIN (3,13%). Do mesmo modo,
o DT apresentou maior estoque de gordura em comparac¢ao aos demais grupos (figura 6).
Entretanto, nenhuma diferenca significativa foi encontrada no consumo alimentar entre
esses animais (figura 7). Ou seja, 0 aumento significativo no ganho de peso e no acréscimo
de gordura corporal obtido pelos animais do grupo DT, quando comparados aos ratos SED,
pode ser atribuido a interrupcdo do programa de exercicio fisico por si, sugerindo-se que o
periodo de DF promove aumento na capacidade lipogénica independentemente de
mudangas na ingestdo de calorias. Em conformidade com nossos resultados, Laye et al.
(2007), observaram, em roedores, que independentemente do excesso de caloria
consumida, a interrupcéo da pratica de atividade fisica foi capaz de promover o aumento da
gordura abdominal. Além disso, Petibois et al. (2004), apesar de terem encontrado
alteracdes deletérias na composicao corporal durante o periodo de DF, ndo observaram
qualquer diferenca nos habitos alimentares entres os sujeitos.

E possivel que mecanismos envolvidos na termogénese e no gasto energético
possam estar relacionados com esse processo. Arnold e Richard (1987) mostraram reducéo
nos estoques de tecido adiposo marrom (TAM), importante local de regulacdo da
termogénese, em ratos apds 30 dias de TF em esteira. Interessantemente, os estoques de
TAM continuaram reduzidos durante o DF, contribuindo, dessa forma, para o menor gasto
energético nesse periodo. Em humanos, Ormsbee e Arciero (2012) demonstraram reducéo
na taxa de metabolismo de repouso (7%) apos a interrupcdo do TF em atletas de natagéo.

Ainda nesse contexto, é possivel que mudancas na atividade da enzima LPL possam
contribuir para o ganho de gordura apés a interrupgéo do treinamento fisico. Simsolo (1993)
demonstrou, em estudo com corredores de elite, que 2 semanas de DF foram capazes de
reduzir a atividade da LPL no mdusculo e, concomitantemente, provocar aumento da
atividade dessa enzima no tecido adiposo. Além disso, foi observado que a razdo tecido
adiposo/musculo, para a atividade da LPL, foi maior ap6s o DF. Assim, os autores sugeriram
que a remodelacdo do comportamento da LPL nesses tecidos, apdés a cessacao do
exercicio fisico, favorece o aumento dos estoques de gordura e, portanto, o aumento da
adiposidade. Por sua vez, Lambert (1994), a fim de investigar os efeitos metabdlicos
envolvidos no ganho de peso em ratos destreinados, encontrou aumento na atividade da

LPL no tecido adiposo, uma e duas semanas apds a interrupcdo do TF. Além disso,
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similarmente aos nossos resultados, o autor constatou aumento da eficiéncia metabdlica,
ganho de peso e gordura corporal sem nenhuma diferenga no consumo energético;
sugerindo, portanto, que a interrupcdo do TF resulta no aumento da capacidade de
lipogénese, em especial no tecido adiposo, independentemente da oferta energética.

Por fim, evidéncias experimentais demonstram a participagdo de proteinas
desacopladoras mitocondriais (UCP) no controle do dispéndio energético. Pesquisas
recentes mostraram que camundongos que superexpressam UCP-3 no musculo sé&o
resistentes a obesidade e ao diabetes induzidos por dieta (SCHRAUWEN e HESSELINK,
2004). Em contraste, a expressao génica da UCP-3 esta diminuida na obesidade, em
camundongos e ratos Wistar obesos (BAO et al., 1998. DIEHL e HOEK, 1999).

Baseando-se nesse contexto, € possivel inferir que alteragdes na expressdo dessas
proteinas possam estar relacionadas ao ganho de peso e gordura corporal no DF. Boss e
colaboradores (2000) evidenciaram que ratos treinados apresentam diminuicdo de 60% e
76% na expressdo génica de UCP-3 nos musculos séleo e tibial anterior, respectivamente.
Os autores sugerem que tal adaptacéo ocorre devido a maior demanda energética imposta
pela contracdo muscular e que isso obriga os musculos a se adaptarem para tornar mais
eficiente a ressintese de ATP. O interessante é que tal mudanca parece permanecer apos o
exercicio fisico.

Um grupo de pesquisadores procurou investigar a expressao do RNAm da UCP-2 e
da UCP-3 no periodo de recuperacdo apos oito semanas de TF com ratos e encontrou
diminuicdo da expressao dessas proteinas em ambos os musculos (soleo e tibial anterior)
(BOSS et al., 1998). Pauli (2007), em outro trabalho, também demonstrou menor expressao
de UCP-3 no musculo gastrocnémio de animais destreinados. Tais adaptac6es metabdlicas
sdo fundamentais aos individuos fisicamente ativos, pois é através delas que o organismo
se abastece e se protege contra um eventual dispéndio excessivo de energia, que pode vir a
ocorrer em sessbes subsequentes da rotina de treinamentos fisicos. Por outro lado, as
mesmas adaptacfes parecem ser desfavoraveis quando pessoas fisicamente ativas se
tornam sedentarias, uma vez que, ndo acontecendo o maior dispéndio energético,
favorecem a aquisicdo de maior peso corporal (PAULI, 2007).

Portanto, apesar de n&o investigarmos o comportamento do TAM, da atividade da
LPL, do gasto energético de repouso e da expressdo das UCP, é possivel que alteracdes
em um ou mais desses parametros tenham contribuido para que os animais do grupo DT
apresentassem maior EM e, dessa forma, tivesse incremento do ganho de peso e do
aumento de gordura corporal apés a interrupcdo do TF, mesmo sem diferenga no consumo
alimentar entre os grupos, sugerindo que o DF desempenha papel importante no

desenvolvimento da obesidade.
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Vale ressaltar que o tecido adiposo é vital para a vida e sua integridade funcional é
necessaria para o equilibrio no metabolismo corporal e para a manutencdo de um
organismo saudavel. No entanto, o excesso de massa adiposa é potencialmente prejudicial
e aumenta a incidéncia de comorbidades (GONZALEZ-PERIZ e CLARIA, 2010). Em
particular, o aumento do tecido adiposo visceral (TAV) € associado com anormalidades na
homeostase glicémica, elevacdo de triacilglicer6is plasméticos e reducdo no HDL,
contribuindo para o aparecimento de diabetes tipo Il e alteracdes cardiovasculares.
(LAFONTAN e GIRARD, 2008). Além disso, o comportamento dos adipdcitos ganha
principal importancia. Os adipdcitos constituem o principal componente celular no tecido
adiposo que armazena energia em forma de triacilgliceréis. Além disso, uma das suas
fungBes é atuar como tampé&o, absorvendo AGL e triacilglicerideos no periodo pds-prandial.
Contudo, conforme ocorre o aumento do seu tamanho, os adipécitos tornam-se
disfuncionais; por exemplo, tornam-se resistentes a insulina e hiperlipoliticos, contribuindo,
assim, para alguns problemas relacionados com a obesidade LAFONTAN e GIRARD, 2008).
Craig et al. (1991) reportaram aumento do didmetro de adipécitos de ratas apds 7 e 14 dias
de destreinamento fisico, enquanto Matos-Neto (2011) relatou que o destreinamento fisico
induziu aumento no volume de adipécitos isolados do tecido adiposo periepididimal.

Contudo, um dos principais achados do presente trabalho foi que a RC evitou o
ganho de peso e gordura corporal atribuido & interrupgéo do TF. E bastante claro o efeito da
RC no controle da massa corporal. Nesse aspecto, uma vez adotada, a RC é capaz de
promover balanco energético negativo (consumo caldrico menor que o gasto energético
total) e, assim, reduzir os estoques de gordura corporal. Baseado neste conceito, a reducéo
do consumo de energia é componente chave no tratamento da obesidade, devido ao fato de
diminuir as complicacfes causadas pelo excesso da adiposidade.

Pesquisas demonstram que, uma vez adotado o protocolo de RC, quase todos os
animais perdem peso (YOU et al., 2007; DING et al.,, 2011; DAVIDSON et al., 2002).
Entretanto, a reducdo de TAB € desproporcionalmente maior. Esse fator torna-se
extremamente importante, tendo em vista o papel do TAB na regulacdo da homeostase
energética e glicémica (SPEAKMAN e MITCHELL, 2011). Além disso, evidéncias cientificas
sobre os efeitos da RC na fisiologia do tecido adiposo mostram que, com a perda de peso,
em virtude da RC, acontece reducdo da massa do tecido adiposo, acompanhada pela
concomitante reducdo do tamanho das células adiposas, contribuindo, dessa maneira, para
melhora no perfil metabdlico, através do aumento da expressao de proteinas envolvidas na
mobilizacdo de gordura (efeito lipolitico) e adipocitocinas envolvidas no metabolismo
glicolitico e na sensibilidade & insulina (VIGUERIE et al., 2005; ROSSMEISLOVA et al.,
2012).
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Neste contexto, além de promover diminuicdo significativa no contetdo de gordura
corporal, observamos que a RC foi a Unica varidvel capaz de restringir a massa dos coxins
adiposos EPI e RET (tabela 2). Esse resultado torna-se extremamente interessante, tendo
em vista a participacdo da gordura visceral em alteracdes metabdlicas que acarretam o
comprometimento da salde. Diante do exposto, sugerimos que a reducdo da adiposidade e
as mudancas na morfologia do tecido adiposo sejam 0s principais mecanismos pelos quais
a RC promova beneficios relacionados a saude em animais submetidos ao DF. Alguns
autores sugerem gque os beneficios da RC vao além da reducdo da gordura corporal. Ratos
que tiveram a gordura visceral cirurgicamente reduzida, e com oferta de racdo ad libtum,
demonstraram maior média de vida em relacdo a animais do grupo controle. No entanto, a
média de vida desses animais ndo foi maior em relagdo aos ratos submetidos a 40% de RC
(MUZUMDAR et al., 2008).

A maioria das pesquisas que comprovam os beneficios da RC na composi¢ao
corporal foi desenvolvida em animais ou humanos, obesos e/ou idosos. Dessa forma, o
presente estudo foi o0 primeiro, em nosso conhecimento, a demonstrar que a RC previne o
ganho de massa corporal e adiposidade durante o DF. Assim, parece-nos que os cuidados
com a alimentacéo, quando ocorre o cessamento do exercicio fisico, sdo essenciais para a
manutencdo da massa corporea.

Pelo fato de os animais ndo serem obesos, e sim estarem propensos a obesidade,
devido as complicagcbes causadas pelo DF, nds escolhemos um protocolo de RC
relativamente brando (30% de RC), quando comparado com outros adotados na literatura
cientifica, que podem chegar até 60% de RC, segundo Cerqueira e Kowaltowski (2010). Isso
porque o objetivo era evitar o ganho de adiposidade, e ndo reduzir massa corpoérea, uma
vez que esses animais estavam magros, tendo em vista que tinham sido submetidos ao
protocolo de TF por oito semanas. Para comprovar este fato, estudo prévio realizado em
nosso laboratério demonstrou que oito semanas de TF foram capazes de reduzir a massa
adiposa em relacdo ao grupo sedentario. Além disso, o TF promoveu aumento da MLG e
reduziu o %G, quando comparado com animais que ndo praticaram exercicio algum
(MATOS-NETO, E.M. 2011). Contudo, observamos que os ratos do grupo DTRC foram os
anicos animais que perderam peso ao longo das seis Ultimas semanas de experimento
(figura 4 e 5). Até mesmo os animais do grupo TREIN, que estavam tendo gasto energético
elevado, por conta do TF, ganharam 4% da massa corporal inicial, ao longo das 6 ultimas
semanas do experimento. Baseados nesses resultados, podemos sugerir que o protocolo
adotado tenha sido relativamente severo para esses animais, ou seja, talvez 30% de RC
tenham sido mais do que suficiente para evitar o ganho de gordura corporal excessivo em

animais destreinados.
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Alguns autores destacam que a RC severa pode provocar alteragdes deletérias que
levam ao comprometimento da saude. Dessa maneira, quando adotada rigorosamente, a
RC pode ocasionar efeitos como: osteoporose, infertiidade, anemia, perda de massa
muscular e déficits neurolégicos (FONTANA e Klein, 2007; MERCKEN et al., 2011).

No presente estudo, para garantir que a ingestdo de nutrientes dos animais
submetidos a RC fosse compativel a daqueles que foram alimentados ad libtum — e também
para evitar a instalacdo de algum tipo de deficiéncia nutricional ndo intencional —, a racéo
oferecida aos animais do grupo DTRC foi modificada. Dessa forma, aumentamos a
gquantidade de alguns nutrientes proporcionalmente, conforme descrito por Pugh et al.
(1999). Portanto, garantimos que a quantidade de nutrientes ingerida por todos os animais
estava dentro das recomendag¢des do American Institute of Nutrition. Contudo, nenhuma
analise foi desenvolvida na perspectiva de investigar se o valor 30% de RC foi severo e,
talvez, comprometedor da saldde desses animais. Por isso, mais estudos sdo necessarios
para investigar qual protocolo de RC é o menos severo e, a0 mesmo tempo, seja capaz de
minimizar os efeitos do DT.

Curiosamente, os resultados do trabalho anteriormente realizado em nosso
laborat6rio e os resultados apresentados no presente estudo indicam que as semanas
iniciais sdo cruciais para o maior ganho de massa corporal promovido pelo DF. Portanto,
acreditamos que o percentual de RC possa ser adequado para cada periodo de DF,
possibilitando, assim, que houvesse ajuste gradual na oferta de racdo ao longo do tempo.
Desta maneira, evitar-se-ia uma severidade desnecesséria e, acreditamos, inviavel na
pratica clinica cotidiana.

O presente estudo demonstrou que, apesar de o protocolo de TF ter sido
predominantemente aerébio e de moderada intensidade, os animais do grupo TREIN
apresentaram maior percentual de MLG no final do experimento. Consonante com nossos
resultados, Matos-Neto (2011) encontrou que animais submetidos ao TF
predominantemente aerobio (corrida em esteira) apresentaram %MLG maior em relacdo aos
demais grupos. E possivel que adaptacées metabolicas adquiridas ao longo do TF possam
estar relacionadas com esses resultados. Modificagbes corporais, como aumento do
tamanho dos musculos e consequente retencdo de 4gua, aumento na densidade capilar,
aumento no contetdo de mioglobina, aumento no nimero e tamanho das mitocondrias e
suas enzimas oxidativas, sdo importantes — principalmente para fazer com que o organismo
consiga atender as demandas do exercicio fisico com mais facilidade e, portanto,
contribuindo para o aumento da massa livre de gordura desses animais (WILLIAMS, 2002).

Em contraste, verificamos o que DF foi capaz de promover reducédo no %MLG. Esses
resultados corroboram outras evidéncias cientificas. Pesquisa desenvolvida recentemente

em nosso laboratério constatou que animais, apés interromperem o TF, apresentaram
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reducdo na massa livre de gordura (MATOS-NETO, E.M. 2011). Em humanos, Petibois et al.
(2004) observaram que o DF foi capaz de reduzir a massa corporal magra de atletas de
endurance. Liu et al. (2008) constataram, em atletas de caiaque, que apenas 4 semanas de
DF resultaram no aumento da circunferéncia abdominal (+1,73 cm), associado com a
reducdo da massa corporal (1.075 g e IMC); esses autores especularam que o aumento da
circunferéncia abdominal, sem a elevacdo da massa corporal, ocorreu devido ao acumulo de
gordura durante o periodo de DF, associado a reducdo de massa muscular esquelética.

Apesar de essas observacdes serem comumente encontradas em trabalhados que
estudam modificacbes na composicao corporal durante o DF, os mecanismos moleculares
envolvidos nesse processo ainda sao pouco investigados. Entretanto, atualmente, vem
crescendo o0 numero de investigacdes sobre alteracdes no metabolismo proteico com a
obesidade. Nesse sentido, tendo em vista que a obesidade é frequentemente associada
com resisténcia a insulina, sugere-se o comprometimento da acdo anabdlica desse
horménio, afetando, assim, o metabolismo proteico (GUILLET et al., 2010). Baseado nisso,
pode-se concluir gue animais predispostos a obesidade apresentem menor massa muscular,
sendo associado com redugdo significativa na taxa da sintese proteica ou no
comprometimento da incorporacdo de aminoacidos para o tecido muscular (DUNN et al.,
1980; DURSCHLANG et al., 1983).

Possiveis mecanismos que explicariam esse processo sdo baseados na participacao
da insulina como reguladora do metabolismo proteico, através da via de uma proteina chave
na sintese proteica, conhecida como Alvo da Rapamicina em Mamiferos (nNTOR). Apoés a
ligacdo da insulina, o seu receptor sofre autofosforilagcdo em multiplos residuos de tirosina e
consequente fosforilacdo em tirosina de uma familia de substratos do receptor de insulina
(IRS). Uma vez ativada, a IRS modula a fosforilacdo da fosfatidilinositol 3-quinase (PI13K)
gue, por sua vez, induz a fosforilagdo da Akt, também conhecida como proteina quinase B.
A fosforilacdo da Akt indiretamente estimula a atividade da mTOR. A ativacdo dessa
proteina resultara na fosforilagdo de outras proteinas importantes na via da sintese proteica,
como 4-EBP1 e p70S6 quinase.

Com a finalidade de investigar o comprometimento dessa via de sintese proteica na
obesidade, Katta et al. (2009), utilizando ratos Zucker (animais geneticamente predispostos
a obesidade e a resisténcia a insulina), constataram que a ativacdo da via AKT-mTOR-
p70S6 quinase, em resposta a estimulagdo elétrica de alta frequéncia (HFES), foi
significativamente menor em relagdo a animais magros. Em camundongos induzidos a
obesidade através da dieta, também foi constatada reducdo no crescimento muscular em
animais submetidos & sobrecarga mecéanica. E importante ressaltar que a atenuacdo na
resposta de crescimento muscular, nos animais obesos, foi associada com redugdo na

ativacdo da Akt e na fosforilacdo da p70S6 quinase (SITNICK et al., 2009). Neste sentido, é
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importante destacar que resisténcia a insulina induzida pela obesidade poderia também
afetar o metabolismo proteico.

Em nosso estudo, ndo utilizamos nenhum modelo de obesidade. Contudo, a
literatura aponta que o DF promove rapido aumento da massa adiposa, indicando, portanto,
que esta condicdo pode constituir um estimulo para o desenvolvimento da obesidade
(SHEPARD et al.,, 2001). Ademais, vimos, no presente trabalho, que o DF promoveu
aumento de gordura corporal, acompanhado pela reducao na sensibilidade a insulina. Com
base nessas evidéncias, apesar de nao termos investigado a via Akt-mTOR-p70S6 quinase
na musculatura esquelética, é possivel que alteracBes no funcionamento normal dessa via
possam ter comprometido a sintese muscular, resultando no menor %MLG encontrado nos
animais destreinados. Portanto, mais estudos sdo necessarios para investigar o efeito do DF
no metabolismo proteico, principalmente sobre proteinas envolvidas na sintese muscular e
na resisténcia a insulina.

Em nosso estudo, verificamos que n&o houve diferenga na glicemia em jejum, bem
como na variacao relativa (A%) entre a oitava e décima terceira semana e, além disso,
vimos que a variacdo da glicose sanguinea, em todos 0s grupos experimentais, encontrou-
se dentro de uma faixa de normalidade (tabela 3). Entretanto, quando analisamos a ASC, do
OGTT, constatamos que o grupo DTRC apresentou reducéo significativa, em comparacao
aos grupos DT e SED, referente ao teste realizado na décima terceira semana. Resultado
semelhante foi encontrado quando calculamos o A% ASC da oitava e da décima terceira
semanas. Similarmente ao grupo DTRC, os animais que mantiveram o TF melhoraram a
sensibilidade a insulina em relagdo aos grupos DT e SED (figura 10). Com base nesses
resultados, podemos afirmar que o DF promoveu reducdo na sensibilidade a insulina e, em
contraste, a intervencao nutricional adotada neste periodo foi capaz de prevenir esse efeito;
e, ainda, seis semanas de RC foram capazes de promover aumento na sensibilidade desse
hormanio.

Conforme os nossos resultados, diversos estudos apontam reducéo na sensibilidade
a insulina no periodo de DF. Craig et al. (1991) verificaram que a captacéo e a oxidacao de
glicose em adipdcitos isolados de ratos permaneceram elevadas por 7 dias e declinaram
aos 14 e 21 dias ap6s o DF. Em outro estudo, apenas 10 dias de interrup¢do do TF foram
capazes de reduzir a sensibilidade desse hormdnio em sujeitos fisicamente ativos (KING et
al., 1988), bem como em atletas de endurance (ARCIERO et al., 1998). Adicionalmente, 6
dias de DF em corredores reduziram a a¢ao da insulina associada ao decréscimo nos niveis
da proteina transportadora de glicose no musculo esquelético (GLUT4) (VUKOVICH et al.,
1996). Em roedores, Kump & Booth (2005) relataram que dois dias de interrupcdo de

atividade fisica espontdnea promoveram diminuicdo no conteddo da proteina GLUT4, no
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musculo esquelético, além da reducéo na ativacao da via de sinalizacdo da insulina, através
da reducéo da fosforilagdo em tirosina do receptor de insulina (IR) e AKT.

Entretanto, na perspectiva de investigar possiveis medidas de intervencdo a serem
adotadas no periodo de interrupcdo do TF, verificamos que a RC foi efetiva na prevenc¢éo da
resisténcia da acao da insulina em ratos destreinados. Ja é bastante claro na literatura o
impacto da RC sobre a sensibilidade a acdo deste horménio, principalmente em modelos
experimentais como obesidade e envelhecimento. Com ratos idosos, 20 % de RC durante 8
meses reduziram a adiposidade visceral e a massa adiposa total; além disso, melhoraram a
sensibilidade a insulina, associada com aumento da concentracdo plasmatica de
adiponectina e redugéo nas concentracdes séricas de leptina (ESCRIVA et al., 2007). Zheng
et al. (2009), em estudo com ratos obesos Zucker, constataram que 20 semanas de 40% de
RC promoveram reducdo significante na massa corporal desses animais, acompanhada
pelo aumento na sensibilidade a insulina, em comparacao com ratos que foram mantidos no
consumo de ragéo ad libtum. Nesse sentido, nosso estudo foi o primeiro a demonstrar que a
adocdo da RC durante o periodo de DF melhora a sensibilidade a insulina, tornando a
adocdo dessa estratégia nutricional uma excelente medida de prevencdo nos efeitos
deletérios do destreinamento fisico.

Acreditamos que, apesar de o presente trabalho ter sido desenvolvido em ratos, 0s
resultados aqui encontrados podem beneficiar, também, os seres humanos. Muito se
conhece sobre os prejuizos, no metabolismo, bem como na composicdo corporal, em atletas
e praticantes de atividade fisica, ocasionados pelo DF. Esses efeitos podem prejudicar nédo
s6 a performance, através do aumento de gordura corporal e da reducao da MLG, mas
também a saude, pela perda da sensibilidade a insulina, por exemplo. Neste contexto,
Mitsuhashi et al. (2011) demonstraram que o DF aumenta o risco para sindrome metabdlica
em japoneses.

Dessa forma, acreditamos que a RC beneficiara aquelas pessoas que, por algum
motivo, precisam interromper a pratica de exercicio fisico, protegendo-se, principalmente, do
ganho repentino de gordura corporal, bem como da reducdo na sensibilidade a insulina.
Além disso, diversos estudos apontam os beneficios da RC na acdo da insulina em
humanos. Weiss et al. (2006) demonstraram que 20% de RC por 12 meses foram capazes
de aumentar o indice de sensibilidade a insulina em humanos com sobrepeso. Em outro
estudo, com obesos, sete meses de 30% de RC promoveram melhor acdo na sinalizagédo
desse horménio (AHMADI et al., 2011).

A fim de investigar o impacto do aumento no tecido adiposo causado pelo DF e a sua
relagdo com perda da sensibilidade a insulina, fizemos uma correlagéo entre a quantidade
de gordura corporal e ASC da décima terceira semana (figura 11): encontramos correlacdo

positiva e de moderada associacdo. Ou seja, quanto maior for depésito de gordura maior
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serd a perda de sensibilidade & insulina. Dessa forma, podemos sugerir que o DF promove o
aumento de gordura corporal, através de diversas alteragdes metabdlicas ja discutidas
anteriormente, enquanto que o aumento da adiposidade causa a reducdo na sensibilidade a
insulina.

Tendo em vista a participagdo do tecido adiposo como 6rgdo enddcrino e, nesse
aspecto, sua contribuicdo na homeostase glicémica e na resisténcia a insulina, tornou-se
necessario analisarmos concentragcdes séricas de citocinas e AGNE, bem como a expresséo
e a fosforilacdo de proteinas envolvidas na via de sinalizacéo da insulina e na inflamacgéo no
tecido adiposo EPI. Quando observamos os resultados referentes as concentracdes séricas
de leptina, AGNE, TNF-alfa e adiponectina, ndo encontramos diferencgas estatistica entre os
grupos TREIN, DT e SED. Entretanto, a RC foi capaz de promover reducao significativa nas
concentracdes de leptina e AGNE, quando comparado com os demais grupos. Além disso,
andlises realizadas pela técnica Western Blotting mostraram que a fosforilagdo da PKC8 no
residuo 538 da treonina foi estatisticamente maior no grupo DT quando comparado com o0s
grupos SED e TREIN; entretanto, o grupo DTRC foi estaticamente menor em relagdo ao
grupo DT. Adicionalmente, apesar de ndo ser encontrada diferenca estatistica, a média do
grupo DTRC na fosforilagdo da JNK e da IKK foi menor quando comparado ao grupo DT.

Ja é bastante clara a participacdo do tecido adiposo na resisténcia a acao da
insulina. Nesse aspecto, evidéncias cientificas demonstram que a deposicdo de
triacilgliceréis nas goticulas de lipidios leva a hipertrofia dos adipdcitos, podendo acarretar
maior sintese e liberacdo de adipocinas, caracterizando a condi¢do proé-inflamatéria (DE
FERRANTI e MOZAFFARIAN, 2008). Uma das principais adipocinas envolvidas na
resisténcia a acdo da insulina sintetizada pelo tecido adiposo é a TNF-alfa. Estudos
demonstram que a producdo excessiva dessa adipocina pelo TAB promove ativacdo de
duas outras proteinas inflamatdrias conhecidas como IKKB e JNK. Uma vez fosforiladas,
essas proteinas sdo capazes de promover a inibicdo da fosforilacdo em tirosina da IR e IRS-
1, promovendo a reduc¢do na sensibilidade a insulina.

Em nosso estudo, os valores séricos encontrados para TNF-alfa ndo diferiram entre
0s grupos. Contudo, ndo analisamos a expressao génica dessa citocina, no tecido adiposo,
para ver sua acdo na inflamacdo local. Portanto, apesar de verificarmos reducdo na
sensibilidade & insulina pelos animais do grupo DT, ndo é possivel afirmar a real
participacao da TNF-alfa na resisténcia a insulina no tecido adiposo EPI.

Contudo, evidéncias cientificas demonstram que concentracdes elevadas de AGNE
podem induzir resisténcia a insulina (BODEN et al.,1991; BODEN et al., 1997). Foi sugerido
gue AGNE pode causar reducao na sensibilidade desse horménio através da inibicdo de
proteinas envolvidas na sinalizacdo da insulina, que ocorre através da ativacao de algumas

proteinas inflamatérias (GRIFFIN et al., 1999). O aumento da gordura promove a maior
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liberagdo de AGNE para circulagcdo e o subsequente consumo desse substrato pelos
musculos, pelo figado ou pelo tecido adiposo. Todavia, se a maior liberacdo de acidos
graxos a partir de adipdcitos para a corrente sanguinea ndo for acompanhada de maior
utilizacdo destes, como substrato energético em outros tecidos, pode ocorrer acumulo
ectopico de triacilglicerdis (DELARUE e MAGNAN, 2007) ou também aumento na produgéo
de substratos intermediarios do metabolismo da gordura, como diacilgliceréis (DAG) e
ceramidas e 4cido fosfatidico. O acumulo desses substratos pode ativar algumas proteinas
inflamatérias e afetar negativamente a acdo da insulina. Alguns estudos, realizados na
tentativa de elucidar o papel dos AGNE e seus substratos na resisténcia a insulina,
mostraram que os AGNE, diretamente ou através de seus intermediarios metabdlicos, como
DAG, &cido fosfatidico e ceramidas, foram capazes de ativar a proteina serina quinase
PKCB8, que tornou-se fosforilada no residuo treonina. Uma vez fosforilada nesse residuo, a
PKC promove ativagdo da JNK e da IKK. Em conjunto, essas proteinas, associadas com a
IRS-1, promoverdo sua fosforilagdo em serina, seja em humanos ou em animais,
comprometendo, por fim, a agéo da insulina (GREENE et al., 2003; GUAL et al., 2005; GAO
et al., 2004; SCHENK et al., 2008).

Em nosso estudo, observamos que o DF foi capaz de promover aumento na
fosforilagdo da PKCB no residuo treonina. Contudo, ndo encontrarmos diferencas entre a
concentracdo sérica de AGL nos grupos DT, TREIN e SED; entretanto, ndo analisamos
nenhum tipo de substrato intermediario do metabolismo dos lipidios. Por isso, especulamos
gque o aumento de algum metabdlito de &acidos graxos possa ter promovido maior
fosforilagdo da PKC, desencadeando uma cascata de fosforilagdo de proteinas
inflamatdrias, resultando no comprometimento da a¢éo da insulina encontrado nos animais
DT.

Em nosso conhecimento, nhenhum estudo na literatura foi designado na tentativa de
elucidar as vias moleculares envolvidas na resisténcia a acdo da insulina durante o DF,
tornando dificil a comparacdo dos nossos resultados com outros trabalhos. Contudo, um
recente estudo, desenvolvido em nosso laboratério, que investigou os mesmos paradigmas
do nosso trabalho, encontrou aumento na fosforilagdo da proteina PKCBO nos animais
destreinados, em comparacdo ao grupo que continuou o programa de treinamento fisico.
Entretanto, diferentemente dos nossos resultados, 0s animais destreinados nao
apresentaram reducdo na sensibilidade a acdo da insulina. Portanto, mais estudos com
objetivo de investigar as vias inflamatérias envolvidas no DF sdo necessarios para elucidar o
papel dessas vias moleculares apds a interrupgéo do treinamento fisico.

Surpreendentemente, verificamos que a RC foi capaz de reduzir a fosforilacdo da

PKCBH e, além disso, apesar de néo ter sido encontrada diferenca estatistica, observamos



64

que essa intervencdo nutricional apresentou menor meédia na fosforilagdo de outras
proteinas inflamatdrias, como JNK e IKK, no tecido adiposo EPI de ratos destreinados.

A participacdo da proteina PKCB no desenvolvimento da resisténcia a insulina vem
sendo mostrada através de estudos desenvolvidos em camundongos knockout. Cinco horas
apés uma infusdo de lipidios, foi observada reducdo na absorcdo de glicose em,
aproximadamente, 50% dos camundongos selvagens estudos. Em contraste, nenhuma
alteracdo foi encontrada na absorcédo de glicose pelo musculo em camundongos knockout
para PKCB, mostrando que a resisténcia a acdo da insulina, induzida pelo excesso de
gordura, pode ser prevenida com a inativacdo da PKCB (KIM et al., 2004).

Baseando-nos nessas informagfes, podemos sustentar que a redugdo na
fosforilagdo em serina da PKCO, ocasionada pela RC, foi fundamental para preservar a
sensibilidade a insulina de animais do grupo DTRC. Além disso, com base nos
conhecimentos construidos pela literatura cientifica, sugerimos que a redugcdo na
concentracdo de AGNE encontrada nos animais DTRC tenha sido o principal mecanismo
envolvido na reducéo da fosforilagdo dessa proteina.

Diversos estudos tém, consistentemente, mostrado que a RC, sem desnutri¢do,
aumenta a qualidade de vida de diferentes espécies, como leveduras, peixes e roedores
(MASORO 2000, WEINDRUCH E SOHAL 1997). Mdltiplos mecanismos s@o responsaveis
pelos efeitos mediados pela RC, incluindo reducdo de radicais livres, melhora da
sensibilidade a insulina e diminuigdo da inflamacao (FONTANA e KLEIN 2007). Além disso,
evidéncias cientificas relatam que a perda de peso induzida pela RC reduz a infiltracao e a
ativacdo de macrofagos no tecido adiposo e, consequentemente, reduz a diminuicdo na
inflamacado sistémica. A reducao nos marcadores inflamatérios mediados pela perda de
peso, em virtude da RC, esta relacionada também com a melhora na sensibilidade a insulina
e com as concentracdes séricas de adipocinas (FONTANA et al., 2009). Ao encontro com
esses resultados, Criséstomo et al. (2010) demonstraram que dois meses de 50% de RC,
em ratos diabéticos, foram capazes de melhorar a sensibilidade a insulina desses animais.
Além disso, os niveis de concentracdo da SAPK/JINK fosforiladas foram reduzidos com a
RC.

Ainda no contexto da inflamag&do, nossos dados mostraram que o0s animais
submetidos a RC foram os Unicos a apresentarem redugdo na concentragdo sérica de
leptina, indo ao encontro de demais trabalhos na literatura (SHIMOKAWA e HIGAMI. 1999;
HIGAMI et al.,, 2003; SPEAKMAN e MITCHELL 2012). Os mecanismos pelos quais as
mudancas induzidas pela RC influenciam as concentracdes de adipocinas permanecem
obscuros, mas as evidéncias experimentais encontradas até aqui indicam que as alteracdes
nas concentracdes de leptina dependem predominantemente de reducdes no tamanho dos

adipocitos (MIYAZAKI et al.,, 2010). Portanto, supomos que a reducdo no volume de



65

adipdcitos ocorrida no grupo DTRC justifique as menores concentracdes séricas de leptina
entre estes animais.

Apesar de a musculatura esquelética ser o principal consumidor de glicose
dependente da acéo da insulina, estudo com camundongos knockout para o receptor deste
hormdnio no musculo demonstrou que esses animais apresentaram aumento na massa
adiposa, na concentracdo sérica de triacilglicerdis e nos AGNE. Entretanto, a glicemia, a
concentracd@o sérica de insulina e a tolerancia a glicose mantiveram-se normais (BRUNING
et al., 1998). Por outro lado, animais knockout para o transportador de glicose GLUT4 no
tecido adiposo apresentaram intolerancia a glicose e hiperinsulinemia; demonstrando,
portanto, o papel crucial do tecido adiposo na regula¢do do metabolismo (ABEL et al., 2001).

Tendo em vista os resultados encontrados em nosso trabalho, demonstrando a
reducdo na sensibilidade a insulina nos animais DT, a melhora da agdo desse hormonio em
ratos do grupo DTRC e, paralelamente, os pressupostos adquiridos na literatura cientifica,
no qual destaca-se a participacdo do tecido adiposo no quadro de resisténcia a acdo da
insulina, achamos de fundamental importancia investigar uma proteina nodal envolvida na
sinalizag@o desse hormoénio no TAB periepididimal.

Uma via que merece destaque no transporte de glicose estimulado pela insulina é a
fosfatidilinositol 3-quinase/Proteina quinase B (PI3-K/Akt). Como resultado da ativacdo da
PI3-K, ocorre fosforilagdo de uma proteina quinase denominada Akt que, dentre outras
funcdes, participa diretamente do transporte de glicose dependente de insulina (KATOME et
al., 2003). Portanto, decidimos investigar a fosforilagdo da Akt no tecido adiposo, a fim de
investigar se alguma alteracdo nessa via estaria comprometendo a captacdo normal da
glicose no tecido adiposo.

Apesar de ndo ser estatisticamente significativo (p = 0,08), observamos que 0 grupo
DT apresentou menor expressdo da fosforilagdo da Akt, quando comparado ao grupo
TREIN, sendo condizente com os resultados, j& aqui demonstrados, da redugdo na
sensibilidade a ac¢éo da insulina através do teste de OGTT e fosforilagdo em serina da
PKCB8. Outros trabalhos na literatura também demonstram resultados semelhantes. Kump e
Booth (2005) observaram que a interrupcdo do TF € acompanhada por diminuigcdo da
expressao do receptor de insulina (IR), da fosforilacdo em tirosina do IR, da fosforilacdo da
Akt e da concentragdo de GLUT-4, ap0Os estimulo com insulina em musculo esquelético.
Baseados nos nossos resultados, acreditamos que o aumento na fosforilagcdo em serina da
PKC8, acompanhado pela menor fosforilagdo na proteina Akt no tecido adiposo EPI, foram
0s principais fatores que levaram os animais dos grupos DT a apresentarem menor
sensibilidade a ac¢éo insulina do que os animais do grupo TREIN.

Entretanto, apesar de o grupo DTRC apresentar aumento na sensibilidade a insulina

e menor expressao de proteinas inflamatérias no TAB em relacédo ao grupo DT, observamos
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menor fosforilagdo da Akt nos animais submetidos a RC. Uma vez fosforilada, a Akt
promove diferentes ag¢bes metabdlicas no tecido adiposo, no musculo e no figado.
Especificamente no tecido adiposo, essa proteina inicia ages no metabolismo, como
aumento na captagdo de glicose e na sintese proteica e, além disso, aumento na
lipogénese. Em contraste, a fosforilacdo da Akt nesse tecido resulta na reducgéo da lipdlise
(CAPURSO e CAPURSO 2012).

Por outro lado, a RC promove reduc¢do no tamanho dos adipdcitos, consequente da
reducao do conteudo de triacilglicerol (TGL) nas células adiposas. Os TGL sao mobilizados
no TAB através de um processo lipolitico, gerando AGNE e glicerol para circulacdo. Numa
situacdo de balango energético negativo, os AGNE servem de substrato energético para os
musculos esqueléticos, o figado e o miocardio (ROSSMEISLOVA et al., 2012). Sendo
assim, podemos perceber que, em uma situacdo de déficit calérico, o tecido adiposo passa
a ter papel de fornecedor de energia para a manutengcdo saudavel de outros 6rgéos.
Portanto, a redugdo na fosforilacdo da Akt, no tecido adiposo, e, com isso, 0 aumento da
lipdlise e a reducédo da lipogénese sdo adaptagfes naturais e essenciais para sobrevivéncia
durante a situagédo de RC. Além disso, esse mecanismo explica a redugdo na concentracao
de AGL encontrado no grupo DTRC.

No entanto, a literatura aponta que a RC pode aumentar a sensibilidade a insulina e
a captacdo de glicose, através do aumento da fosforilagdo da Akt na musculatura
esquelética (SHARMA et al., 2011). Sendo assim, é provavel que o efeito da RC na
fosforilagéo da Akt seja tecido-dependente.

Esses dados, analisados em conjunto, indicam que o DF promove severas
alteracdes celulares e metabdlicas, promovendo um quadro de inflamacgéo crénica bastante
similar aquelas encontradas em patologias, tais como, obesidade e diabetes tipo 2, entre
outras, e que o TAB visceral tem papel fundamental nesse processo. Interessantemente, a
estratégia de RC foi efetiva em prevenir estes efeitos adversos, constituindo-se, portanto,

uma importante ferramenta nutricional que podera ser adotada em situacdes de DF.
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8. CONCLUSAO

Baseando-nos nos resultados encontrados no presente trabalho, podemos concluir
que o destreinamento fisico, quando acompanhado com consumo de ragdo ad libtum,
promoveu rapido aumento de massa corporal e adiposidade, levando a redugédo na
sensibilidade a insulina. Além disso, o DF representou uma condi¢do inflamatdria, através
do aumento da expressao da fosforilagdo em serina da PKCB, no tecido adiposo epididimal,
e do aumento da concentracao sérica de leptina.

Por outro lado, a RC foi capaz de prevenir os efeitos deletérios ocasionados pela
interrupcdo do treinamento fisico. Nesse patrticular, a intervencdo nutricional aqui adotada
evitou o ganho de peso, além de reduzir os estogues de gordura corporal. Ademais, a
restricdo energética aumentou a sensibilidade a insulina e reduziu os marcadores
inflamatorios de ratos destreinados.

Com bases nesses achados, sugerimos que novos estudos sobre o tema analisem
outros tecidos e/ou 6rgaos, além de outros coxins adiposos; analisando, também, outras
situacdes experimentais, como diferentes percentuais de RC, bem como o tempo necessario
a ser adotado nessa intervencao nutricional, visto a dificuldade de se manter uma dieta com
baixa ingestao energética por longo tempo.

Por fim, acreditamos que os cuidados nutricionais adotados apés a cessacao do TF
sejam de fundamental importancia para prevenir os efeitos deletérios do destreinamento

fisico.
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Oficio CEUA/FCF/38/201 1

CERTIFICADO

A Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Ciéncias.
Farmacéuticas . da Universidade de Sao Paulo Certifica que o Projeto
‘Efeito da suplementag¢@o com leucina sobre a expressao de genes
e proteinas envolvidas na via da mTOR em ratos destreinados
submetidos a restricdo calérica” (Protocolo CEUA/FCF/311), de
responsabilidade dos pesquisadores Jodo Alfredo Bolivar Pedroso e
Luciana Sigueta Nishimura sob a orientacdo da Prof. Dr. Julio Orlando
Tirapegui Toledo, esta de acordo com as normas do Conselho Nacional
de Controle de Experimentacdo Animal - CONCEA e foi APROVADO em

reuniao de 04 de abril de 2011.

Sao Paulo, 07 de abril de 2011.
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