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Resumo

AQUINO-JUNIOR, J.C.J Efeitos do treinamento fisico aerébico concomitante a
restricdo calérica no perfil de miocinas. 2021 [Tese (Doutorado em Biologia de
Sistemas)] - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Séo Paulo; 2021.

Atualmente, as pessoas buscam a pratica regular de exercicios e habitos alimentares
saudaveis. Contudo, a motivacdo para a adocao desse estilo de vida costuma ocorrer
por fatores estéticos, o que colabora para o desenvolvimento de distlrbios
alimentares. O exercicio fisico € capaz de fazer com que os diferentes tecidos do
corpo secretem uma gama de moléculas, chamadas coletivamente de exercinas. Em
contrapartida, grande parte dessas pessoas adota a restricao calorica de 20 até 40%
do consumo energético habitual. O presente estudo investigou a possivel influéncia
desta conduta nutricional sob as exercinas em um modelo experimental eutréfico
submetido ao exercicio. Foram utilizados 48 Camundongos C57BI/6, machos, com 7
semanas, 18-22 gramas, e divididos em 4 grupos (n=12): Controle (C), sem restricdo
calorica e sedentario; Grupo Exercicio (EX), submetido ao treinamento fisico, e sem
restricdo caldrica; Grupo Restricdo Caldrica (CR), submetido ao protocolo de restricao
calorica e sedentario; Grupo Exercicio e Restricdo Calorica (EX + CR), submetido a
ambos os protocolos. Através dos dados obtidos, pode-se constatar que o0 exercicio
fisico e a restricdo caldrica somados ou ndo, sdo capazes de proporcionar alteracoes
nas exercinas. A utilizacdo dos dois protocolos somados nao foi capaz de proporcionar
beneficios relativos ao metabolismo da glicose, ao passo que o treinamento fisico feito
de maneira isolada conseguiu proporcionar modificacbes na utilizacdo desse
substrato energético durante o repouso. Através dos achados, pudemos concluir que
o exercico fisico aumentou IL-10 no tecido adiposo subcutaneo, MCP 1 e IL 6 no
musculo estriado esquelético. A restricdo calérica aumentou IL =18, IL 1ra e MCP 1
no tecido adiposo. Quando ambas estratégias sdo adotadas em conjunto ha um
aumento MCP-1 no tecido adiposo e hepatico, IL-6 no tecido adiposo, além de TNFa

no tecido adiposo e no muasculo.

Palavras-chave: Treinamento fisico, Citocinas, Restricdo calérica, Exercina.



Abstract

AQUINO-JUNIOR, J.C.J Effects of aerobic exercise training concomitant with caloric
restriction on the myokine profile. 2021 [Phd Tesis (System Biology Program)] S&o
Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo; 2021.

Currently, people seek regular exercise and healthy eating habits. However, the
motivation for adopting this lifestyle is usually due to aesthetic factors, which
contributes to the development of eating disorders. Physical exercise can promote
causing different tissues in the body to secrete a range of molecules, collectively called
exercins. On the other hand, most of these people adopt caloric restriction of 20 to
40% of their usual energy consumption. The present study investigated the possible
influence of this nutritional behavior on exercise in a eutrophic experimental model
submitted to exercise. Forty-eight male C57BI/6 mice, aged 7 weeks, 18-22 grams,
were used and divided into 4 groups (n=12): Control (C), without caloric restriction and
sedentary; Exercise Group (EX), submitted to physical training, and without caloric
restriction; Calorie Restriction Group (CR), submitted to the caloric restriction and
sedentary protocol; Exercise and Caloric Restriction Group (EX + CR), submitted to
both protocols. Through the data obtained, it can be seen that physical exercise and
caloric restriction, added or not, are able of providing changes in exercise. The use of
the two protocols together was not able to provide benefits related to glucose
metabolism, while physical training alone was able to provide modifications in the use
of the energetic substrate during rest. Through the findings, we could conclude that
physical exercise increased IL-10 in subcutaneous adipose tissue, MCP-1 and IL-6 in
muscle. Calorie restriction increased IL-13, IL-1ra and MCP-1 in adipose tissue. When
both strategies are adopted together, there is an increase in MCP-1 in adipose tissue

and liver, IL-6 in adipose tissue, and TNFa in adipose tissue and muscle.

Keywords: Physical training, Cytokines, Calorie restriction, Exercine.
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1 INTRODUCAO

O sedentarismo € um importante fator de risco para o desenvolvimento da
obesidade, e de Doencas Crbénicas Nao Transmissiveis (DCNT), evidentemente,
também influencia na qualidade de vida durante o envelhecimento, e até na reducgéo
da expectativa de vida. A pratica regular de exercicios tem sido recomendada, e
utilizada nao so6 visando o aumento da longevidade, mas o tratamento de doengas (1,
2)

N&o se deve considerar apenas a diminuicdo da atividade fisica como fator
Unico e isolado para o desenvolvimento do sobrepeso e obesidade. De maneira geral,
os fatores que podem influenciar o balanco energético positivo cronico e
subsequentemente causar a obesidade podem estar relacionados com quatro
variaveis basicas, sendo elas o consumo energético, o metabolismo e o0 gasto
energético, e por fim, a atividade fisica (3).

Fatores individuais como caracteristicas socioculturais, conhecimento, habitos
alimentares, qualidade do sono, entre outros, podem influenciar o consumo
energético/alimentar. Ao que concerne 0 metabolismo e o gasto energético, podemos
citar o envelhecimento, variaveis relacionadas ao género, fatores genéticos e
epigenéticos, microbiota e até mesmo medicamentos. Por fim, se tratando da
diminuicdo da atividade fisica e sedentarismo, os fatores socioculturais também estao
presentes, além barreiras emocionais, fadiga crénica, baixo nivel de aptidao fisica,
dores musculares, etc (2, 3)

Em outras palavras, o estilo de vida moderno costuma ser um dos culpados
para o atual cenario pandémico de obesidade e até mesmo de DCNT’s (1).

Analisando a carga global de individuos com sobrepeso e obesidade em 2005,
bem como a velocidade de crescimento dessas popula¢des ao longo dos anos e em
todo o mundo, além dos desafios implicitos (ex. saude publica, fatores econémicos e
ambientais), caso nada seja feito, ha uma expectativa de que para 2030 cerca de
57,8% da populacdo mundial seja obesa (4).

Se por um lado temos uma preocupac¢do com o crescimento das populacdes
com sobrepeso e obesidade, e que tal problematica gera esforcos para o
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas com embasamento cientifico,
seja através do estimulo da préatica regular de exercicios fisicos, abordagens

nutricionais, cirargicas e farmacoldgicas; ha o outro lado da moeda, pois sabemos de
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uma crescente preocupacao de outra parcela da populacdo em aderir a praticas nada
convencionais, tidas como “saudaveis”, mas que nido sdo, e que visam a perda de
peso a qualquer custo, além do ganho de massa muscular (5, 6)

Sao varias as motivacdes, mas principalmente estéticas, que fazem com que
uma pessoa tida como saudavel, ou seja, que se encontra em estado de eutrofia,
acabe aderindo a abordagens nutricionais e de treinamento que foram pesquisadas
e/ou desenvolvidas para individuos que realmente necessitam emagrecer.

A obsessdo pelo corpo perfeito tem sido associada com caracteristicas
estéticas e de aceitacdo social, fazendo com que as pessoas adotem um “estilo de
vida” que visa a busca pelo corpo perfeito, composto basicamente por um baixo
percentual de gordura, ignorando as recomendac¢des de saude para o género, idade
e fatores pessoais; aléem de uma massa muscular pronunciadamente hipertrofiada (5,
7).

Essas pessoas que até entdo eram tidas como saudaveis levando em
consideracdo a massa corporal para a estatura, e que séo classificadas como
eutroficas, muitas vezes acabam adotando estratégias nutricionais de maneira
arbitraria e sem fundamento visando a diminuicdo da massa corporal total, reducéo
dos percentuais de gordura e aumento da massa muscular. Lembrando que essas
estratégias costumam ser adotadas sem a real indicacdo para seu quadro, tal fato
colabora para o desenvolvimento de uma série de desordens alimentares e
comportamentos que colocam em risco a integridade da saude (5, 8, 9).

As desordens alimentares tém aumentado de maneira rapida, especialmente
entre mulheres jovens, por volta dos 20 anos. Esses comportamentos costumam ter
em sua natureza motivacdes estéticas. Um fator significativo para o desenvolvimento
dessas condi¢cdes sdo os padrdes impostos pelas midias sociais, onde os ideais de
beleza costumam ser irreais (5).

Do ponto de vista populacional e levando em consideracdo as desordens
alimentares, temos que 16% das pessoas do publico de risco costumam apresentar
alimentacao excessiva, 20% tém habitos purgativos (inducdo de vémitos) e outros
61% costumam fazer restricdo alimentar sem orientacao profissional (5).

Segundo Homan (2010), dois principais ideais de beleza existem, o primeiro
deles seria 0 de pessoas com o porte atlético, ou seja com a musculatura desenvolvida
e com habitos que poderiam ser classificados como compulsérios por exercicios

fisicos. O segundo, seria o ideal de corpo magro, tendo por objetivo a reducdo da



17

massa corporal a qualquer custo, sem levar em consideragdo a integridade dos
tecidos organicos e da saude (8).

1.1 Estilo de vida sedentéario versus fisicamente ativo

O corpo humano foi feito para se movimentar, no passado, 0S NnOSsSOS
ancestrais tinham que se mover para cacgar, coletar frutas e cultivar alimentos.(10)
Estima-se que o gasto energético de coletores e cacadores durante as suas
respectivas atividades e que viviam na era paleolitica, fosse em torno de 1000 até
1500 calorias durante 3 até 4 horas de atividades fisicas vigorosas(10, 11).

Entretanto, desde a revolucdo industrial, tem sido comum e constante a
diminuicdo da atividade fisica rotineira, uma vez que muitos dos trabalhos que antes
eram feitos manualmente, agora s&o executados por maquinas. E estimado que na
década de 60, pelo menos metade dos trabalhos da industria privada precisavam de
atividades fisicas de intensidade moderada, ao passo que atualmente menos de 20%
tem o mesmo requerimento

O estilo de vida moderno e o desenvolvimento de novas tecnologias, somado
a sistemas de transporte dependentes de motores e maquinas colaboram para a
diminuicdo na demanda de atividades fisicas que possuem custo energético, tanto na
rotina de trabalho das pessoas quanto nas atividades domésticas.(10)

Se formos analisar a etimologia da palavra “sedentario”, chegamos ao termo
“sedere” que em Latim significa “sentado”. Em termos praticos, podemos definir o
sedentarismo por comportamentos caracterizados pelo minimo de movimentos e pelo
baixo custo energético. E bem estabelecida a relacdo entre o comportamento
sedentario e consequéncias deletérias a saude, havendo um baixo gasto energético,
comumente causado por condicbes em que as pessoas passam muito tempo
sentadas em sua rotina diaria. Dentro desse contexto, as taxas de equivalentes
metabdlicos (MET) podem ser utilizadas para exemplificar o baixo gasto energético,
por exemplo, uma corrida é capaz de gastar cerca de 8 METSs, ao passo que uma
caminhada com uma passada moderada pode gastar por volta de 3 até 4 METSs, ja o
comportamento sedentario € geralmente definido por condicbes em que o gasto é
menor do 1,5 METs (12).

Os METs séao multiplos equivalentes a energia suficiente para uma pessoa se
manter em repouso, a sua representacdo na literatura se da pelo consumo de oxigénio

(VO2) de aproximadamente 3,5 mil/kg/min. (12)
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Quando mencionamos que a corrida gasta cerca de 8 METS, isso quer dizer
qgue esse exercicio implica em um gasto calorico oito vezes maior que o que vigora
em repouso.

O sedentarismo é um tipo de doenca, de causa social, que pode ser
influenciado por interagdes entre as pessoas, como por exemplo as decorrentes dos
relacionamentos entre familiares, amizades, entre outros. Essas interacdes séo téao
importantes que se uma pessoa aumentar a sua massa corporal total em um periodo,
h& cerca de 171% de chances de seus amigos aumentarem a sua massa corporal
total (13)

Levando em consideracdo a importancia dos habitos e estilo de vida, mais
precisamente das consequéncias causadas pelo sedentarismo e a inatividade fisica,
sugere-se o conceito de “diseasome of physical inactivity”, ou em outras palavras, o
mal causado pela inatividade fisica, onde o sedentarismo seria um ponto gatilho capaz
de desencadear uma série de mudancas biologicas que corroboram para o
desenvolvimento de uma ampla gama de doencas, como por exemplo a Diabetes
Mellitus do Tipo 2, doencas cardiovasculares, cancer de coélon, cancer de mama pos-
menopausa, deméncia e depressdo.(13)

Em contrapartida, a pratica regular de exercicios fisicos tem sido associada
com inumeros beneficios a saude fisica e mental de homens e mulheres, nas mais
diferentes faixas etarias e condi¢des. As taxas de mortalidade costumam diminuir em
populacdes que fazem exercicios fisicos regularmente, dessa forma é correto
afirmarmos que o estilo de vida fisicamente ativo colabora para a diminui¢do no risco
do desenvolvimento de doencas cardiovasculares, infartos, diabetes e das multiplas
formas de céancer.

Adicionalmente, o estilo de vida fisicamente ativo € capaz de colaborar para a
diminuicdo da pressao arterial, melhorar o perfil de lipoproteinas e diminuir as
guantidades de proteina C reativa (marcador de inflamacéo), aumentar a sensibilidade
a insulina, e controlar a massa corporal. (11)

Recomenda-se com que adultos saudaveis pratiquem ao menos 150 minutos
de exercicios de intensidade moderada por semana, ou 75 minutos de exercicio
intenso no mesmo periodo. Para beneficios adicionais, pode-se recomendar 300
minutos de exercicios de intensidade moderada ou 150 minutos de alta intensidade.
Outro ponto importante a ser considerado, € a correta e constante avaliacdo do nivel

de aptidao fisica de cada individuo (14).
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A intensidade do exercicio pode ser definida de diferentes formas, a depender
do tipo de exercicio que estd sendo praticado ou até mesmo da disponibilidade de
instrumentos capazes de coletar dados fidedignos dos praticantes. Os exercicios de
resisténcia ou aerébicos, como também sdo conhecidos, tém por caracteristica a
contracdo ritmica de grandes grupos musculares por longos periodos. Em
contrapartida, os exercicios resistidos costumam ser conhecidos como exercicios de
forca, e habitualmente empregam em sua préatica a utilizagcdo de pesos, anilhas,
halteres e elasticos (15).

Como mencionado a definicdo da intensidade pode ser determinada de
diferentes formas, no caso dos exercicios de resisténcia pode-se mensurar a taxa de
batimentos cardiacos, escala subjetiva de esfor¢o, ou até mesmo do gasto energético
através dos METs. Se tratando do exercicio resistido, € comum a utilizacdo de uma
repeticdo maxima (14).

As diferentes modalidades esportivas e tipos de exercicios fisicos séo capazes
de atuar promovendo um estresse fisiologico ao organismo, fazendo com que 0s
tecidos se adaptem a carga de trabalho imposta. Podemos exemplificar os exercicios
de forca que comumente proporcionam aumento da forca muscular em razdo da
hipertrofia deste tecido ou até mesmo em decorréncia de adaptacdes
neuromusculares. Por outro lado, os exercicios de resisténcia costumam ser
associados a adaptacdes cardiovasculares e musculoesqueléticas que aumentam a
capacidade de trabalho fisico, aléem de adaptacfes relacionadas a biogénese
mitocondrial, densidade capilar, e na habilidade de transporte de oxigénio para a

geracao de energia (15)

Diabetes do tipo 2

Doengas
cardiovasculares

Cancer de mama

Depressdo

Cancer de cdlon

Deméncia

Figura 1 - O mal da inatividade fisica .

O mal da inatividade fisica sendo capaz de causar diabetes tipo 2, doencas cardiovasculares,
depressao, deméncia, cancer de colon e cancer de mama em mulheres p6s-menopausa. Adaptado de
B. Pedersen 2009
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Uma das consequéncias mais proeminentes do sedentarismo é o aumento da
massa corporal e do percentual de gordura, que se da em razdo do consumo
energético aumentado em relacdo ao gasto de calorias. No passado, os individuos
gue fossem capazes de estocar 0 excesso de energia nos raros momentos de fartura
poderiam ter mais chances de sobreviver durante momentos de escassez (16)

Historicamente o tecido adiposo tem sido dividido em tecido adiposo branco e
marrom, havendo diferengas funcionais entre eles. Se tratando do tecido adiposo
marrom, sabe-se da sua relevancia para mamiferos neonatos e até mesmo para
animais que hibernam, pois esse tipo de tecido é capaz de atuar na geracao de
calor.(17-19)

O tecido adiposo branco € um importante reservatorio energético, sendo capaz
de estocar o excesso de energia consumida através da alimentacdo na forma de
triacilglicerol. Entretanto, acreditava-se que a funcéo deste tecido se limitava ao
armazenamento de energia, contudo, atualmente, é sabido sobre a sua capacidade
de secretar uma ampla gama de proteinas e peptidios com as mais variadas funcdes
enddcrinas (20)

O tecido adiposo branco estoca 0 excesso de energia proveniente da dieta na
forma de triacilglicerol no interior das células adiposas (adipdcitos), estando
amplamente distribuido por varias regides do corpo (18).

Se tratando da composicdo corporal de individuos saudaveis e tidos como
magros, o tecido adiposo costuma compreender cerca de 10 a 20% da massa corporal
total, podendo haver diferencgas entre género e idade. Ja no caso de individuos obesos
essa quantidade pode aumentar para mais de 40% até 70% da massa corporal
total.(17, 18)
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Tecido adiposo
pulmonar

Tecido adiposo

periadvencial Tecido adiposo

epicardico

Tecido adiposo

Tecido adiposo
subcutaneo

perirenal

Tecido adiposo na
medula dssea

Tecido adiposo
visceral

Figura 2 - Distribuicdo de tecido adiposo branco.

O tecido adiposo branco é principalmente encontrado na regido subcutanea e visceral. Sob condicbes
de obesidade, esse tecido se expande por todo o corpo. Entre 0s lugares mais comuns para o acumulo
temos o coracgdo, os rins, e a adventicia das vias sanguineas. Adaptado de N.Ouchi, J. Parker, J. Lugus
e K. Walsh 2011

Os adipdcitos do tecido adiposo branco sdo caracterizados por possuirem uma
grande goticula de gordura (unilocular) em seu interior, e seu funcionamento como
reservatorio energético é bastante eficiente. Considerando que cada grama de lipidio
€ capaz de fornecer 9 calorias, ao passo que carboidratos e proteinas fornecerem
apenas 4 calorias por grama. O fato de o excesso de energia ser estocado na forma
de triacilglicerol confere a esse tecido uma grande densidade energética. O
mecanismo de armazenamento energético nessas ceélulas é bastante eficiente, sendo
gue a liberacdo de energia por parte desse tecido ocorre em condi¢des especificas,
como ao longo do exercicio fisico ou até mesmo em ocasifes em que h& a diminuicao
na oferta de calorias através da alimentacédo (11, 21-23).

O aumento do tecido adiposo subcutaneo tem pouca ou nenhuma relacédo no
desenvolvimento de doencgas crénicas nao transmissiveis (DNCT), inclusive esse
tecido € capaz de atuar na protecdo contra essas condi¢cdes. Em contrapartida, ha
fortes evidéncias de que o aumento do tecido adiposo visceral e até mesmo no figado

podem colaborar para o surgimento ou agravamento de DCNT’s (18)
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Sabemos que a inatividade fisica ou sedentarismo colaboram para o aumento
da adiposidade abdominal, sobretudo aumento da gordura visceral, essa condi¢cao
implica na mobilizacdo de células do sistema imune e a consequente infiltracdo de
macrofagos. Como resultado, h4 uma inflamacé&o crbénica de baixo grau que leva a
resisténcia a insulina, aterosclerose, neuro degeneracao e crescimento tumoral; todas
essas condi¢cdes desencadeiam doencas como a diabetes do tipo 2, doencas
cardiovasculares, depresséo, deméncia, cancer de colon e de mama. (13).

Sedentarismo

Adiposidade abdominal

Infiltragdo de macrafagos na gordura visceral

Inflamagdo Crénica Sistémica

Resisténcia a Insulina, aterosclerose, neuro degeneragao, crescimento tumoral

Diabetes do tipo 2

Doengas
cardiovasculares

Cancer de mama

Depressdo

Céncer de célon

Deméncia

Figura 3 - Hipétese da inatividade fisica como desencadeador de Doencas Crbnicas Nao
Transmissiveis.

A inatividade fisica e o sendentarismo levam ao acumulo de gordura visceral e consequentemente a
ativacdo e aumento da inflamacdo, que promove a resisténcia a insulina, aterosclerose, neuro
degeneracao, crescimento tumoral. Adaptado de B. Pedersen 2009

Se por um lado temos que o sedentarismo colabora para o aumento da
adiposidade, diminuicdo da qualidade de vida e saude, por outro lado temos que o
exercicio fisico pode atuar contra esses fatores.

Como mencionado, os adipécitos estocam o0 excesso de energia na forma de
triacilglicerois dentro de uma goticula lipidica unilocular composta por um nucleo de
triacilglicerol circundado por fosfolipidios e proteinas associadas, tais como proteinas

estruturais e coativadores.
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O processo de lipolise, ou quebra de gordura, consiste na hidrélise destas
moléculas que passam sequencialmente de triacilglicerol para diacilglicerol,
monoacilglicerol, e por fim, &cidos graxos e glicerol. Ao submetermos o corpo a
situacdes desafiadoras para a homeostase energética, como por exemplo o exercicio
fisico ou periodos longos sem a ingestao de alimentos (jejum), 0s acidos graxos sao
liberados pelo tecido adiposo, transportados pela corrente sanguinea e por fim
oxidados nos tecidos (24, 25)

Durante o exercicio de intensidade moderada a lipdlise no tecido adiposo
aumenta de duas a trés vezes nos primeiros 30 minutos acima das taxas de repouso
e continua a aumentar progressivamente com a duracao do exercicio, atingindo até
cinco vezes a taxa de repouso depois de 4 horas de exercicio (25)

Ha diferentes reguladores hormonais na lipdlise, tanto os que séo capazes de
atuar na ativacdo ou de inibir a quebra de lipidios. Observe na tabela 1 um resumo

desses componentes.

Ativadores Efeito do Receptor Sinalizacao
exercicio
Adrenalina 1 B123 -  Receptores Adenilato ciclase — AMPc
adrenérgicos — PKA
Noradrenalina 1 a - Receptores Inibicdo de  Adenilato
adrenérgicos Ciclase

Glucagon 1 Receptores acoplados a Adenilato ciclase — AMPc
proteinas G — PKA

Cortisol 1 Receptores de Inibicdo da sinalizacdo de
glicocorticoides insulina

Peptideos 1 Receptores natriuréticos Guanilato ciclase — GMPc

natriuréticos (A/B) — PKG

Inibidores

Insulina ! Receptor de insulina IRS — PI3-K — PKB —

PDE-3B

Adenosina ! Receptores de adenosina Diminuicdo de AMPc
(Al) ativando proteinas G

Acidos 0 Mobilizacdo e oxidacao

graxos

Tabela 1 - Reguladores da lipdlise.

Legenda: 1 aumento do efeito promovido pelo exercicio; | diminuigdo do efeito promovido pelo
exercicio; — molécula induz efeito; AMPc — Adenosina Monofosfato ciclica; PKA — Proteina quinase
A; GMPc — Guanosina Monofosfato ciclica; PKG — Proteina quinase G; IRS — Substrato do receptor
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de insulina; PI3-K — Fosfatidilinositol-3-quinase; PKB — Proteina quinase B (Akt); PDE-3B —
Fosfodiesterase 3; Adaptado de T. Tsiloulis, M. Watt 2015

Sabemos que a mobilizacdo de triacilglicerol é regulada pela liberacdo de
horménios e posterior ativacdo de enzimas lipoliticas. Uma enzima extremamente
importante para a lipélise é a Lipase Horménio Sensivel (LHS), uma proteina capaz
de atuar em todos os processos de hidrélise dos triacilglicerdis do tecido adiposo.
Contudo, atualmente, sabe-se que a sua principal atuacao se da na conversado do
diacilglicerol em monoacilglicerol, sendo importante a ativagdo de uma outra enzima,
denominada Lipase de Triacilglicerol do Adipocito (ATGL) que apresenta uma alta
especificidade na hidrolise do triacilglicerol e baixa atuagdo nos diacilglicerol e
monoacilglicerol (24-26)

Uma outra proteina importante para a lipdlise € a perilipina, pois atua na
regulacdo da lipolise basal e pode ser estimulada pela ativagcdo de receptores [3-
adrenérgicos. Por se abundante na superficie das goticulas de gordura, na auséncia
de estimulos ela atua como uma barreira para as lipases, mantendo baixa a taxa de
lipdlise basal. Em contrapartida, na presenca de estimulos a perilipina sofre
fosforilacdo, 0 que muda a sua conformacao, havendo um consequente aumento na
lipdlise. Uma outra informacdo importante € que a perilipina pode facilitar a
translocacédo de LHS, favorecendo ainda mais o processo de lipolise. (27)

Durante o exercicio fisico, os acidos graxos oriundos da lipolise séo
transportados para o musculo estriado esquelético, sendo que a acil-translocase de
acido graxo (FAT/CD36) facilita o transporte dos acidos graxos de cadeia longa para
0 sarcolema, em conjunto com a proteinas de ligacdo de acidos graxos (FABP) e a
carnitina palmitoilstranferase (CPT1), através da membrana mitocondrial. Os acidos
graxos que entram na célula muscular sdo oxidados via B-oxidacdo na matriz
mitocondrial.(26)

Cada passagem do acido graxo pela B-oxidac&o utiliza dois carbonos para a
obtencao de Acetil Coenzima A (Acetil-CoA), além da geracdo de NADH+H* e FADH2.
Posteriormente, as moléculas Acetil-CoA sdo oxidadas no ciclo tricarboxilico,
fornecendo uma molécula de Adenosina Trifosfato (ATP), 3 NADH+H* e 1 FADH2 e
CO2. As coenzimas NADH+H" e FADH2 sé&o utilizadas na cadeia de transporte de

elétrons para a geracdo de moléculas de ATP (26).



25

Se por um lado temos que o exercicio fisico € capaz de estimular a liberacao
de diferentes hormdnios que por consequéncia induzem a lipélise, por outro temos
gue a liberacao de insulina no periodo pos prandial € capaz de atuar na captacdo de
glicose pelos tecidos e inclusive estimular a re-esterificacdo de acidos graxos no
interior dos adipdcitos (28)

A liberacédo de insulina ocorre em razdo de uma retroalimentagédo humoral, na
qual as células B-pancreaticas a secretam para a corrente sanguinea. Esse horménio
€ capaz de atuar suprimindo os efeitos da LHS. (28, 29)

A insulina é um hormonio anabdlico, capaz de influenciar diferentes atividades
intracelulares, o funcionamento deste hormonio proteico € dependente da sua ligacédo
em receptores especificos na membrana de células alvo. O receptor da insulina &
composto pela combinacdo de quatro subunidades que se mantém unidas por meio
de ligagbes de dissulfeto, sendo duas subunidades alfa que ficam voltados para o
meio extracelular, e outras duas subunidades beta que penetram através da
membrana, projetando-se no citoplasma celular (30)

Podemos compreender a insulina como um facilitador para a captacdo de
glicose, uma vez que é pequena a captacao deste substrato energético pelas células
na auséncia dela. Para o seu funcionamento, a insulina ira se acoplar as subunidades
alfa do lado externo das células, e entdo as subunidades beta que se localizam no
interior da célula serdo autofosforiladas. Essa autofosforilacdo das subunidades beta
ativam uma tirosinaquinase, que por sua vez causara a fosforilacéo de diversas outras
enzimas intracelulares, entre eles um grupo chamado de substratos do receptor de
insulina (IRS), Ha trés tipos de IRS, podendo estar espalhados nos diferentes tecidos
do corpo, eles podem ser o IRS-1, IRS-2, IRS3.(30)

A consequente fosforilagdo de IRS ativa a familia das proteinas de quinases
ativadas por mitdgenos (MAPK), além da Proteina Quinase B via Fosfatidilinositol 3
Quinase (PI3K). (31)

A ativacdo de PI3K induz a translocacao de transportadores de glicose do tipo
4 (GLUT4), sintese de glicogénio e até mesmo de proteinas via Mammalian Target of
Rapamycin (mTOR), além da inibicdo de agentes pré-apoptéticos. (19, 28, 32)

Mais precisamente nos adipdcitos, a insulina é capaz de promover a captacao
de acidos graxos livres, através do intermédio das Lipases Lipoproteicas (LPL). Os
acidos graxos sdo captados tanto por difuséo pelo gradiente de concentracéo, quanto

por transportadores. Ao mesmo tempo que temos uma maior captacdo de &cidos
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graxos e glicose, ha uma maior disponibilidade de glicerol-3 fosfato, além do mais a
insulina é capaz de estimular diretamente enzimas lipogénicas como por exemplo a
Acil coenzima A.(19, 28, 32)

Como resultado ha uma re-esterificacdo de acidos graxos e consequente
formacao de triacilgliceréis no interior dos adipocitos. (32)

Adicionalmente a atividade da LPL, sugere-se que o comportamento sedentario
afeta o metabolismo de carboidratos no tecido muscular através de modificagcdes nos
transportadores de glicose (GLUT), sendo eles independentes de insulina, como por
exemplo o transportador de glicose 1 (GLUT1), ou até mesmo os dependentes, como

0 GLUT4 no musculo estriado esquelético durante momentos de repouso (12).

1.2Padrdes alimentares

O convivio social é capaz de influenciar os padrbes alimentares das pessoas
ao redor do mundo, tanto na escolha da quantidade, quanto na qualidade dos
alimentos. E possivel observar a existéncia de algumas normas de consumo
alimentares de ordem social, que sdo compreendidas por padrdes de consumo tidos
como apropriados, levando em consideracdo as quantidades de alimentos e a
especificidade das escolhas alimentares por membros de determinados grupos
sociais. Esses grupos podem ser diferenciados em razdo da sua nacionalidade, classe
social, relacéo interpessoal (familiares ou amigos), entre outros (33).

Para elucidar melhor esses padrfes alimentares, podemos exemplificar povos
ao redor do mundo que consomem insetos dentro da sua rotina de alimentacao diaria,
sendo que esse mesmo padréo alimentar ndo costuma ser aceito por outra parcela da
populacdo mundial (33)

Uma alimentacdo saudavel deve ser capaz de subsidiar as necessidades
energéticas diarias, seja para o desenvolvimento das atividades rotineiras (trabalho,
lazer, estudos, etc...) ou para o crescimento e desenvolvimento dos tecidos organicos
(criancas, adolescentes, gestantes, entre outros). E importante considerar que ha a
necessidade da correta distribuicdo de nutrientes em razao do género e faixa etaria
de cada individuo, levando em conta os macronutrientes como carboidratos, proteinas
e lipidios; além dos micronutrientes, vitaminas e minerais (34, 35)

Os carboidratos constituem a principal fonte energética da alimentacéo, sendo
encontrados de forma abundante em graos, frutas, legumes e vegetais. Em razao da

grande oferta de alimentos que temos hoje e em decorréncia dos processos
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relacionados a industria alimenticia, € comum encontrarmos alimentos com graos
processados, 0 que resulta em produtos com um menor teor de micronutrientes e
fibras, ao passo que os graos inteiros apresentam um valor nutricional maior (34).

O consumo de frutas e vegetais frescos constituem uma fonte essencial de
fitoquimicos, como por exemplo, polifendis, fitoesterois, carotendides, esses
componentes sao bioativos capazes de conferir inimeros beneficios a saude. (34)

As proteinas dietéticas fornecem energia, bem como amino&cidos essenciais
(corpo ndo produz). Esse tipo de nutriente pode ser encontrado em alimentos de
origem animal (carnes, laticinio, peixes e ovos), além dos de origem vegetal (legumes,
produtos da soja, gréos, nozes e sementes) (34).

Se tratando das gorduras dietéticas, esses nutrientes sdo capazes de fornecer
uma grande quantidade de energia em relacéo ao volume ingerido (9Kcal/g). Contudo,
esses nutrientes possuem diferentes fungdes no organismo, podendo atuar na
absorcao de vitaminas lipossoluveis, na composi¢cdo das membranas celulares ou até
mesmo na sintese de hormoénios esteroidais. Em relagcdo ao consumo dietético,
podemos dividir os lipidios em 4 categorias: gorduras monoinsaturadas,
poliinsaturadas, saturadas e trans.(34)

De maneira geral, as gorduras insaturadas sdo encontradas em alimentos
como peixes, Oleos e derivados de plantas, nozes e sementes. Ja as trans podem ser
obtidas em alimentos processados a partir de Oleos vegetais, ou até mesmo em
pequenas quantidades de produtos de origem animal).(34)

O consumo de gorduras insaturadas, como por exemplo o 6mega 3, tem sido
associado a inumeros beneficios a saude, como por exemplo a cardioprotecao,
prevencdo do declinio cognitivo, reducdo da inflamacdo, melhora da resisténcia
sistémica a insulina, entre outros.(34)

Sabe-se que os padrdes de consumo alimentar também sdo suscetiveis a
rotina diaria das pessoas, que por muitas vezes preferem a praticidade ofertada por
alimentos industrializados, processados e ultra processados do que os “in natura”.
Adicionalmente, € crescente o consumo de produtos congelados, lanches,
refrigerantes, entre outros. O grande problema € que a maior parte desses alimentos
possuem uma grande densidade energética e uma pequena oferta de vitaminas e
minerais (2-4, 36).

Todo esse contexto contribui para o aumento da massa corporal, uma vez que

a ingesta de alimentos ricos em calorias tem por consequéncia o armazenamento do



28

excesso de energia em diferentes tecidos, mais comumente associado ao tecido
adiposo o que colabora para o desenvolvimento do sobrepeso e obesidade (37).

Sabemos que se as populagdes com sobrepeso e obesidade continuarem a
crescer na mesma velocidade que no passado, € plausivel que em 2030 cerca de
57,8% da populagdo mundial seja classificada acima do peso(4).

Entretanto, ao que concerne os padrdes dietéticos, ha outro lado da moeda, o
relacionado a disturbios alimentares que séo caracterizados por desordens psiquicas
em razao do consumo anormal de alimentos.

A forma de manifestacéo desses distlrbios ocorre de diferentes maneiras, mas
invariavelmente colocam a saude em risco. Tanto homens quando mulheres sao
susceptiveis ao desenvolvimento de disturbios alimentares causados por motivacdes
estéticas, por exemplo, homens costumam desenvolver distirbios em razdo do
desenvolvimento de massa muscular, ao passo que as mulheres buscam a reducéo
da massa corporal e emagrecimento. Todos os distarbios alimentares ameacam a
integridade da saude fisica e psicolégica(6, 8, 33, 38-40).

Entre os tipos de disturbios alimentares, pode-se listar a0 menos seis que
costumam ser os mais frequentes, entre eles a anorexia nervosa, a bulimia nervosa e
o transtorno alimentar periddico; inclui-se também disturbios da infancia, como o
transtorno de ingestdo alimentar restritiva evitativa, o transtorno de ruminacéao e a
alotriofagia(38).

Se tratando dos transtornos alimentares da infancia, a ingestdo alimentar
restritiva evitativa € caracterizada por persistentes perturbacdes alimentares que
diminuem o aporte nutricional e energético. Esse tipo de condicdo pode acarretar
prejuizos fisicos e emocionais, pois envolvem a perda de massa corporal e a
constante dificuldade no ganho, o que por consequéncia compromete o crescimento
e desenvolvimento da crianca. No caso da ruminacdo essa desordem envolve a
regurgitacdo da comida depois da crianca se alimentar, em razao de nauseas, por
causas involuntarias ou até mesmo por repulsa (nojo) ao alimento. Por fim, a alitrofagia
implica no consumo de componentes sem valor nutricional, como por exemplo argila,
terra, objetos, entre outros. (38)

No caso dos disturbios alimentares observados em adultos e adolescentes,
muitos deles tém motivagles estéticas e 0 desejo de possuir o corpo ideal tido como
“perfeito” imposto por padrdes midiaticos, onde as mulheres costumam ser

exageradamente magras e os homens com musculos proeminentes. (39)
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A anorexia nervosa € um transtorno mental grave, caracterizado por um medo
intenso do ganho de massa corporal com uma concomitante imagem corporal
deturpada, 0 que motiva a pessoa a uma restricdo alimentar severa somado a
comportamentos de perda de peso, como por exemplo a purgacdo e a prética
excessiva de exercicios fisicos. Além do mais, a pessoa com anorexia apresenta
prejuizos de ordem cognitiva e emocional. Entre as complicagdes fisioldgicas é de se
esperar com que todos os 6rgdos e tecidos sofram com a privacdo de nutrientes e
perda de massa corporal acentuada em decorréncia da eminente desnutri¢cdo. (6, 33,
38-40)

Todos os sistemas do corpo sédo afetados pela privacdo de nutrientes da
anorexia nervosa, mas entre 0s sintomas gastrointestinais, sabe-se que eles
costumam ser particularmente comuns e incomodos, entre eles ha um transito
gastrointestinal prolongado (esvaziamento gastrico retardado, motilidade antral
alterada, atrofia gastrica, mobilidade intestinal diminuida) e constipacéo. Se tratando
do sistema cardiovascular € comum a hipotensdo, bradicardia, arritmias e
cardiomiopatia (38-40). Como € de se esperar 0 sistema endocrino, metabdlico e
hematologico costumam passar por condicbes de hipoglicemia, hipocalemia,
hiponatremia, hipotermia, comprometimento da funcgéo tireoidiana, hipercortisolemia,
amenorreia, atraso na puberdade, crescimento interrompido, osteoporose, anemia,
leucopenia e trombocitopenia. (33, 40)

A anorexia nervosa € capaz de proporcionar neuropatia periférica, perda de
volume e atrofia cerebral, além de prejuizos no sistema esquelético (osteopenia), oral
(caries), renais (célculos e lesédo renal aguda), insuficiéncia hepatica, e reprodutivos
(amenorreia, infertilidade, bebé com baixa massa ao nascer) (33, 40)

Ja se tratando da bulimia nervosa, ela ocorre em situacdes de massa corporal
normal ou elevada (se a massa corporal for menor que o limite, entdo costuma-se
diagnosticar com anorexia nervosa). A bulimia nervosa tem por caracteristica
episddios recorrentes de compulsdo alimentar, no caso a pessoa come grandes
guantidades de alimentos e depois induz a purgacdo. Entre os comportamentos
compensatérios apos um episédio de compulsdo alimentar, o vomito autoinduzido
costuma ser o mais comum, mas ha também a utilizacdo de medicamentos laxativos
e diuréticos, além de periodos de jejum e exercicios extremos. Normalmente, esses
comportamentos sao motivados por uma autoavaliacdo negativa relacionada com a

massa e forma corporal, além da aparéncia fisica. (38)
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Alguns dos achados fisicos observados na pessoa com bulimia nervosa sdo
semelhantes aos de pessoas com anorexia, mas geralmente menos graves, entre eles
podemos encontrar problemas especificos relacionados aos métodos purgativos,
como por exemplos, arritmias, insuficiéncia cardiaca (morte subita), problemas
metabdlicos relacionados com disturbios eletroliticos (K*, Na*, CI), acidose metabdlica
causada pelo uso de laxantes ou alcalose em decorréncia da indugédo de vomitos.
Entre os sintomas gastrointestinais ha a constipacao, esteatorreia, Ulceras gastricas e
duodenais, pancreatite, erosdes esofagicas e gastricas ou perfuracao (causados pela
utilizacéo de objetos para inducao do vomito).(38)

Um outro tipo de disturbio alimentar bastante comum entre homens e mulheres
fisicamente ativos € a dismorfia muscular, ou também conhecida como vigorexia. As
pessoas acometidas por essa condicdo costumam referir insatisfagdo com o volume
e definicdo de seus musculos, e se definem como pequenos e fracos, independente
da sua composigéo corporal (41)

Um ponto interessante ao comparar a vigorexia com a anorexia, é justamente
gue no primeiro caso as pessoas almejam parecer maiores, com massa muscular
desenvolvida e proeminente, ao passo que na anorexia, os individuos acreditam
sempre estarem fora dos padrdes em relacdo ao tamanho do seu corpo, e buscam
ficarem menores e mais magras. Uma outra diferenca entre os disturbios, é que na
anorexia 0 comportamento patoldgico relacionado a alimentac&o € primario, no qual
as pessoas hao sentem fome ou evitam ao maximo se alimentarem. Ja se tratando da
vigorexia, o fator “alimentacéo” costuma ser secundario, com motivacdes relacionadas
a reducéao da gordura corporal (41)

E comum com que pessoas com vigorexia se autopreescrevam modificacdes
dietéticas, que por muitas vezes ndo possuem embasamento cientifico ou orientacao
por parte de diretrizes nutricionais. Dessa forma, ndo é raro encontrar pessoas que
utilizem estratégias que aumentem deliberadamente o consumo energético atraves
de dietas hipercaloricas, ou facam restricdes alimentares. Ha modificaces dietéticas
gue visam a reducdo no consumo de certos nutrientes (ex. carboidratos) e aumento
na ingestao de outros (ex. proteinas)(41).

Se tratando de pessoas fisicamente ativas, como costumam ser os individuos
com vigorexia, essas estratégias nutricionais quando adotadas de maneira deliberada
e sem a correta indicagdo, podem atuar de maneira a prejudicar as adaptacoes

fisiol6gicas proporcionadas pelo exercicio fisico, justamente por ndo haver nutrientes
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o suficiente para embasa-las, ou até mesmo colocar em risco a saude e integridade
fisica de seus adeptos.(41, 42)

Se por um lado temos que o crescimento do sobrepeso e da obesidade vem
crescendo cada vez mais ao redor do mundo (36), por outro ha o desenvolvimento
dos disturbios alimentares que também representam um problema de saude publica
de ordem global e que se agravam com o transcorrer dos anos(43).

1.3Estratégias nutricionais e influéncia bioldgica

O gasto energético diario € determinado por algumas variaveis que levam em
consideracdo a composicdo corporal do individuo, além de caracteristicas
relacionadas ao ambiente ao qual ele esta inserido(44, 45). Basicamente, 0 consumo
energético deve ser o suficiente para manter as funcdes vitais do organismo em
repouso, correspondendo, portanto, a taxa metabolica basal que representa cerca de
55 até 75% das necessidades enérgicas diarias. O requerimento energético deve
subsidiar a manutencdo da massa corporal total, sendo suscetivel a variacbes na
composicao corporal, uma vez que individuos com uma maior massa livre de gordura
costumam ter um requerimento maior do que 0s seus pares com uma menor massa
livre de gordura (44).

Entretanto, variaveis relacionadas ao ambiente também podem influenciar as
necessidades energéticas diarias, entre elas podemos citar a temperatura ambiental,
uma vez que temperaturas mais baixas podem exigir mais do organismo para que
ocorra a manutencao da temperatura corporal (44).

Caracteristicas relacionadas a digestdo e metabolizacdo dos nutrientes
também influenciam no gasto energético, e correspondem de 7 até 15% das
necessidades caloricas diarias. A essa variavel conferimos o nome de “efeito térmico
dos alimentos”, por exemplo, as proteinas consumidas pela dieta possuem um efeito
térmico maior em comparacao a outros nutrientes, sendo assim é plausivel com que
elas consigam influenciar o requerimento energético diario (44).

Por fim, ha o fator “atividade fisica”, uma variavel que costuma influenciar de

15 até 30% a necessidade energética (44).
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Figura 4 - Componentes do gasto energético diario.

Componentes do gasto energético diario e seus determinantes. SNS sistema nervoso simpatico.
Adaptado de M. J. Soares 2018

Temos que para a manutencdo da massa corporal, independentemente da
idade, género e outras variaveis, ha a necessidade de equilibrar o consumo energético
com a energia total dispendida, sendo que qualquer desequilibrio nessa equacéo pode
resultar em um superavit caldrico e consequente ganho de massa corporal; ou de
maneira reversa, em um déficit calérico proporcionando o emagrecimento(44).

Em resumo, o gasto energético total € a somatdria da taxa metabdlica basal,
do efeito térmico dos alimentos e da energia requerida para as atividades fisicas(22,
35, 42, 44, 45).

Desde o nascimento e o desenvolvimento da crianca até chegar na vida adulta,
0 requerimento caldrico € determinado pelo crescimento e pelas necessidades de
manutencdo corporal. O incremento do consumo energético ao longo da vida
corresponde a uma fragdo que vai de 20% do primeiro ano de vida até
aproximadamente 35% do consumo energético diario aos 18 anos (45)

O aumento do requerimento energético decorrente da atividade fisica é igual

ao gasto energético total dividido pela gasto energético de repouso (45).
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Estilo de vida Taxa do gasto energético
Sedentério ou atividades leves 1,4 até 1,69

Ativo ou atividades moderadas 1,70 até 1.99
Vigorosa 2até 2,4

Tabela 2 - Classificacao da taxa do gasto energético como multiplos do gasto energético basal em
relacdo ao estilo de vida.

Adaptado de M. J. Soares 2018
Se tratando da distribuicdo de macronutrientes, de maneira geral, o consumo

de proteinas deve corresponder a cerca de 10 até 15% do consumo energético diario,
as gorduras de 30 até 35%, e o restante deve ser preenchido com carboidratos,
geralmente 55 até 65% (45).

Ha diferentes formulas para calcular o consumo energético diario, com
equacdes de regressdo que sao utilizadas em populagdes especificas, como por
exemplo Cunningham (46) e Harris-Benedict (47).

Uma forma pratica de proporcionar alteragdes na massa € na COmposi¢ao
corporal é reduzir de forma periodizada 0 consumo energético em aproximadamente
250 até 500 Kcal/dia das necessidades diarias, e manter ou aumentar um pouco o
gasto energético através do exercicio fisico. Esse tipo de estratégia costuma ser
bastante eficiente e proporcionar alteracées corporais em aproximadamente 3 até 6
semanas de adocdo. Em algumas situacdes pode ser interessante incrementar o
gasto energético com o exercicio aerobio de intensidade moderada (35)

Por outro lado, ha diferentes estratégias nutricionais que visam proporcionar
modificacdes corporais e garantir uma facil adesao por parte de seus adeptos.

Ao que concerne a adocdo de estratégias nutricionais, podemos enfatizar o
jejum intermitente e suas variacdes, como por exemplo: o Time Restricted Feending
ou alimentacdo por restricdo de tempo, a qual considera horarios ou refeicbes
especificas para que seus adeptos facam as refeicdes; o jejum de dias alternados,
gue preconiza o jejum durante 24 horas, seguido de alimentacdo nas proximas 24
horas e assim por diante; o jejum de dias completos, no qual o individuo fica de um
até dois dias por semana em jejum. Ha outras abordagens populares como as dietas
com baixo teor de carboidratos (até 40% do consumo energético total ou de 50 até
150 gramas por dia); ha a dieta cetogénica que tem por caracteristica ter até

aproximadamente 50 gramas de carboidratos por dia ou até 10% do consumo
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energético total; dietas hiperproteicas, aumentando para pelo menos 25% a
quantidade de proteinas consumidas por dia, quando o normal seria cerca de 15%
apenas (22).

Alguns trabalhos tém investigado o jejum intermitente ou “intermitent fasting”
(IF) como uma possivel intervengdo nutricional capaz de ser utilizada como método
terapéutico na reducédo de massa corporal (22, 48, 49), no tratamento de doencas, e
capaz de promover um aumento da expectativa e qualidade de vida (48-50).

Adeptos de diferentes religides utilizam periodos de jejum dentro do seu
calendéario, como os muculmanos, que permanecem em jejum do amanhecer até o
anoitecer, por aproximadamente trés semanas, correspondente ao més do Ramadan.
Em outros casos, como cristaos, judeus, budistas, e hindus, o jejum ocorre durante
determinados periodos do calendario, havendo dias de jejum intercalados por dias em
gue é possivel se alimentar (50). O Ramadan pode ser validado como um modelo
prolongado de IF, uma vez que, por motivos religiosos, individuos se submetem a
restricdes na ingesta de alimentos e de liquidos por 12 horas todos os dias, por quase
um més. Ao comparar individuos adeptos a tal pratica, durante o Ramadan, observa-
se uma diminuicdo de interleucinas proé-inflamatorias, tais como interleucina 6 (IL-6),
interleucina 1 3 (IL-113), Fator de Necrose Tumoral alfa (TNFa), e até mesmo de
granulécitos, linfécitos e mondcitos, quando comparados aos mesmos individuos
antes do Ramadan. Nao obstante, deve-se ressaltar que apds um més o término da
préatica, tais marcadores retornam ao seu estado inicial, com excecdo da IL 6 que
permanece diminuida. Dessa forma, tais resultados corroboram para um possivel e
provavel efeito anti-inflamatério promovido pela adeséo ao IF (50).

Um estudo conduzido com 100 participantes, de ambos os géneros, meia
idade, e divididos em trés grupos, sendo eles: grupo controle, que foi apenas
acompanhado ao longo da pesquisa; grupo jejum intermitente, que fez um protocolo
em que consumia 25% das necessidades diarias intercalado por dias com 125%; e
um grupo restricdo calorica, que consumia cerca de 75% das necessidades. Os
pesquisadores acompanharam os individuos ao longo de um ano, sendo que 0s
primeiros seis meses serviram para as intervencdes propostas, ja 0 segundo semestre
teve por objetivo acompanhar os resultados obtidos através dos protocolos
experimentais e avaliar até um possivel reganho de massa corporal e das demais
variaveis analisadas. Os pesquisadores constataram uma certa dificuldade dos

voluntarios em aderir ao protocolo de jejum intermitente, de maneira que no dia em
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que as pessoas deveriam consumir 125% da quantidade energética, elas comiam
menos. Em contrapartida, nos dias em que a ingestéo alimentar deveria ser de 25%
os individuos comiam mais do que o indicado. O mesmo néo foi observado no grupo
submetido a restricdo calérica, sendo que a maior parte conseguiu aderir a proposta
nutricional sem maiores dificuldades. Sendo assim, os pesquisadores concluiram
haver uma certa dificuldade dos participantes em aderir ao protocolo de jejum
intermitente. Ao que concerne as variaveis fisiologicas e até mesmo ao
emagrecimento, os resultados foram bastante semelhantes e dessa forma os
pesquisadores concluiram de que o jejum intermitente ndo aparenta ser uma
estratégia nutricional mais eficiente do que a restricdo calérica para o emagrecimento.
Adicionalmente, o reganho de massa corporal observado ao longo do segundo
semestre do experimento foi basicamente igual (51)

Como introduzido, sé@o varias as modificacfes dietéticas, contudo, uma das
mais pesquisadas no meio cientifico e de facil adoc&o por parte dos profissionais da
area da saude é a restrigao caldrica ou “Caloric Restriction” (CR).

As diversas estratégias de restricdo calorica preconizam uma reducéo de cerca
de 20 até 40% do consumo diario habitual de calorias, onde a CR é capaz nao s6 de
aumentar a expectativa de vida de seres humanos, e modelos experimentais, mas
também promover outros beneficios que contribuem para uma melhora na qualidade
de vida, como melhoras na funcéo cardiovascular e regulacao glicémica (52-54). Tais
efeitos sdo sustentados pela crenca de que a CR pode atuar contra efeitos deletérios
causados pela inflamacao (54).

Acredita-se que a CR seja capaz ndo soO de atuar na reducdo de massa corporal
através do déficit calérico promovido, mas também de exercer influéncias na sintese
de horménios e citocinas. E possivel encontrarmos na literatura, resultados que
indicam que os animais que receberam a CR tiveram uma reducao de massa corporal
guando comparados com 0s animais controle, ressaltando que ambos 0S grupos
receberam o mesmo tipo de racdo. Os mesmos resultados se repetem no percentual
de gordura. A insulina, a leptina, o fator de crescimento analogo a insulina (IGF-1) dos
camundongos do grupo CR apresentaram valores reduzidos quando comparados com
o controle, contudo, os niveis de Adiponectina do grupo submetido ao CR estiveram

elevados quando comparados com grupo controle (54).
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Figura 5 - Esquematizacéo da restricdo calorica influenciando a qualidade de vida e longevidade.

A restricdo caldrica produz uma série de efeitos pleiotropicos capazes de influenciar multiplas vias
metabdlicas, gerando beneficios para todo o organismo. Entre os efeitos ha a modulacdo da atividade
mitocondrial e diminuicdo do estresse oxidativo através da inducdo de sistemas antioxidantes, além da
modulacdo da taxa de peroxidacdo das membranas celulares. As alterac6es mitocondriais séo
reguladas pela inibicdo do fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1) e do alvo de rapamicina
(TOR), além de influenciar a quinase dependente de adenosina monofosfato (AMPK) e proteinas da
familia das sirtuinas. A atividade FoxO € regulado por esses sistemas e envolvido na biogénese
mitocondrial e no metabolismo oxidativo. Adaptado de G. Lépez-Lluch e P. Navaz 2016

Evidentemente a CR é capaz de promover um desbalanco no metabolismo
energético, o que faz com que diversas vias celulares se adaptem a realidade do
déficit calorico, e dessa forma interajam entre si, tendo como objetivo retomar o
equilibrio metabdlico. As vias que sofrem influéncia da CR sao as associadas a fatores
de crescimento, entre eles, o IGF-1, a via Mammalian Target of Rapamycin (NTOR).
Além do mais, a CR é capaz de influenciar a ativacdo da Proteina quinase ativada por
adenosina monofosfato (AMPK), que dessa forma consegue atuar no controle da
homeosatase energética das células. Todas as adaptacdes envolvidas durante a CR
estdo ligadas com a ativacdo de sistemas que além de atuaem na eficiéncia
metabdlica, também séo capazes de influenciar na protecdo contra danos celulares
(54, 55).

Sabe-se que a CR é capaz de reduzir os niveis de IGF-1, insulina e glicose no
plasma, (54). A ativagdo da cascata dependente de IGF-1 est& relacionada com a
ativacdo da mTOR e da Quinase 6 ribossomal (S6K), inibindo a “transcriptional activity

of the forkhead box transcription factors (FoxO). Estes achados estdo relacionados
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com o aumento da expectativa de vida, e leva em consideracdo estas alteragdes
promovidas pela CR. Deve-se ressaltar ainda que, a FoxO esta envolvida na resposta
de genes a diversos fatores estressores (56)

A manutencdo da biogénese mitocondrial promovida pela CR é capaz de
exercer influéncia sobre a resisténcia muscular contra a inflamacao, é postulado ainda
que, a adesdo a CR também € capaz de influenciar na diminuicdo da inflamacao
associada ao envelhecimento, e exerce funcéo na resisténcia a insulina. A CR acaba
modulando a atividade da glutationa (GSH), NF-Kb, SIRT1 (sirtuina 1), “peroxisome
proliferator-activated receptors” (PPARs) e FoxOs, além de atuar via SIRTs (sirtuinas).
Dentro da familia das SIRTs existem sete tipos diferentes, onde a CR é capaz de
aumentar a SIRT1 no figado, tecido adiposo, cérebro e rins (56).

Em estudo realizado, a CR foi capaz de melhorar o metabolismo lipidico e a
inflamacdo do figado, e tecido adiposo. Foram utilizados camundongos machos
divididos em trés grupos: o HFD, alimentado com dieta hiperlipidica livre; o controle,
com dieta padréo livre, e a partir deste grupo controle, ocorreu uma subdivisdo para
um novo grupo (CR) que recebeu uma restricéo calorica de 15% durante 16 semanas.
Dessa forma, os valores relativos da expressdo de mRNA de MCP1 estiveram
diminuidas no grupo CR quando comparado aos demais, bem como de TNFa, ja para
os valores de IL-6 e SOCS3 os valores estiveram aumentados no grupo CR, valores
esses referentes ao material coletado do figado. Para as amostras do tecido adiposo,
0 grupo HFD apresentou valores maiores de MCP-1, IL-6, IL-13, TNFa, e SOCS3
guando comparado aos demais. Ha também resultados que evidenciam beneficios da
adesdo a CR na reducdo do acumulo de gordura no figado, e na baixa secrecao de
fentuina-A. Adicionalmente, acredita-se que a CR foi capaz de atenuar a expressao
de citocinas inflamatérias no tecido adiposo, resultando em um efeito anti-inflamatorio

associado a maiores niveis de adiponectina circulante (57).

1.4 Citocinas

1.4.1 Interleucina 1

A IL-13 é a mais potente citocina pro-inflamatdria, sendo crucial para respostas
imunes de defesa a infec¢cdes e doencgas, a secrecdo de IL-1B pode ocorrer em
resposta a varios patdégenos associados a padroes moleculares (PAMP’s) além de

danos associados a padrdoes moleculares (DAMP’s) que sao moléculas liberadas em
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decorréncia de morte celular. Como resultado da secrecdo da IL-13 e sua
concomitante ligag&o a seus respectivos receptores, ha o favorecimento ao aumento
da inflamacéao (58).

A IL-1a e IL-1B sao sintetizadas como proteinas precursoras e entdo clivadas
proteoliticamente. A diferenca entre elas se d4 em razdo da IL-1a ser uma proteina
completa e j& biologicamente ativa. Tanto a IL-1a quanto a IL-1 3 costumam ser
secretadas rapidamente no comec¢o de uma resposta inflamatéria, induzindo uma
inflamacéao local e eventualmente uma sistémica (59)

Embora seja uma citocina liberada por uma variedade de células, a secrecao
de IL-1B costuma ser mais investigada quando secretada por células do sistema
imune inato, tais como mondcitos e macrofagos. Ainda se tratando da sua secrecao,
a pro-IL-1B € dependente da atuagéo da caspase 1, via a ativagao de inflamassoma.
Por exemplo, a infeccdo de macrofagos por parte de bactérias como a Salmonella
typhimurium ou até mesmo Pseudomonas aeruginosa induz a secrecao de IL-1( via
ativacao do inflamassoma NLRC4 (58)

Os inflamassomas estruturalmente consistem em receptores NOD (NLR) como
no caso do NLRP1, NLRP3 e NLRC4 (58)

Como mencionado, a liberagdo de IL 1B ocorre em resposta a DAMP’s e
PAMP’s, sendo que a presenga de Adenosina Trifosfato no meio extracelular € capaz
de ativar receptores purinérgicos do tipo P2X7 o que induz a ativacdo de caspases 1
e concomitante secrecao de IL-1B. Além do mais, a presencga de toxinas derivadas de
Staphylococcus aureus ou até mesmo componentes como cristais de silica e sais de
aluminio conseguem ativar o inflamassoma NLRP3 e resultar na liberacdo de IL-
1B.(58)

Depois de ocorrida a secrecdo das IL-1a e IL-1B, as proteinas se ligam em
receptores especificos (IL-1R1), pertencentes a superfamilia dos receptores do tipo
Toll. Apés a ativagdo ha a comunicacdo de sinais via MyD88, o que resulta na ativacéo
de prostaglandinas e transcricdo do fator NFkB.(60)

Sabe-se que a atuacéo de IL-1B em conjunto com as citocinas IL-6, IL-23, e
TGF- B implicam na ativagao da resposta inflamatéria Th 17, um importante fator para
a defesa contra patdégenos extracelulares e contra o desenvolvimento de doencas

autoimunes, como a psoriase a artrite reumatoide (59, 60)
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1.4.2 Interleucina 6

A IL-6 é um membro da familia das citocinas pré-inflamatorias, e induz a
expressao de uma variedade de proteinas relacionadas ainflamacéo aguda, além de
desempenhar um papel importante na proliferacao e diferenciacdo das células (61).

S&o varias as células que sdo capazes de secretar IL-6, entre as principais
deve-se ressaltar os mondcitos e macrofagos, entretanto, linfécitos T e B, além de
hepatécitos, células endoteliais, queratindcitos, adipécitos e células tumorais também
podem secretar essa proteina antes ou depois de serem estimuladas.(61)

O efeito da IL-6 é pleiotropico e pode influenciar a resposta imune e processos
fisiologicos, como a producdo de proteinas de fase aguda, inflamacéo, respostas
imunes especificas, hematopoiese, apoptose, diferencial e metabolismo celular. Além
do mais, a producéo de IL-6 durante condi¢Ges inflamatorias e infecgbes € induzida
via o estimulo das células em resposta a IL-1 e o Fator de Necrose Tumoral alfa
(TNFo)(61, 62).

A sinalizacdo de IL-6 é mediada pela formacdo de um complexo proteico,
através da participacao de receptores transmembrana de IL 6 (mIL-6R) ou com formas
soluveis do receptor de IL-6 (sIL-6R) em conjunto com a subunidade transdutora de
sinal gp130. Dessa forma, os eventos celulares proporcionados por essa interleucina
podem ocorrer de trés maneiras distintas, se ligando a mIL-6R (classico), a sIL-6R
(transapresentacao), ou em razao da unido de IL-6R em combinacdo com gp130. O
controle da sinalizacdo de IL-6 costuma ocorrer pela inducdo de moléculas

supressoras apos a ativacao de citocinas(61).
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Figura 6 - Diferentes vias de ativagdo da IL-6.

Diferentes vias de ativacdo da IL-6 a) Sinalizagao classica, restrita a alguns tipos celulares e conduzida
apo6s a ligacdo da IL-6 no receptor mIL-6R e a formacdo do complexo gpl30 b) Trans sinalizagao
conduzida pela IL-6 e todas as células que expressdo gpl30. Enquanto a estimulagdo classica
promove respostas anti-inflamatdrias, a inducao por trans-sinalizacéo proporciona o desenvolvimento
de respostas pro-inflamatorias c)Trans apresentacdo mediada pela interacdo do complexo
transmembranico de IL-6/IL-6R de células dendriticas d) forma sollvel de IL-6T e gp130 se ligando a
IL-6 e ao complexo IL-6/IL-6R para bloquear a sinalizacdo de IL-6. Fonte: Uciechowski P. e Dempke
W. 2020.

Embora a IL-6 seja amplamente associada ao estimulo a inflamacéo, sabe-se
gue essa € a primeira citocina a ser liberada pelo masculo estriado esquelético em
resposta a contracdo muscular decorrente da pratica esportiva, sendo capaz de
influenciar a mobilizacdo de substratos energéticos como a liberacdo de glicose pelo

figado via glicogendlise e gliconeogénese (63) e até mesmo na quebra de lipidios no

tecido adiposo, atraves da lipolise (64).
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Figura 7 - Vias de sinalizacao da IL-6.

Trés diferentes vias de sinalizacédo da interleucina 6 (IL-6). A IL-6 pode se ligar a mIR-6R (sinalizacéo
classica) ou a IL-6R (sinalizacao trans) ou ao complexo IL-6/IL-6R representado por células dendriticas
e células T (apresentacao trans). A sinalizacao classica € inibida por anticorpos contra IL 6 e IL-6R. Os
anticorpos contra IL-6, IL-6R e gp130 bloqueiam a trans-sinalizag&o. A trans-apresentacéo s6 pode ser
inibida por anticorpos contra IL-6R. Todos os trés modos de sinalizacado resultam na homodimerizagao
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da subunidade do receptor de transducédo de sinal gp130, subsequentemente ativando as cascatas de
sinalizagdo intracelular JAK, STAT3, MAPL e PI3K. JAK1 é capaz de fosforilar residuos de tirosina
dentro da porcao intracelular de gp130 e os quatro residuos de tirosina carboxi-terminais 767, 814, 905
e 915 que servem como ponto de ancoragem intracelular para STAT3. Uma vez fosforilada, a STAT3
forma homodimeros e atua como fator de transcricdo no nicleo. Ha o inicio de ativacdo das vias de
sinalizacao PI3K/AKT e MAPK, além de uma retroalimentacdo negativa de SOCS3 que leva a inibicao
da sinalizacdo. Legenda: mAbs, anticorpos monoclonais; sIL-6R, receptor soltvel de IL-6; mIL-6R,
receptor transmembrana de IL-6; JAK, Janus kinases, SH2, homologo de SRc2; SHC, proteina
contendo o dominio homologo de colageno SH2; SHP, tirosina fosfatase contendo dominio SH2; SOCS,
supressores da sinalizacdo de citocinas; MAPK, proteina quinase ativada por mitogeno; PI3K,
fosfatidilinositol-3 quinase; PkB proteina quinase B; STAT, transdutor de sinalizacéo e ativador de
transcri¢cdo. Fonte: Uciechowski P. e Dempke W. 2020

1.4.3 Proteina 1 Quimioatraente de Monocitos (MCP-1)

As guimiocinas sédo pequenas proteinas ligadas a heparina que constituem uma
familia de peptideos semelhantes as citocinas, cuja maior funcdo é a de regular o
trafego celular. Esses compostos podem ser classificados em quatro subfamilias,
baseados no numero e na localizacdo dos seus residuos de cisteina, sendo
denominadas CXC, CC, CXsC e C. A Proteina 1 Quimioatraente de Monocitos
(MCP1), também conhecida como CCL2, € um membro da familia CC, composta por
76 aminoacidos cujo gene se localiza no cromossomo 17. Ainda se tratando da MCP1,
ela é capaz de exercer uma importante quimioatracdo de mondcitos, sendo produzida
por diferentes células, como: mondcitos, macrofagos, células endoteliais, células do
musculo liso, fibroblastos, células epiteliais e mesenquimais, astrocitos e células da
microglia (65)

Sabe-se que uma fracdo consideravel de mondcitos circulantes € capaz de
migrar para os tecidos, diferenciando-se em macréfagos. Em contrapartida, as células
dendriticas imaturas do tecido sédo capazes de irem para a circulacdo linfatica, onde
amadurecem e passam a apresentar antigenos para os linfocitos T(66)

A MCP-1 é um mediador chave na quimiotaxia dos mondcitos e diferenciacao
de linfécitos, com um papel fundamental na patogénese de varias doencas, pois sob
essas condicdes € capaz de regular o recrutamento dos mondcitos e ativacdo de
subpopulacbes de linfécitos. E comum ver essa atuacdo da MCP-1 em doencas
cardiovasculares, aterosclerose, vasculopatias relacionadas a esclerose multipla.(65)

De maneira paradoxal a MCP-1 é capaz de atuar na progressado de tumores,
proporcionando a proliferacdo celular e angiogénese, ou até mesmo inibir a metastase

ativando respostas imunes antitumorais.
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Os maiores indutores da expressdo de MCP-1 incluem citocinas pré-
inflamatorias, como a IL-1, IL-4, TNFa, Interferon y (IFNy), fatores de crescimento,
fator de estimulo a formacéo de colbnias de macrofagos (M-CSF), fatores de estimulo
a formacao de col6nias de granuldcitos (GM-CSF), fatores de crescimento endotelial
(VEGF), lipopolisacarideos, espécies reativas de oxigénio (ROS), lipoproteinas de
baixa densidade oxidadas (oxLDLs), entre outros.(67)

A interacdo da MCP-1 com seu respectivo receptor (CCR2) é crucial para os
guadros de inflamacédo de maneira geral, fazendo com que ocorra a ativagcdo do
sistema imune inato com o concomitante recrutamento de mondécitos para a regiao
inflamada. (65, 66)

De maneira mais especifica, ao analisarmos 0s processos fisioldgicos que
permeiam o tecido adiposo, sabemos que juntamente a hipertrofia dos adipdcitos em
funcdo do aumento do consumo energético total, um fator preditivo para o
desenvolvimento da obesidade e sobrepeso, observa-se que essas células passam a
secretar proteinas quimioatraentes de monocitos ou MCP1. A secrecdo de MCP1
pelos adipocitos implica no aumento de mondcitos e consequentemente de
macrofagos no tecido adiposo de individuos obesos. Esse infiltrado de macrofagos é
capaz de aumentar a secrecao de uma variedade de outras proteinas que promovem
uma resposta inflamatoria local, que por consequéncia sdo capazes de influenciar a
expressdo génica das células adiposas, como resultado, teriamos um aumento da

resisténcia a insulina de maneira sistémica (68)

1.4.4 Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNFa)

O fator de necrose tumoral alfa (TNFa) € uma citocina pro-inflamatoria
secretada por células do sistema imune, além de mastoécitos, células endoteliais,
cardiacas, neurbnios, adipocitos e fibroblastos (69)

Em individuos saudaveis, o TNFa é praticamente indetectavel, mas em
condi¢cBes de inflamacéo e infeccdo os seus niveis aumentam tanto na circulacao
guanto nos tecidos. Os efeitos biol6gicos dessas citocinas se manifestam através da
ligacdo do TNFa com receptores TNFR1 e TNFR2, cuja regulacdo ocorre por
diferentes tipos de células sob condi¢ées normais ou de doengas (69)

No caso dos TNFR1, eles costumam ser associados com respostas
inflamatoérias causadas por dano tecidual; Esses receptores sdo encontrados

predominantemente no Complexo de Golgi das células, como se fosse um
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reservatério, sendo expostos na superficie celular apenas quando ha a necessidade.
J& se tratando dos TNFR2, esse tipo de receptor se faz presente em células de
linhagem hematopoiética e estdo altamente relacionados com a isquemia e com a
resposta inflamatoria ao dano tecidual (70)

Ao se ligar a receptores TNFR1, o TNFa é capaz de induzir a apoptose celular
por dois caminhos distintos, o primeiro é pelo dominio de morte associado ao TNFR1
(TRADD), e o segundo pelo dominio rapido de morte associada (FADD). Ja se
tratando da interagdo com TNFR2, a sinalizagdo envolve a mobilizagdo e transcrigéo
de NFkB para a promocao da transcricdo de genes relacionados com a sobrevivéncia
celular (69, 70).
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Figura 8 - Sinalizagdo do TNFa via TNFR1 e TNFR2.

O fator de necrose tumoral alfa (TNFa) se liga ao receptor 1 de TNF (TNFR1) ou aos receptores 2 de
TNF (TNFR2) para ativar duas sinaliza¢des de eventos opostas. Em geral, a sinalizagdo de TNFR1 é
compreendida como um ponto gatilho na cascata de sinalizagdo capaz de induzir a apoptose. Esses
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efeitos dependem do tipo de célula em questdo, do estado de ativacdo e do ciclo celular. Em
contrapartida, a sinalizagdo exclusivamente ocorrida via TNFR2, especialmente em linfécitos T
ativados, induz a sobrevivéncia e proliferacéo celular. Legenda: AP1, proteina de ativagao 1; cFLIP
proteina inibitéria do tipo FLICE; clAP, proteina de celular de inibicdo a apoptose; FADD, dominio rapido
de morte associada; IKK, inibidor da quinase kB; JNK, quinase da juncdo N terminal; MAPK, proteina
quinase ativada por mitogeno; MEKK, quinase quinase quinase ativada por mitégeno; MEKK3, proteina
quinase quinase 3 ativada por mitdgeno duplamente especifico; NEMO, modulador essencial do fator
nuclear kB (nF- kB); RIP, proteina interagindo com receptor; TRADD, dominio rapido de morte
associada (FADD); TRAF, fator associado com receptor TNF.

O TNFa é um peptideo capaz de influenciar o estado de inflamagao do tecido
adiposo, além de colaborar com a resisténcia a insulina em obesos. Essa molécula
pode ser expressa por adipdcitos maduros, células estromais e macréfagos, sendo
gue 0s seus hiveis costumam ser maiores no tecido adiposo subcutéaneo (71).

Um experimento conduzido com camundongos parcialmente ou totalmente
deficientes em TNFa comparados com um modelo experimental selvagem, sob uma
dieta normal em calorias, que comparou a adiposidade, sensibilidade a insulina e
niveis de glicose e triglicerideos circulantes, demonstrou que 0s animais trangénicos
apresentam uma melhor tolerancia a glicose. Interessantemente, as respostas as
variacOes de glicemia dos camundongos com a mutacédo que foram submetidos ao

consumo de uma dieta hiperlipidica foi semelhante a de camundongos normais (72)

1.4.5 Interleucina 10

Ha trés familias compostas pela interleucina 10 (IL-10), com nove membros no
total. A primeira familia, que conta com a participacdo apenas da IL-10 possui uma
funcdo extremamente importante nas respostas imunes inatas e adaptativas, sendo
capaz de proporcionar uma imunossupressao em caso de leséo tecidual em que ha
um excesso e uma descontrolada resposta inflamatdria direcionada. Se tratando do
segundo grupo, composto pela subfamilia da IL-20, em que ha a participacdo da IL-
19, IL-20, IL-22, IL-24 e IL-26; essas proteinas atuam nas células que compdem o
tecido epitelial, além de células estromais que atuam nos mecanismos de defesa e
controle da invasdo de patdgenos extracelulares. Por fim, o Gltimo grupo, composto
pelas IL-28A, IL-28B, IL-29; costumam ser classificadas como interferons por
compartilharem semelhancas biologicas e de sinalizagcédo, esse grupo também atua
em células epiteliais (73).

A sintese de IL-10 foi previamente descrita em linfocitos T CD4*, contudo,

atualmente sabemos que essa interleucina pode ser sintetizada por linfécitos T CD8*,
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linfocitos B, macréfagos, células dendriticas, neutroéfilos e eosindfilos, além de células
ndo hematopoiéticas, como por exemplo células epiteliais (73)

Como mencionado anteriormente, a IL-10 é extremamente importante no
controle da inflamacao, atuando de maneira a regular a resposta inflamatoria e evitar
excessos que desencadeiem danos teciduais desnecessarios e até mesmo
prevenindo inflamagdes cronicas (73)

A IL-10 é capaz de inibir a producdo de interferon gama (IFNy) e IL-2,
proporcionando assim uma imunossupresséao, além do mais, consegue atuar no tecido
epitelial sendo capaz de prevenir respostas imunes exacerbadas contra antigenos (74,
75)

Se tratando dos mecanismos de sinalizacdo, os efeitos da IL 10 ocorrem
através de receptores heterotetramicos de IL-10 (IL 10R), que consistem em duas
cadeias alfa de receptores de IL-10 ligadas e dois acessorios de transducéo beta
pertencentes a familia de receptores de interferons. As cadeias alfa de IL-10R séo
altamente expressas em macrofagos e células dendriticas, sendo que as cadeias IL-
10RB costumam estar presentes em todos os tipos de células (74-76)

Mecanicamente, a IL-10 é capaz de inibir a funcéo das células apresentadoras
de antigeno, como os macréfagos e células dendriticas, através da diminuicdo da
maturacdo dessa células, além de reduzir a producéo de citocinas pré-inflamatarias,
como a IL-1B, IL-6 e TNFa. Os efeitos da IL-10 sdo mediados pela via Janus kinase 1
(JAKL)/Tyk2/STAT3 (73, 75, 76)
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Figura 9 - Efeitos intracelulares da IL-10.

Sinalizacdo imunomodulatéria em células apresentadoras de antigeno (APCs) induzida pela ligacdo da
interleucina-10 (IL-10) ao receptor de IL-10. A ativacéo da via IL-10 / Janus quinase 1 (JAK1) / tirosina
quinase 2 (Tyk2) / transdutor de sinal e ativador da transcricdo 3 (STAT3) em APCs resulta na
fosforilacdo de STAT3 pelo receptor de interleucina 10 (IL-10R) complexo e a translocacao
subsequente de homodimeros STAT3 para o nucleo. Os homodimeros de STAT3 se ligam a elementos
de ligacdo a STAT e conduzem a expressdo de genes responsivos a STAT-3, como 0 supressor de
sinalizacdo de citocinas 3 (SOCS-3) e antagonista do receptor de IL-1 (IL-1RN): SOCS-3 inibe
eficientemente o mitégeno ativagao da proteina quinase ativada (MAPK), translocacado de NFkB para o
nucleo e a subsequente inducdo da expressdo do gene pro-inflamatorio, enquanto a proteina IL-1RN
suprime a sinalizagéo pré-inflamatoria normalmente iniciada pela ligac@o de IL-13 ao seu receptor . A
ativacdo de STAT3 também inibe a ativacdo de STAT6 e, portanto, a expressao de genes responsivos
a IL-4 / IL-13. Por esses eventos, a IL-10 reduz a produc¢éo de citocinas pro-inflamatérias (IL-18, IL-6,
fator de necrose tumoral alfa) e diminui a expresséao do complexo principal de histocompatibilidade Il e
moléculas coestimulatérias (CD80, CD83, CD86) em APCs. Setas pretas: ativacdo das vias de
sinalizacéo indicadas, setas laranja: inibicao das vias de sinalizacdo indicadas, setas pretas tracejadas:
vias normalmente induzidas pelas moléculas indicadas que s&o inibidas na presenca de ativacdo de
STATS3. Para obter informages mais detalhadas, consulte a segéo “IL-10 é uma citocina importante
que limita as respostas imunoldgicas excessivas”. Fonte: Schulke, S. 2018

1.4.6 Antagonista do Receptor de Interleucina 1 (IL-1ra)

Sabe-se da existéncia de muitos inibidores de interleucina 1, incluindo o
receptor antagonista de IL-1 (IL 1ra), IL-1R tipo Il (IL-1RIl), SIGIRR (molécula
relacionado a Ig IL-1R, também conhecida como TIR8).(59, 77)

A IL-1ra foi a primeira citocina descrita com a funcdo de atuar como um

antagonista de receptor, de maneira a competir pela ligagdao da IL-1 com seus
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respectivos receptores celulares. A IL-1ra pode ser sintetizada de quatro diferentes
isoformas por intermédio de diferentes exons. Uma das isoformas da IL-1ra é solavel
(slL-1ra), e portanto, secretada pela célula. J& as demais permanecem no meio
intracelular, e sé sédo liberadas em circunstancias em que a célula morre, sédo elas a
iclL-1ral, iclL-1ra2, iclL-1ra3 (77)

1.50 exercicio fisico como fator estimulante para a secrecéo de

moléculas

Como mencionado anteriormente, o sedentarismo € um dos maiores problemas
de saude publica do século XXl, estando diretamente relacionado com o
desenvolvimento de diversas DCNTs, sendo assim, € capaz de comprometer a
gualidade de vida de pessoas em diferentes populacdes (78).

A pratica regular de atividade fisica, tem sido relacionado com a otimizagéo do
metabolismo aerobico na conservacdo de energia, resultando em adaptacdes
benéficas capazes de diminuir as chances de desenvolver DCNTs (11, 79). Em
relacdo aos possiveis beneficios do exercicio fisico na intolerancia a glicose, uma
meta-analise realizada com 4191 artigos acerca do assunto, indica que 0 exercicio
aerobico, resistido, ou ambos combinados, esteve associado com uma reducao da
hemoglobina A (1c¢) (HbA(1c)) em pacientes com diabetes tipo 2 (79).

O musculo estriado esquelético compreende cerca de 40% da massa corporal
total de um individuo adulto saudavel, sendo que, esse tecido juntamente com o tecido
cardiaco € responsavel por aproximadamente 30% do consumo da energia em
repouso, e 100% do aumento do gasto energético durante a atividade fisica (80).

Sabe-se que o0 musculo estriado esquelético é composto por fibras
heterogéneas, podendo ser divididas em fibras de contragéo lenta e rapida, que se
diferenciam na composi¢ao de proteinas contrateis e capacidade oxidativa. No caso
das fibras de contracdo lenta, estas sdo mais resistentes a fadiga, apresentam alta
capacidade oxidativa, e uma facilidade para a utilizacdo de acidos graxos como
substrato para a obtencdo de ATP. Ao passo que as fibras de contracéo rapida séao
altamente fadigaveis, com alta forca de contracdo, baixa capacidade oxidativa, e
dessa forma, a maior parte do ATP obtido ocorre pela via glicolitica (81).

As células do musculo estriado esquelético secretam uma vasta gama de
proteinas, chamadas coletivamente de miocinas, capazes de desempenhar fungéo
autocrina, paracrina ou enddcrina. As repetidas contracfes realizadas durante a

atividade fisica sdo estimulantes para que ocorra a sintese destas proteinas pelo



48

musculo estriado esquelético. E importante ressaltar que, as miocinas sintetizadas e
influenciadas pelo exercicio fisico, sdo capazes de atuar na comunicacao entre 0

musculo esquelético, o tecido adiposo, figado e pancreas (11, 81, 82).
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Figura 10 - Producéo de miocinas pelo musculo estriado esquelético.

O estimulo mecénico decorrente das contragBes musculares e altera¢des metabdlicas decorrentes da
atividade fisica promovem a liberag&o de uma gama de proteinas e peptideos com efeitos pleiotrépicos,
por se tratarem de moléculas derivadas do musculo estriado esquelético, atribuimos o nome de

miocinas. Fonte: Fiuza-Luces, C., 2013.

Contudo, durante o exercicio fisico, ha um ajuste metabdlico em diversos
tecidos sob estresse, assim varios 6rgaos e tipos celulares alteram a capacidade de
secretar produtos com capacidade pleiotropica. Sabemos que durante uma Unica
sessdo de treinamento (sessdo aguda) ou durante o treinamento crénico, ndo apenas
0 musculo estriado esquelético é capaz de secretar produtos capazes de intermediar
a comunicacdo entre as células, mas sim outros varios tecidos que porventura
também estejam sendo impactados pelo exercicio fisico, como por exemplo o tecido
adiposo, hepdtico, imunolégico, entre outros. O termo “exercinas” propfe uma
nomenclatura mais abrangente e dessa forma faz referéncia ao conjunto de peptideos

e acidos nucleicos secretados através de vesiculas pelos varios tecidos do corpo, cuja
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caracteristica em comum é ter o exercicio fisico como agente estimulador para tal

secrecéo (83).

Sabe-se que a IL 6 pode ser sintetizada ndo somente por células do musculo
esquelético, mas também por adipdcitos e células imunolégicas, e que embora a IL 6
apresente caracteristicas anti-inflamatorias, essas s6 sdo manifestadas quando esta
citocina € expressa pelo musculo, pois, quando produzidas pelas células
imunoldgicas, como por exemplo macréfagos, ela é capaz de atuar em vias pro-
inflamatérias. Basicamente, o que irA determinar a atuacdo desta proteina é o
ambiente ao qual ela est4 submetida (82, 84).

As repetidas contragcdes musculares durante o exercicio fisico estimulam a
sintese de IL-6. Dessa forma, tanto em fibras do tipo I, quanto do tipo Il e células
satélites sdo capazes de sintetiza-la, sendo que o exercicio intenso, como por
exemplo a corrida em atletas treinados ou caminhada para a populagdo geral, séo
fatores estimulantes para a sua producéo. Estes exercicios possuem em comum a
caracteristica de promover o trabalho de grandes grupamentos musculares, e nao
resultam em microlesbes. A IL-6 pode estar relacionada com o aumento da
intensidade e duracdo do exercicio, sendo que seus niveis plasmaticos aumentam
durante a atividade fisica (32). Essas caracteristicas sdo seguidas de um aumento da
IL 1 “receptor antagonist” (IL-1ra), e IL-10 (84). Adicionalmente, a IL-6 no musculo
estriado esquelético, é suscetivel a possiveis variacdes do glicogénio (85). Embora a
IL 6 possa apresentar caracteristicas anti-inflamatoérias, estas s6 sdo manifestadas
guando esta citocina € expressa pelo musculo, pois, no caso de sua sintese por
células imunoldgicas, principalmente por macréfagos, ela é capaz de atuar em vias
pré-inflamatérias. Sendo assim, como mencionado anteriormente, o que determina a
atividade desta proteina é o ambiente ao qual ela esta submetida (84).

E sugerido que a IL-15, outro tipo de miocina, atua de maneira anabdlica no
tecido muscular estriado esquelético, mas também é responsavel por estabelecer uma
interacdo entre o tecido muscular e o adiposo, de forma a controlar a deposicao de
acidos graxos no tecido adiposo e figado (20).

Logo, como era de se esperar muito se tem discutido acerca da capacidade
enddécrina do musculo estriado esquelético sendo capaz de influenciar diferentes
orgaos e tecidos e conferir beneficios na prevencdo e no tratamento de diferentes

doencas. Contudo, ainda ndo se sabe se a restricdo caldrica comumente adotada por



50

grande parte dos adeptos das pessoas fisicamente ativas e de entusiastas dos

esportes € capaz de influenciar na producdo de exercinas em detrimento do

treinamento fisico aerdbico.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar as influéncias da restricao calérica no perfil de exercinas produzidas
durante o treinamento fisico aer6bio em um modelo experimental, verificando

possiveis variagcdes no perfil de miocinas anti-inflamatoérias.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar se a restricdo calérica é capaz de influenciar no perfil de miocinas
secretadas em decorréncia do exercicio fisico

Investigar essa abordagem nutricional como uma possivel intervencéo que aja
em sinergismo com o exercicio fisico aerobico para a promocao de uma resposta anti-

inflamatoria.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais e grupos experimentais

Os animais foram obtidos da Universidade de S&o Paulo e mantidos em
condi¢cBes controladas de umidade (50%-60%), luminosidade (12h claro/12h escuro)
e temperatura (22°C - 25°C) no biotério de experimentacdo da universidade no
Instituto de Ciéncias Biomédicas | (ICB-I).

Foram utilizados 48 Camundongos C57BI/6, machos, com 7 semanas de idade,
pesando entre 18-22 gramas. Estes animais foram divididos em 4 grupos, como
demonstrado na Figura 3, sendo eles: Grupo Controle (C), ndo submetido a restricdo
calorica, nem ao treinamento fisico aerobico (n=12); Grupo Exercicio (EX), submetido
ao protocolo de treinamento fisico aerobico, e sem restricdo calorica (n=12); Grupo
Restricdo Caldrica (CR), submetido apenas ao protocolo de restricdo calorica, e nao
submetido ao treinamento fisico aerdbico (n=12); Grupo Exercicio e Restricao
Calodrica (EX + CR), submetido tanto ao protocolo de treinamento fisico aerdbico,

guanto a restricdo caldrica (n=12).

48, machos,7-8 semanas de idade,
C57/BL6

C (n=12) EX (n=12) CR (n=12) E(>'<1:1%R

C — Controle, ragéao livre durante um periodo de 2 horas (Time restricted feeding)
EX — Exercicio, treinado em esteira, 5 vezes/semana, durante 8 semanas a 60%
da capacidade méaxima, com acesso livre a racdo durante 2 horas.

CR — Restrigao caldrica, alimentado com 60% da quantidade consumida pelo
grupo controle

EX + CR — Exercicio e restricdo caldrica, submetido ao protocolo de exercicio e
consumo alimentar de 60% do grupo exercicio.

Figura 11 - Distribuicdo dos grupos experimentais



53

3.2 Delineamento do experimento
A proposta consistiu em submeter camundongos C57/BL6 ao treinamento fisico

aerdbico, e/ou a uma dieta calérica restritiva, e verificar a influéncia da restricdo

caldrica na expressao de proteinas no musculo estriado esquelético e tecido adiposo.

1° semana 2° semana 3 até 9° semana 10° semana

er O e T

Primeira semana de Consumo da ragio Ultima sesséo de -
treinamento ofertado para os grupos treinamento 6
CR e EX+CR foram
ajustados pelos grupos
CeEX.

[

Lt

72 horas

L_ﬁ Racdo pesada e registrada

@j Adaptacdo a esteira/ Teste fisico

Inicio do protocolo de “Time restricted feeding”

2 - -
?)‘ﬁ Restri¢do caldrica

Q Treinamento fisico em esteira

ﬁa Eutanasa e coleta de amostras

Figura 12 - Linha do tempo do projeto

3.3 Protocolo de Restricao Calérica
Visando contornar o possivel problema de que os camundongos submetidos ao

protocolo de restricdo calorica consumiriam toda a ragcdo em menos de 24 horas, ao
passo que 0s grupos que ndo eram submetidos a esse protocolo teriam a oferta de
racao livre, ou seja, a racéao ficaria disponivel para eles por tempo indeterminado, e
gue os diferentes tempos de jejum pudessem influenciar variaveis fisiologicas ou fazer
com gque os alguns animais fossem submetidos ao treinamento fisico em jejum, ao
passo que os demais ndo, o trabalho adotou um protocolo de Time Restricted
Feeding.Dessa forma todos os camundongos, inclusive os do grupo controle, foram
submetidos a um protocolo de alimentacao restrita por tempo, sendo que 0S grupos
experimentais tinham 2 horas para consumirem a racéo ofertada naquele periodo.
Os registros do consumo alimentar dos camundongos iniciaram na semana 1
do projeto, sendo ofertada sem restricbes uma dieta capaz de suprir as necessidades
preconizadas na AIN-93M (86), essas semanas iniciais serviram para que se

obtivesse dados relativos ao consumo medio de ra¢do dos camundongos. Na segunda
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semana, todos 0s animais iniciaram o protocolo de “Time Restricted Feeding”. Esse
protocolo consiste na oferta de racdo AIN-93M durante um periodo de 2 horas por dia,
sendo que as quantidades poderiam variar em funcao do grupo experimental, ou seja,
os grupos C e EX tiveram livre acesso a racdo, ao passo que os grupos CR e EX+CR
consumiram quantidades pré-determinadas.

Ao longo da segunda semana de experimento, os grupos CR e EX+CR tiveram
acesso a 60% das respectivas quantidades consumidas ao longo da primeira semana.

A partir da terceira semana do experimento, as quantidades ofertadas aos
grupos CR e EX+CR foram de 60% do consumo registrado nos grupos C e EX

respectivamente.

3.4 Protocolo de treinamento aerdbio
Os grupos EX e EX+CR foram submetidos ao treinamento aerébio em esteira

ergometrica para camundongos com uma frequéncia de 5 dias por semana, durante
7 semanas. Na semana antecedente ao inicio do protocolo de treinamento, os animais
foram adaptados a esteira, e submetidos ao teste fisico, que serviu para determinar a
velocidade de treinamento dos camundongos. O treinamento consistiu em 5 minutos
iniciais de aguecimento, e 5 minutos finais de resfriamento, com cinquenta minutos de
treinamento aerobico de intensidade moderada, correspondendo a velocidade de 60%

a média alcancada pelos grupos no teste fisico.

3.5 Eutanéasia dos Animais
Houve a eutanasia 72 horas apdés o Ultimo dia de treinamento, via

decapitacdo. As amostras de sangue foram coletadas, centrifugadas a 10000 G a 4°C

por 5 minutos, o soro foi retirado, armazenado em tubos e acondicionado a -80°C.

3.7 Teste de sensibilidade ainsulina
Todos os animais foram submetidos ao teste de resisténcia a insulina no final

do projeto. Desta forma, os animais permaneceram em jejum por 6 horas (6:00 até
12:00), com acesso livre a 4gua. A glicemia dos camundongos foi aferida com o auxilio
de um glicosimetro digital (Accu-Check Active), sendo essa coleta denominada o
momento zero. Em seguida, ocorreu a administracao de insulina regular humana (0,75
U/kg) via intraperitoneal. A partir dessa administracdo, a glicemia dos camundongos

foi aferida em intervalos de 5 minutos, desde o momento inicial até 30 minutos apos a
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administracao da insulina. As amostras foram obtidas no ponto distal da cauda dos
animais. Os resultados obtidos foram empregados para o calculo da taxa de
decaimento da glicemia (KITT) e expressos em percentual para a avaliacdo da
velocidade de decaimento apds a injecao (%/min).

3.8 Extracao de tecidos
Os tecidos adiposos (mesentérico, retroperitoneal e subcutaneo) foram

extraidos de todos os animais, bem como os musculos sdéleo, gastrocnemio e masculo
extensor longo dos dedos (EDL). Todas as amostras obtidas foram armazenadas e
divididas em duas aliquotas por tecido.

3.10 Homogeneizacao dos tecidos
As amostras dos tecidos obtidos foram homogeneizadas em tampéao RIPA

(0,625% de Nonidet P-40, 0,625% de desoxicolato de sédio, fosfato de sodio 6,25mM,
e 1mM de acido tetra-acético de etilenodiamina a pH 7,4) contendo 10 ug/ml do
cocktail com inibidor de protease (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri). Em seguida, os
homogenatos foram centrifugados a 14000G durante 30 min a 4° C, o sobrenadante
retirado, e a avaliacdo da concentracao de proteina foi determinada utilizando o ensaio

de Bradford (Bio-Rad, Hercules, California).

3.11 Avaliacao quantitativa de proteinas
Foram mensurados os niveis de IL-13, IL-6, MCP1, TNFa, IL-17, IL-1ra e IL-

10, no tecido adiposo, musculo estriado esquelético (gastrocnémio) e figado por
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) seguindo as orientacdes do fabricante
(DuoSet ELISA ® R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA).

3.12 Determinacdo da expresséao génica
No tecido adiposo, foram verificados os genes envolvidos na inflamacédo MCP1,

TNFa e NF-kB). Os tecidos foram homogeneizados em reagente TRIZOL para
extracdo do RNA total (87). O RNA foi quantificado por leitura em espectrofotdmetro
a 260 nm (A260 nm = 1 corresponde a 44 ug/mL) e o grau de pureza determinado
pela razdo 260/280 nm (razédo igual a 2 indica alto grau de pureza). O cDNA foi
sintetizado a partir de 2ug do RNA total extraido utilizando a transcriptase reversa. A
expressdo génica foi quantificada por PCR em tempo real, utilizando o aparelho
ROTOR GENE 3000 da Corbett Research (Mortlake, NSW, Austrélia) e SYBER Green
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como marcador fluorescente. A quantificagdo da expressao dos genes foi realizada
usando o método da Ct comparativa (Ct = threshold cycle; numero de ciclo no qual o
produto do PCR atinge um limiar de deteccao), tendo a expressdo da HRTP1 como

padrao interno.

Tabela 3 Sequéncia de primers sense e antisense utilizados no qRT-PCR.

Gene Primer Sense (5’ — 3’) Primer Anti-Sense (3’ - 5’)

HPRT1 CCCTGGTTAAGCAGTACAGCCCC AGTCTGGCCTGTATCCAACACTTCG
MCP-1  GCATTAGCTTCAGATTTACGGGT TAAAAACCTGGACGGAACCAAA
TNFa TCTACTGAACTTCGGGGTGA GATCTGAGTGTGAGGGTCTGG
NF-kB CCAACTGGCAGGTATTTGAC GCTGCTTCATGTCCCCTTG

3.13 Analise estatistica
Os dados foram analisados através do software SigmaStat 3.1 (Califérnia,

EUA). A distribuicdo da normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Kolmogorov-
Smirnov. Os dados com distribuicdo paramétrica foram submetidos ao teste One-way
ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni para comparacéao entre os grupos. Os dados
com distribuicdo ndo paramétrica foram submetidos ao teste One-way ANOVA on
Ranks seguido pelo teste de Dunn’s para a comparacgéao entre os grupos. Os niveis de
significancia foram ajustados para 5% (p<0.05). Os graficos foram elaborados

utilizando-se o software GraphPad Prism 8.0 (California, EUA).
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4 RESULTADOS

4.1 Andlise da composicédo corporal e variaveis metabdlicas

Podemos observar na Tabela 4 os resultados referentes a massa corporal total
dos camundongos bem como a massa de diferentes tecidos obtidos. Segundo os
dados, a restricao caldrica feita isoladamente ou em conjunto com o exercicio fisico,
foi capaz de reduzir a massa do tecido adiposo subcutaneo quando comparado com
0S grupos controle e exercicio fisico. Ao analisarmos o musculo estriado esquelético
€ possivel verificar que a restricdo caldrica feita isoladamente ou em conjunto com o
exercicio fisico pdde garantir alteragcbes na massa do gastrocnémio, contudo,
nenhuma diferenca é observada no musculo séleo.

Ambos os protocolos de treinamento fisico ou de restrigdo calorica foram
capazes de diminuir a massa corporal total em comparagdo com 0 grupo controle.
Contudo, a restricdo caldrica ou a restricao calérica somado ao exercicio fisico foi
capaz de promover uma diminuicdo mais acentuada desses valores, ndo havendo

diferencas entre os CR e EX+CR.

Tabela 4 - Massa absoluta total e de diferentes tecidos de todos os grupos

Grupos Tecido adiposo Figado Gastrocnémio Soéleo Massa corporal
subcutaneo total
Controle 0,23 + 0,041 1,10 £ 0,314 0,24 + 0,025 0,014 +0,002 24,15 + 1,275
Exercicio 0,25 + 0,057 1,18 + 0,090 0,23+ 0,013 0,013 £0,002 22,59 +1,048 2
Restrigéo calérica 0,07 £ 0,041 2P 0,88+ 0,161 0,17 £ 0,0222F 0,012 +0,001 17,49 + 0,845 &
ab
Exercicio + 0,13 + 0,060 ¢ 1,04 + 0,090 0,14 + 0,023 2b¢ 0,017 + 0,026 18,52 + 1,505 &°

Restricéo calérica

Nota. Os valores estdo representados por média e desvio padrdo + dos dados obtidos de todos os grupos experimentais. As diferencas entre
0,05).

(a) quando comparado com o grupo controle

(b) quando comparado com o grupo Exercicio

(c) quando comparado com o grupo Exercicio + Restricédo calérica

Todos os camundongos foram pesados trés vezes por semana, os dados foram
convertidos em médias semanais, e as oscilacdes de massa corporal total podem ser

observadas na figura 13.
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Figura 13 - Variacdo de massa corporal dos camundongos

Todos os animais foram pesados trés vezes por semana para a obtencdo de uma média semanal.
Adicionalmente, a massa corporal total foi mensurada no dia do teste de resisténcia a insulina (ITT) e
no dia da eutandsia. Variagdo de massa corporal semanal (média * erro padréo representado pelas
barras)

Com o objetivo de obter dados mais precisos relativos a composi¢céo corporal
dos camundongos, e utilizando métodos praticos, foi calculado o indice de
adiposidade dos animais. Esse calculo leva em consideracdo a somatéria da massa
do tecido adiposo retroperitoneal, subcutaneo e epididimal; divididos pela massa
corporal total e multiplicado por 100 (percentual). Dessa forma, os resultados apontam
gue os grupos EX e CR+EX obtiveram um menor indice de adiposidade quando
comparados com 0s grupos controle e restricdo caldrica. Utilizando do mesmo
raciocinio para a obtencéo do indice de adiposidade, foi calculado também o indice de
musculatura, que levou em consideragdo a massa do musculo gastrocnémio, soleo e
eretor longo do dedo (EDL). Logo, através da analise da Figura 6b, é possivel verificar
gue a restricdo caldrica em conjunto ao exercicio fisico diminuiu esse parametro no

comparativo com 0s demais grupos experimentais.
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Figura 14 - indice de adiposidade e musculatura.

A Figura 14a demonstra o indice de adiposidade que é calculado a partir da somatéria da massa do
tecido adiposo retroperitoneal, subcutaneo e epidimal; dividido pela massa corporal total e multiplicado
por 100. O exercicio fisico isoladamente ou em conjunto com a restricao caldrica, foi capaz de diminuir
o indice de adiposidade. Na figura 14b podemos verificar o indice de musculatura, calculado a partir da
somatéria da massa do musculo séleo, gastrocnémio e EDL; divididos pela massa corporal total e
multiplicado por 100. Dessa forma, o menor indice de musculatura foi observado no grupo EX+CR Os
valores estdo expressos em média + SE. SignificAncia *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 (One-way ANOVA
seguido pelo teste de Bonferroni)

Sabendo da importancia do tecido hepatico para o controle metabdlico, bem
como a sua suscetibilidade a varia¢des nutricionais e energéticas, como por exemplo,
0 conteudo de glicogénio que pode influenciar diretamente na massa desse tecido, 0
figado foi pesado e dessa forma foi possivel constatar uma diminuicdo no peso
absoluto desse 6rgdo no grupo EX em comparacdo com C e CR, sendo que os
mesmos resultados ndo foram observados em EX+CR, conforme demonstrado na
Figura 15a. Contudo, ao relativizar a massa do figado com a massa corporal total dos
camundongos, como visto na Figura 15b, ndo ha diferencas com significancia
estatistica.
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Figura 15 - Massa hepatica total e relativa.

O grupo EX apresentou menor massa hepatica em comparacéo com C e CR (Figura 15a). Contudo, ao
relativizar a massa hepatica com a massa corporal total, ndo ha diferenca entre os grupos (Figura 15b).
Os valores estdo expressos em média + SE. Significancia *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 (One-way

ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni)

Ao avaliarmos a glicose sérica, foi possivel constatar que o exercicio fisico
somado a restricdo caldrica foi capaz de diminuir a glicemia do grupo EX+CR,
conforme demonstrado na Figura 16a. Em contrapartida, ambos os grupos que foram
submetidos ao treinamento fisico, ou seja, 0 EX e EX+CR, apresentaram maiores
niveis de acidos graxos séricos néo esterificados (Figura 16b), ao passo de que ndo

houve diferenca no colesterol sérico de nenhum dos grupos.

a) Glicose Sérica b) Acidos Graxos Séricos N&o Esterificados C) .
1501 | x | l ok Colesterol Sérico
Fokk 2001 ' l—ﬁ— 2001
P - 3
T — B T T
1001 T 150 150
g 5 L L _
o = ke
£ 2 100 S 1004
501 €
501 504
C T T C T T C
Cc EX CR EX+CR C EX CR EX +CR c EX CR EX 4 CR

Figura 16 - Glicose, 4cidos graxos néo esterificados e colesterol sérico.

O grupo EX+CR apresentou menores niveis de glicose sérica (Figura 16a). Os grupos EX e EX+CR
obtiveram maiores niveis de acidos graxos nao esterificados em comparacdo com o grupo C e CR
(Figura 16b). Na andlise do colesterol sérico, ndo houve diferenga entre 0s grupos experimentais. Os
valores estéo expressos em média + SE. Significancia *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 (One-way ANOVA
seguido pelo teste de Bonferroni)
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No teste de resisténcia a insulina demonstrado na Figura 17, podemos ver que
a curva de decaimento de glicemia demonstra uma Unica diferenca entre os grupos
EX e EX+CR aos 25 minutos ap6s a administracdo da insulina. Contudo, ja na Figura
17b, é possivel ver que o grupo EX+CR teve um menor percentual de decaimento por

minuto em comparag¢ao com os demais grupos experimentais.

150
a) b) KITT mc
< =3 EX
‘Z 1007
£ = CR
- S
%100- 5 801 —— —_ = EX+CR
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Figura 17 - Teste de sensibilidade a insulina e taxa de decaimento da glicemia.

A figura demonstra a curva de decaimento da glicemia ao longo do teste de resisténcia a insulina, dessa
forma é possivel ver uma Unica diferenca entre os grupos EX e EX+CR aos 25 minutos apés a
administrag&o de insulina nos camundongos. O grupo EX+CR apresentou um menor percentual por minuto
na curva de decaimento da glicemia em comparacdo com 0s demais grupos experimentais. Os valores
estdo expressos em média + SE. Significancia *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 (One-way ANOVA seguido
pelo teste de Bonferroni)

1.64.2 Analise do tecido adiposo

Constatamos que o grupo sedentario que foi submetido a restricdo cal6rica teve
maiores quantidades de IL 1B em comparacdo com C (falta o p-value de todas as
comparacodes). Entretanto, conforme demonstrado na Figura 18a, esse mesmo
resultado parece ser anulado pelo treinamento fisico, uma vez que, 0s niveis dessa
citocina nos grupos EX e EX+CR permanecem sem diferenca estatistica em
comparacdo com o grupo controle. E plausivel ainda que a restricdo calérica seja
capaz de aumentar as quantidades de MCP1 no tecido adiposo, uma vez que essa
proteina esteve aumentada nos grupos CR e EX+CR, conforme demonstrado no

gréafico da Figura 10b.
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Um dos efeitos da adoc¢éo da restricdo calérica de maneira concomitante com
o treinamento fisico € o aumento do TNFa e da IL-6, sendo possivel observar nas
Figuras 18c e 18d, respectivamente, um aumento dessas proteinas no tecido adiposo

subcutaneo em comparagéo com o grupo controle.

a) IL 1 Tecido Adiposo Subcutaneo b) MCP 1 Tecido Adiposo Subcutaneo
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Figura 18 - Citocinas pré-inflamatérias no tecido adiposo subcutaneo.

O grupo CR apresentou maiores niveis de IL1B em comparacdo com C. O grupo EX+CR apresentou
maiores niveis de MCP1 em relacdo ao C e EX. O grupo CR apresentou maiores niveis de MCP1
guando comparado com C. O exercicio fisico em conjunto com a restricdo calérica foi capaz de
promover uma maior quantidade de TNFa e IL 6 em comparacdo com C. Os valores estdo expressos
em média £ SE. Significancia *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 (One-way ANOVA seguido pelo teste de
Bonferroni)

Ao que concerne as citocinas anti-inflamatérias, verificamos que a restricao
calorica foi capaz de aumentar a IL-1ra no tecido adiposo subcutaneo, uma vez que
os resultados obtidos nos grupos CR e EX+CR para esse peptideo estiveram
aumentados frente aos grupos controle e 0s mesmos resultados ndo sao observados
no comparativo do grupo EX versus C, conforme demonstrado na Figura 19a. Embora
seja capaz de que o exercicio feito sem a restricdo caldrica ndo pareca ser capaz de
aumentar a IL-1ra no tecido adiposo, pudemos constatar que o grupo EX apresentou

maiores quantidades de IL-10 face aos demais grupos, e esses resultados
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aparentemente sdo anulados quando o exercicio é feito em conjunto com a restricdo

caldrica (Figura 18b).
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Figura 19 - Citocinas anti-inflamatérias no tecido adiposo branco.

A restricao caldrica é capaz de aumentar a IL-1ra no tecido adiposo subcutaneo, independentemente
de ser adotada em individuos sedentarios ou treinados, conforme demonstrado pelos resultados dos
grupos CR e EX+CR. O exercicio fisico feito sem a restricao calérica é capaz de promover a IL-10 no
tecido adiposo subcutaneo, contudo, ao adotar o exercicio fisico em conjunto com a restricdo calérica,
esses resultados sdo anulados. Os valores estdo expressos em média + SE. Significancia *p<0,05,
**p<0,01, **p<0,001 (One-way ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni)

De encontro com os resultados quantitativos obtidos através do ELISA,
podemos afirmar que o exercicio fisico em conjunto com a restricdo calorica seja
capaz de aumentar os niveis de MCP-1 no tecido adiposo, uma vez que a expressao
génica dessa proteina também se demonstra aumentada no grupo EX+CR em
comparacdo com os demais. Entretanto, conforme demonstrado na Figura 20a,
pudemos ver que o EX apresentou niveis aumentados face ao grupo CR. Na analise
dos resultados demonstrados no grafico, seria plausivel inclusive afirmar que o
exercicio fisico € capaz de aumentar a MCP1, que a restricdo caldrica sozinha nao
conseguiria influenciar a expressdo génica, mas que guando ambos feitos em
conjunto o resultado aparenta ser potencializado para o aumento desta quimiocina.

Pudemos constatar resultados semelhantes acerca do TNFa, uma vez que o
grupo EX apresentou uma maior expressdo desse gene em comparacdo com a
restricdo cal6rica, e que embora ndo se tenha significancia de acordo com a analise
estatistica, poderia haver a possibilidade desse aumento em comparagdo com o grupo
C. Ao investigarmos a figura 20b, é possivel inferir que a restrigdo calérica no grupo
sedentario ndo foi capaz de promover nenhuma alteragédo. Todavia, a ado¢ao dos dois

protocolos, tanto o exercicio fisico quanto a restricdo caldrica, sdo capazes de
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potencializar o aumento da expressao génica de TNFa, pois, observamos que o grupo
EX+CR teve resultados maiores em comparacao aos demais grupos, inclusive com o
EX.

Contudo, conforme demonstrado no grafico da Figura 20c, os protocolos de
treinamento fisico ou de restricdo caldrica, feitos isoladamente ou n&o, puderam
garantir uma menor expressao génica de NF-kB em comparagéo com o grupo C, que
foi submetido apenas ao protocolo de Time Restricted Feeding.
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Figura 20 - Expressao génica no tecido adiposo subcutaneo.

O exercicio fisico foi capaz de promover a MCP-1 no tecido adiposo subcutédneo em comparagcao comos
grupos C e CR, embora a restricdo caldrica sozinha ndo tenha promovido alteragbes desse gene no
tecido, aparentemente a adocdo de ambas as estratégias aparenta potencializar o aumento desse
gene. Resultados semelhantes foram observados acerca do TNFa, uma vez que o exercicio fisico feito
sozinho ou em conjunto com a restricdo caldrica tenha aumentado essa expressao génica. Todas as
abordagens diminuiram a expressao génica de NF-kB. Os valores estdo expressos em média + SE.
Significancia *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 (One-way ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni)
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4.3 Anélise do musculo estriado esquelético
A Figura 21 demonstra os resultados obtidos a partir do musculo gastrocnémio

dos camundongos, dessa forma, nenhum dos protocolos adotados foi capaz de
influenciar as quantidades de IL 18 em nenhum dos grupos. O exercicio fisico é capaz
de aumentar a MCP1 no musculo, conforme demonstrado pelos resultados do grupo
EX em comparacado os demais grupos do trabalho. Contudo, quando o exercicio fisico
€ adotado em conjunto da restricdo calérica, esse efeito é anulado.

O TNFa esteve aumentado no grupo EX+CR em comparacéo ao grupo C, no
entanto, esses mesmos resultados ndo sao observados em nenhum outro grupo
experimental. Podemos afirmar que o exercicio fisico € capaz de influenciar as os
niveis de IL-6 no musculo gastrocnémio, independentemente de ser feito com a
restricdo calorica ou ndo, conforme demonstrado pelos resultados do grafico na Figura
21d. Sendo assim, € possivel afirmar que embora néo haja diferencas entre os grupos
EX e EX+CR, os niveis de IL-6 estiveram aumentados no comparativo desses grupos

com o grupo C e o CR.
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Figura 21 - Citocinas pro-inflamatdrias no musculo estriado esquelético

N&o houve alteragdes quanto a IL13 no musculo gastrocnémio. O grupo EX apresentou maiores niveis
de MCP1 em comparacdo com os demais grupos experimentais. O exercicio fisico em conjunto da
restrigdo caldrica foi capaz de aumentar o TNFa em comparagdo com o grupo C. O exercicio fisico
independente ou em conjunto com a restricao caldrica foi capaz de aumentar a IL-6 em comparacao
com os demais grupos. Os valores estdo expressos em média + SE. Significancia *p<0,05, **p<0,01,
***n<0,001 (One-way ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni)

Os graficos contidos na Figura 22 ndo demonstram nenhuma diferenca de IL-1ra e
IL10 nos grupos experimentais.
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Figura 22 - Citocinas anti-inflamatdrias no muasculo estriado esquelético

N&o houve diferenca de IL-lra e IL-10 no musculo gasctrocnémio em nenhum dos grupos
experimentais. Os valores estao expressos em média + SE. Significancia *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001
(One-way ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni)

4.3 Analise do figado
O protocolo de exercicio fisico demonstrado pelo grupo EX sem a adi¢cdo da

restricdo caldrica, foi capaz de promover a IL-17 no tecido hepatico em comparacao
aos grupos C e CR, embora fosse de se esperar o mesmo fenbmeno no grupo EX+CR,
nao foi possivel observar diferencas com significancia estatistica no comparativo
desses individuos com os grupos C, EX e CR.

Adicionalmente, pudemos constatar que o exercicio fisico somado com a
restricdo calorica foi capaz de proporcionar um aumento na quantidade de MCP1 no
tecido hepatico do grupo EX+CR, conforme demonstrado na Figura 23b. Se tratando
dos niveis de TNFa, nao foi possivel verificar nenhuma diferenca com significancia
estatistica. O grupo com menor quantidade de IL-6 foi o grupo C em comparagéo com

todos os demais grupos do projeto. Logo, podemos ressaltar de que tanto o exercicio
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fisico quanto a restricdo caldrica sdo capazes de aumentar as quantidades de IL-6 no
figado, isso quando realizados sozinhos ou em combinag¢&o de um com o outro.
Conforme demonstrado na Figura 23, o exercicio fisico feito pelo grupo EX foi
capaz de aumentar a IL-10 no figado em comparac¢do com o grupo EX+CR. Contudo,
ndo foi possivel constatar alteracdes com significancia estatistica entre os demais

grupos experimentais.
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Figura 23 - Citocinas pré-inflamatérias no figado.

O grupo EX apresentou maiores quantidades de IL-17 em comparagéo com C e CR. A MCP-1 esteve
aumentada no grupo EX+CR face aos demais grupos experimentais. Nenhum dos protocolos foi capaz
de influenciar os niveis de TNFa. Todos os grupos que foram submetidos a restricdo cal6rica ou ao
exercicio fisico, de maneira conjunta ou ndo, apresentaram maiores quantidades de IL-6 no figado. Os
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valores estéo expressos em média + SE. SignificAncia *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 (One-way ANOVA
seguido pelo teste de Bonferroni)
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Figura 24 - Citocina anti-inflamatéria no figado

O grupo EX apresentou maiores niveis de IL-10 do que o grupo EX+CR. Contudo, ndo ha diferencas
entre os demais grupos. Os valores estdo expressos em média + SE. Significancia *p<0,05, **p<0,01,
***n<(0,001 (One-way ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni)
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5 DISCUSSAO

Para o presente projeto adotamos uma restricdo cal6rica de 40%, ou seja, 0S
camundongos consumiam cerca de 60% do que seria 0 seu consumo habitual, sendo
gue para a primeira semana 0s grupos tiveram o seu consumo habitual registrado, ao
longo da segunda semana de projeto foi dado inicio ao protocolo de restricdo caldrica,
com base nos dados coletados na semana anterior. A terceira semana foi marcada
pelo inicio do protocolo de treinamento fisico, ressaltando que antes os camundongos
foram adaptados e a velocidade maxima em esteira foi registrada. Se tratando da
terceira semana até o término do experimento, os camundongos submetidos ao
procolo de restricdo caldrica foram alimentados com 60% do consumo de seus grupos
pareados, ou seja, 0 grupo CR teve acesso a quantidade de 60% consumida pelo
grupo C, ja o grupo EX+CR consumiu o mesmo percentual, sé que de acordo com 0s
registros do grupo EX.

Através das analises feitas ao longo do projeto, foi possivel observar que os
protocolos utilizados sado capazes de sustentar alteracdes independentes uns dos
outros, uma vez que ha diferencas no comparativo das variaveis entre todos 0s
grupos. Nota-se que o0s protocolos de treinamento e restricdo caldrica quando
adotados em conjunto proporcionam modificagcdes em relacdo a glicose sérica, além
de um menor percentual de decaimento em razdo da administracao da insulina. Ja o
treinamento fisico é capaz de modificar o metabolismo relacionado aos acidos graxos.

Se tratando das citocinas pro-inflamatérias analisadas no tecido adiposo, mais
precisamente da MCP1, TNFa e IL-6, o exercicio fisico em conjunto da restricdo
calorica conseguiu proporcionar um aumento desses marcadores em comparacao
com o grupo C. O mesmo resultado ndo é observado para a IL-1p no tecido adiposo,
mas nesse caso CR teve maiores valores em relacdo ao controle. Ainda se tratando
desse grupo, a MCP1 também se demonstrou aumentada em relacéo ao grupo C.

As citocinas anti-infamatérias do tecido adiposo subcutaneo se demonstram
sucetiveis a aumentar tanto em decorréncia da restricao calorica, quanto do exercicio
fisico, de maneira independente.

O exercicio fisico € capaz de aumentar a expressao génica de MCP1 no tecido
adiposo, uma vez que o grupo EX+CR obteve maiores niveis no comparativo com os

grupos nao submetidos ao protocolo de treinamento. Ja se tratando da expressao
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génica de TNFa, o treinamento fisico aerdbico também foi capaz de aumentar esse
marcador. Vale ressatar que o grupo EX+CR apresentou maiores quantidades do que
0s demais grupos e o EX obteve maiores niveis em relacao a CR.

Aparentemente o treinamento fisico é capaz de aumentar MC1 e IL-6 no
musculo em compracdo com 0s demais grupos. Contudo, é notavel uma diminuicdo
de IL-6 proporcionada por EX+CR.

Dentre algumas algumas citocinas foram mensuradas no tecido hepatico, foi
possivel notar que todos os protocolos foram capazes de proporcionar um aumento
de IL-6 em relagéo a C.

A massa corporal dos camundongos variou ao longo do projeto, de maneira
gue os grupos submetidos aos protocolos de restricdo calorica demonstraram
diferencas em comparacdo com o grupo C e EX na massa dos tecidos (tecido adiposo,
figado, gastrocnémio e soleo) e da massa corporal total registrada momentos antes
da eutanasia. Com base nos dados registrados na Tabela 4, podemos afirmar que a
restricdo calorica foi capaz de diminuir o tecido adiposo subcutaneo e a massa do
figado, bem como do musculo gastrocnémio. Se tratando do grupo EX+CR, € plausivel
acreditar que o exercico de alguma forma possa preservar o tecido adiposo, uma vez
gue o0s registros apontam uma menor quantidade de massa do tecido adiposo
subcutaneo em comparacdo com o grupo C e EX, mas valores maiores do que do
grupo CR.

O tecido adiposo apresenta um papel complexo na homeostase energética
geral, tanto em condicdes fisiolégicas como em enfermidades, estando
intrinsecamente ligado ao metabolismo de lipideos (acidos graxos), armazenando-0s
e disponibilizando esses nutrientes para tecidos como o musculo estriado esquelético
e cardiaco. Adicionalmente, o figado é fundamental para integrar os mecanismos
metabdlicos relacionados a manuntencao energética do organismo (55).

Todos os aspectos da biologia do tecido adiposo estdo relacionadas ao
desenvolvimento de distdrbios metabolicos, tais como a sindrome metabdlica,
obesidade, doencas cardiovasculares, diabetes tipo Il, céancer e disturbios
neurodegenerativos. Ha ainda alteracdes morfologicas celulares
(hipertrofia/hiperpasia/atrofia), metabdlicas (diferencas na taxa de lipolise/lipogénese
e grau de reesterificacdo e liberacdo de acidos graxos pelos adipdcitos, niveis de
acidos graxos livres na circulacdo, além da reesterificacdo de acidos graxos entre o

tecido adiposo e figado), e endocrinos (producédo de adipocinas)(18, 19, 55).
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A determinagdo da adiposidade foi feita a partir da somatdria da massa dos
tecidos adiposos subcutanéo, retroperitoneal e epididimal; divididos pela massa
corporal total; e multiplicado por 100 (percentual) (88).

Dessa forma, de acordo com a Figura 16a podemos afirmar que o exercicio
fisico independente da restricdo caldrica € capaz de reduzir os compartimentos de
deposicao de gordura, uma vez que os grupos EX e EX+CR demonstram um menor
indice de adiposidade. Em contrapartida, a restricdo caldrica somada ao exercicio
pode diminuir o conteddo do musculo estriado esquelético nos membros inferiores
avaliados.

O figado é um importante 6rgdo para o controle metabdlico, sendo responsavel
pela manutencéo da glicemia, seja através da glicogenolise (quebra de glicogénio),
producdo de glicose a partir de compostos nao glicosidicos (gliconeogénese),
liberagdo de &cidos graxos, ou no armazenamento de nutrientes a serem
disponibilizados durante momentos de escassez, como por exemplo, a sintese de
glicogénio via glicogénese ou até mesmo na sintese de acidos graxos através da
lipogénese (89).

E sabido que n&do apenas a massa corporal sofre influéncia a partir da oferta de
nutrientes, mas também diferentes tecidos do organismo. Tendo em vista o papel
central que o figado tem no controle da oferta de nutrientes para os tecidos periféricos,
sabemos que a massa hepatica também esta sucetivel a sofrer variagdes de acordo
com essas condicdes (89, 90)

Em um experimento realizado com o objetivo de avaliar o transcriptoma
hepatico de camundongos submetidos a diferentes periodos de jejum, foi possivel
constatar que durante as primeiras 12 horas de jejum os animais perderam cerca de
12% da sua massa corporal. Depois disso, a perda permaneceu estavel a uma taxa
de aproximadamente 7% por dia, de modo que os animais reduziram cerca de 30%
apls 72 horas de jejum. Se tratando especificamente do figado, o seu peso Umido
diminuiu mais do que a massa corporal, especialmente nas primeiras 12 horas de
jejum, desacelerando a perda com o transcorrer do tempo, dessa forma a massa
hepatica reduziu aproximadamente 44, 5, 11 e 10% por dia; apos 12, 24, 48 e 72 horas
de jejum respectivamente (90).

Se tratando de variaveis relativas ao metabolismo hepatico durante o jejum, o
niveis de amonia podem aumentar duas vezes em relacdo ao basal apés um periodo

de 24 horas de jejum, sendo que apds 72 horas pode chegar a mais de 5,2 vezes em
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comparacao ao basal. Ao que concerne as concentracdes de glicose e lactato, o jejum
de 12 e 24 horas ndo sao o suficiente para promover alteracdes, sendo que essas
mudancas podem ser vistas apenas a partir de 48 horas de jejum (90).

Mesmo sabendo de toda a importancia do figado no controle dos parametros
metabdlicos e manutenc¢éo da glicemia, bem como a sua sucetibilidade a variacdes
relativas a sua massa e 0 consumo energético, ndo pudemos constatar diferencas
referentes a massa relativa do figado entre os grupos experimentais.

A contribuicdo relativa para a geracdo de ATP capaz de satisfazer as
necessidades energéticas durante o exercicio fisico sdo determinadas pela intesidade
e duracdo do mesmo. Outros fatores podem influenciar o metabolismo durante o
exercicio, como por exemplo, o grau de treinamento, a composi¢ao da dieta, género,
idade e condi¢cdes ambientais. Durante esfor¢cos de curta duragéo (poucos segundos)
e alta intensidade a maior contribuicdo energética é feita pelo sistema ATP — Creatina
Fosfato (CP) e glicogénio intramuscular. Sabemos ainda que durante exercicios com
a duracédo aproximada de 1 minuto, a principal fonte energética se da através da
guebra de glicogénio intramuscular (91).

Se tratando de eventos que duram muitos minutos até horas, o metabolismo
oxidativo de carboidratos e acidos graxos sao 0s responsaveis por suprir quase toda
a demanda de ATP necessarias para a sustentacao da contracdo do musculo estriado
esquelético. Dessa forma, a maior parte dos substratos intra e extramusculares séo o
glicogénio muscular, glicose plasmatica (oriunda da glicogenolise e gliconeogénese),
até de acidos graxos estocados no proprio tecido muscular ou oriundos do
armazenamento do tecido adiposo. Mais uma vez é importante ressaltar que a
contribuicdo relativa desses substratos para o0 metabolismo energético sao
determinados pela intensidade e duracao do exercicio fisico (63, 91).

Em exercicios de intensidade baixa e moderada ha uma predominancia na
oxidacdo de &cidos graxos, ao passo que o aumento de intensidade implica numa
mudanca na obtencdo de substratos proporcionados. Podemos considerar que o
maximo nas taxas de oxidac&o de acidos graxos ocorre em aproximadamente 60% -
65% do VO2zmax (23).

Embora a quantidade de glicogénio muscular seja a mais importante fonte de
carboidratos durante a contracdo muscular decorrente do exercicio fisico, a glicose
plasméatica também apresenta um papel importante na contribuicdo de oferta de

carboidratos a serem oxidados, especialmente nos exercicios prolongados. Dessa
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forma, ha um interesse na investigagao constante na regulagéo glicemica por parte do
musculo estriado esquelético durante o exercicio fisico, principalmente em condi¢cdes
de resisténcia a insulina e diabetes do tipo 2 (23, 91).

Como sabemos, a insulina atua como um facilitador para a captacao de glicose,
principalmente nos tecidos que tem o transportador de glicose 4 (Glucose Transporter
4, GLTU4), adicionalmente, o exercicio & capaz de atuar de maneira sinérgica por
diferentes mecanismos para que ocorra essa regulacdo da glicemia através do
musculo estriado esquelético. A captacdo de glicose ocorre por difusdo facilitada e
sua eficiéncia pode ser determinada por trés caracteristicas distintas, entre elas estao:
a oferta de glicose para o tecido; o transporte de glicose para o sarcolema, sendo
dependente da atuacéo do GLUT4; a fosforilagéo do carbono 6 da glicose pela enzima
hexoquinase, lembrando que ha a utilizacdo de uma molécula de ATP para essa
atuacéo, além de minerais como Mg?*, o produto da atuacédo da hexoquinase sob a
glicose é a formacéo da glicose 6 fosfato, e dessa forma a célula consegue garantir
parcialmente com que a molécula de agucar permanec¢a no meio intracelular (92-94).

Levando em consideracdo essas trés caracteristicas que determinam a
eficiéncia da captacdo de glicose pelo musculo estriado esquelético, e partindo do
pressuposto de que o exercicio fisico é capaz de aumentar a sensibilidade a insulina.
Individuos previamente treinados e com dados coletados durante o repouso possuem
uma maior sensibilidade a insulina e oferta de glicose para o tecido muscular via o
aumento da capilarizacdo, além de um aumento na expressao e translocacdo do
GLUT4 e maior atividade da enzima hexoquinase e expressao mitocondrial (95).

Conforme exposto anteriormente, a glicose sérica foi determinada a partir de
amostra de sangue obtidas no momento da eutanasia dos grupos experimentais, ou
seja, com os camundongos em repouso e decorridas 72 horas apos a ultima sessao
de treinamento. E valido ressaltar de que no dia da eutanasia e mais precisamente
momentos antes do procedimento, os camundongos permaneceram em ambiente
controlado, cobertos e isolados para evitar de que os animais ficassem estressados e
essa situacdo pudesse interferir na qualidade das amostras coletadas.
Adicionalmente, a ordem de eutanasia dos camundongos ocorreu intercalada entre os
grupos e de maneira aleat6ria entre os individuos do mesmo grupo experimental.

O grupo EX+CR apresentou menores valores de glicose sérica quando
comparada com todos os demais grupos experimentais, e dessa forma, sugere-se de

gue os efeitos decorrentes dos protocolos experimentais para esse parametro so
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possam ser observados quando houver a adogdo em conjunto da restri¢cdo calérica e
do exercicio fisico e ndo de maneira isolada. Tal afirmativa é sustentada por néo ter
sido possivel constatar nenhuma alteracao nos grupos EX e CR em comparacao com
0 grupo controle do projeto.

Se tratando dos acidos graxos séricos ndo esterificados demonstrados na Fig
16b, podemos afirmar que o exercicio fisico aerdbio de intensidade moderada é capaz
de aumentar essas moléculas no sangue. De maneira que, embora o exercicio fisico
seja capaz de aumentar esses acidos graxos, nao € possivel constatar que a restricdo
caldrica consiga exercer algum efeito sobre esse parametro, pois o grupo CR nao
apresentou diferencas em comparagdo com o controle, além do mais os resultados
sédo bastante semelhantes ao investigarmos os grupos EX e EX+CR, ou seja, esses
dois grupos se diferenciam dos demais, mas ndo apresentam diferencas entre eles. A
utilizacdo de CR por 6 semanas em camundogos jovens que foram alimentados
previamente com dieta hiperlipidica com o intuito de promover a obesidade, e ratos
idosos e obesos resultou em uma diminuicdo na adiposidade no tecido mesentérico,
isso independente da idade dos animais, aléem da melhora na sensibilidade da insulina
em todos 0s grupos experimentais, sendo o0s resultados mais pronunciados em
animais jovens (96).

O procedimento de teste de resisténcia a insulina foi muito importante para
determinar quais seriam as possiveis influéncias dos protocolos experimentais no
funcionamento deste hormonio. De maneira que a curva de decaimento da glicemia é
bastante semelhante entre todos os grupos experimentais do trabalho, com excessao
dos 25 minutos onde pudemos constatar diferencas entre o grupo EX e EX+CR.
Embora possa parecer que nenhum protocolo estivesse sendo capaz de influenciar a
resisténcia a insulina, é plausivel afirmar que o exercicio fisico em conjunto com a
restricdo calorica sejam capazes de diminuir o percentual de decaimento da glicemia
por minuto, uma vez que ha diferencas entre este parametro na comparacéo do grupo
EX+CR com os demais grupos, conforme demonstrado na Fig. 17b.

O treinamento fisico aerobico é capaz de induzir uma variedade de adaptacoes
metabodlicas em individuos com os mais variados niveis de treinamento, tais
modificacbes ndo se limitam ao momento imediato em que o exercicio esta sendo
executado, mas permeiam por longos periodos e dessa forma conseguem influenciar
inclusive 0 metabolismo de repouso. Muitos desses mecanismos sdo capazes de

aumentar a sensivilidade a insulina e melhora o controle metabolico da glicemia.
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Contudo, ja se tem demonstrado que as modificacfes relativas a sensibilidade a
insulina de individuos treinados em comparacdo com destreinados costuma ser
menor, tanto na resposta da insulina em razdo a uma carga de glicose, quanto nos
niveis basais desse hormonio(97, 98).

Conforme exposto anteriormente, a investigacdo do presente projeto utiliza um
protocolo de restri¢do calérica, proporcionado cerca de 60% da quantidade consumida
pelos grupos C e EX para os camundongos CR e EX+CR. Esse tipo de protocolo
reduz o consumo energético total, e acaba invariavelmente reduzindo o consumo de
macronutrientes (carboidratos, proteinas e lipidios) e também de micronutrientes
(vitaminas e minerais).

Quando esse tipo de conduta é adotada é plausivel com que o organismo dos
animais se adapte a fazer um melhor aproveitamento dos alimentos no que se refere
a absorcao e metabolismo dos nutrientes (99)

Dessa forma, podemos inferir que os camundongos submetidos a restricao
calorica em conjunto com o exercicio fisico apresentam uma menor curva na
velocidade de decaimento da glicemia em resposta a insulina, em razéo da evidente
privacao de nutrientes.

A contracdo do musculo estriado esquelético vai muito além do movimento, pois
um conjunto extenso de moléculas podem ser secretados por esse tecido durante
esses momentos especificos (11, 32, 63, 84)

E possivel constatar atraves de técnicas de proteomica, a capacidade que o
musculo estriado tem em secretar uma mistura complexa de mais de 300 miocinas
diferentes, das quais a maior parte desses componentes conseguem atuar de maneira
autocrina, paracrina e até mesmo endocrina, ou seja, através dos fluidos corporais
sdo capazes de chegarem em outros tecidos e entdo influencia-los em suas
respectivas fungdes (82).

Entretanto, ha varios mecanismos moleculares que necessitam serem
esclarecidos, pelos quais conseguem promover um “crosstalk” entre os orgéos e
tecidos do organismo. Sabendo da vasta gama de moléculas produzidas pelo musculo
estriado esquelético em decorréncia do exercicio fisico, devemos considerar que
outros tecidos também estédo suscetiveis a sintese e secrecdo de moléculas e esses
componentes sdo capazes de influenciar varias células préximas e mais distantes de
sua origem. Esses peptideos e acidos nucleicos sintetizados pelo estresse fisioldgico

decorrente do exercico fisico e que podem ser secretados por todos os tecidos do
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organismo, seja pelo figado, musculo ou tecido adiposo por exemplo, sdo chamados
coletivamente de exercinas (83).

De maneira paradoxal e controversa a alguns achados na literatura, a restricao
caldrica do estudo, administrada no grupo CR acabou por aumentar a IL-1p detectada
no tecido adiposo, o que pode ser um indicativo de aumento da inflamagéo nessa
regido. Porém, sabemos que o método utilizado para mensurar essa citocina, atribui
apenas informac6es quantitativas da molécula no tecido, sendo assim ndo é possivel
afirmar de que o tecido adiposo desses camundongos estavam sintetizando esse
peptideo, e sim apenas de que esse componente estava em maior quantidade no
tecido, em outras palavras, embora o grupo CR tenha uma quantidade maior de IL-1[3
no tecido adiposo subcutédneo isso ndo necessariamente significa que a sintese
ocorreu pelos adipdcitos, podendo ter ocorrido por outras células.

Se tratando da IL-1B no musculo estriado esquelético, ndo ha diferencas entre
0S grupos experimentais. Entretanto, os protocolos de treinamento fisico foram
capazes de promover um aumento da IL-6 no musculo estriado esquelético, nédo
sofrendo influéncia pelo consumo dietético dos camundongos.

Levando em consideracdo a importancia da IL-6 como uma exercina/miocina
capaz de atuar de maneira imunometabdlica, e dessa forma influenciar os processos
metabdlicos como por exemplo a lipolise no tecido adiposo, além da producéo e
liberacdo de glicose pelo figado, seja através da gliconeogénese ou glicogendlise (32,
85). Sabe-se que essa exercina/miocina € crucial para os possiveis efeitos anti-
inflamatorios prorporcionados pelo exercicio fisico, pois é capaz de promover o
aumento de IL-1ra e IL-10. (11, 32, 82-85) Todavia, sabe-se que a producéo de IL-6
durante o exercicio fisico é independente de caracteristicas relacionadas ao sistema
pré-inflamatério da familia das interleucinas 1 (100).

Sabendo da relacéo da exercina IL-6 e sua necessidade para a secrec¢ao de IL-
10 e IL-1ra (32, 84), pudemos perceber no experimento que embora a IL-6 no musculo
estriado esquelético estivesse aumentada nos grupos submetidos ao exercicio, 0
mesmo nao ocorreu em relagéo a IL-10 e IL-1ra.

Podemos sustentar a fidedignidade dos dados pelo fato de que a secrecao
dessas duas exercinas anti-inflamatorias (IL-10 e IL-1ra) serem dependentes do
tempo de contragdo muscular proporcionado pelo exercicio fisico (101), além da

interacdo desses peptideos com seus respectivos receptores (102).
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Ao que concerne 0s aspectos relativos a IL-6 e sua respectiva influéncia na
mobilizacdo de substratos energéticos, essa proteina atua na mobilizacdo de lipidios
no tecido adiposo, sendo capaz de promover a lipélise. As concentra¢cdes intersticiais
de IL-6 nesse tecido sao aproximadamente 100 vezes maiores do que no plasma, o
gue comprova a sua relevancia como uma proteina que exerce funcdes paracrinas e
autocrinas. Sabe-se ainda que a IL-6 é capaz de aumentar os &cidos graxos livres
(n&o esterificados) e a oxidag&o de gorduras (61, 62).

E muito interessante confrotarmos o resultado demonstrado na Figura 14a,
onde podemos ver que o grupo EX+CR demonstrou um menor indice de adiposidade,
e uma menor taxa de decaimento da glicemia (Figura 15a). Tendo em vista esses dois
resultados e confrontando-os com o0s demonstrados na Figura 15b, onde
aparentemente esse grupo experimental apresentou uma maior quantidade de MCP1
comparado com os outros grupos experimentais. O mesmo foi observado em relacéo
ao TNFa e IL-6 quando comparados com o grupo controle.. Dessa forma, e nas
condi¢Bes investigadas pelo estudo, podemos levantar a hipotese de que parece néo
haver uma relacéo direta entre o indice de adiposidade e quantidade dessas citocinas
no tecido adiposo de camundongos néo obesos.

Um estudo que investigou os efeitos metabolicos e inflamatorios da restricdo
calorica em comparacao a uma dieta hiperlipidica em camundongos, constatou que a
restricdo foi capaz de reduzir os niveis de MCPL1 no figado e tecido adiposo em relacdo
com o grupo controle (ndo submetido a dieta hiperlipidica e nem a restricao caldrica).
Em contrapartida, a expressdo génica de MCP-1, IL-6, TNFa, e SOCS3 estiveram
maiores no grupo submetidos a dieta hiperlipidica em compara¢do com o controle e
ao que fez restricdo caldrica. Como conclusdo, os pesquisadores afirmam que a
restircdo calorica foi capaz de proporcionar um menor nivel de adiposidade, além de
contribuir para uma diminuicao da inflamacéo tanto no figado quanto no tecido adiposo
(57).

Os nossos resultados apontam um aumento na expressao génica de MCP1 e
TNFa no tecido adiposo dos camundongos que foram submetidos ao exercicio fisico
com ou sem a restricdo caldrica. Contudo, embora a expressao génica dessas
moléculas esteja aumentada nos grupos EX e EX+CR, a quantidade total de MCP1 e
TNFa no tecido adiposo néao reflete os mesmos resultados (Figura 18b e Figura 18c).
Logo, embora se tenha aparentemente um estimulo para a sintese desses peptideos

pelo tecido adiposo, é plausivel acreditar em mecanismos contrarregulatérios nao
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investigados pelo estudo e que possam estar influenciando na quantidade de MCP1
e TNFa no tecido adiposo. Devemos lembrar que a quantidade total de MCP1 no
tecido adiposo esteve aumentada nos grupos submetidos apenas a restri¢cdo calorica.
Ao passo que, a restricdo caldrica em conjunto com o exercicio fisico, demonstrado
pelo grupo EX+CR, foi capaz de aumentar a MCP1 no tecido hepatico, ndo foram
observadas diferencas referentes ao TNFa.

Se tratando da quantidade de MCP1 no musculo estriado esquelético, pudemos
verificar um aumento no grupos submetido exclusivamente ao exercicio fisico em
comparagdo com os demais. Levando em consideracdo essa molécula como uma
indicadora de lesdo tecidual, é possivel considerar que o exercicio fisico foi um
estressor para o0 musculo estriado esquelético. Em contrapartida, a restricdo calorica
foi capaz de reduzir a quantidade de MCP1 nesse tecido, uma vez que 0S grupos
submetidos a esse protocolo com ou sem o0 exercicio fisico apresentaram niveis
semelhantes ao grupo controle.

Uma outra constatacdo que podemos fazer, agora se tratando da IL6 no tecido
adiposo, € que o protocolo de exercicio quando empregado em conjunto com a
restricdo caldrica, conforme demonstrado pelo grupo EX+CR na Figura 18dd, foi
capaz de aumentar os niveis dessa proteina no tecido adiposo subcutaneo. Ao
confrotarmos esse resultado com os demonstrados na Figura 16b, pudemos verificar
gue esse grupo também apresentou maiores niveis de acidos graxos nao esterificados
em comparagao com os grupos C e CR, e esse parametro se manteve aumentado no
comparativo do grupo EX confrontado com os C e CR. Dessa forma, € plausivel
afirmar que o treinamento fisico seja capaz por si sé de aumentar os acidos graxos
nao esterificados, sendo que os niveis desses acidos graxos podem sofrer influéncia
da IL6 proporcionada pelo treinamento fisico em conjunto com a restricdo caldrica (64)

Ainda corroborando com a importante funcdo metabdlica da IL-6 ha mobilizac&o
de substratos energéticos, 0os grupos submetidos de maneira combinada ou isolada
aos protocolos de restricdo caldrica e/ou exercicio fisico apresentaram maior niveis
de IL-6 no tecido hepético, conforme demonstrado na Figura 23d.

Como sabemos, a IL-1ra desempenha um papel natural como um antagonista
de receptor, e dessa forma consegue atuar inibindo a sinalizacao dos receptores de
IL-1 (59), como consequéncia, acredita-se que a IL-1ra seja considerada uma proteina
anti-inflamatéria. Essa molécula pode ser sintetizada por uma variedade de células,

sendo alta a sua expressdo por parte de adipécitos, e dessa forma podemos
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compreende-lo como um modulador para as fungfes inflamatérias das proteinas da
familia da IL-1. Uma dieta extremamente restritiva (800kcal/d), empregada em
mulheres obesas durante 28 dias foi capaz de aumentar a expresséo génica de IL-1ra
e IL-10 nesse publico, e dessa forma colaborar para um melhor controle do perfil
inflamatério do tecido adiposo (103).

Embora a maior parte dos achados da literatura fagam afirmativas acerca da
IL-1ra em obesos (humanos e camundongos)(9, 54, 57, 103, 104), os achados
demonstrado na Figura 19a e demonstrados em um modelo n&o obeso, indicam que
a restricdo caldrica seja capaz de aumentar a quantidade desse peptideo no tecido
adiposo, independente do treinamento fisico.

A respeito da IL-10, podemos verificar que o grupo EX apresentou maiores
niveis no tecido adiposo em comparagdo com os demais, ao passo que no figado
houve um aumento no grupo EX em relagcdo com o EX+CR.

Outro estudo que teve por objetivo investigar a restricdo calérica em um modelo
experimental de diabetes utilizou 40 ratos divididos em 4 grupos distintos, dos quais:
um nao diabético com livre acesso a alimentacao; outro ndo diabético com restricao
calorica; mais dois grupos diabéticos sendo um com livre acesso a ragao e outro
também submetido a restricdo caldrica. Encontrou-se que a restricdo calorica foi
capaz de diminuir citocinas pro-inflamatoérias como por exemplo a IL-1B, IL-4, IL-6,
além do TNFa, ao passo que houve um aumento significativo na quantidade de IL-10
(105).

O NF-kB compreende uma familia de fatores de trancricdo responsaveis por
coordenar respostas inflamatorias relacionadas a imunidade inata e adaptativa, além
de diferenciacao, proliferacdo e sobrevivéncia celular em organismos pluricelulares.
Em mamiferos o NF-kB pode ser ativado de duas formas: pela via candnica, tendo a
sinalizacdo dependente do modulador essencial de NF-kB (NEMO); ou a via néo
candnica, a qual independe de NEMO. A ativacdo do NF-kB ocorre a partir de
estimulos inflamatérios proporcionados por sinais extracelulares, como por exemplo,
pela ativacao de receptores do fator de necrose tumoral, os do tipo toll, ou até mesmo
da familia das IL-1(106).

Ao verificarmos a expressao de NF-kB no tecido adiposo, como demonstrado
na Figura 20c é possivel observar que todos 0s grupos experimentais apresentaram
uma diminuigcdo desse parametro em comparagao com o grupo o grupo C. Dessa

forma, todas as intervencgdes (restricdo caldrica ou treinamento fisico) foram capazes
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de diminuir o NF-kB. Essa hipotese é sustentada pelo fato de que os grupos EX, CR
ou EX+CR apresentaram um aumento na quantidade total de IL-1ra ou IL-10 no tecido
adiposo em comparagéo com o grupo C.

Aparentemente a restricdo calorica € capaz de aumentar a longevidade e
retardar uma série de doencgas cronicas nao transmissiveis (54, 55, 99, 107, 108). As
alteracbes metabdlicas proporcionadas por esse tipo de conduta nutricional ainda
precisam ser investigadas e esclarecidas, pois acredita-se que os efeitos benéficos
da restricdo calérica sao proporcionados por um aumento da oxidacdo de &cidos
graxos livres e pela concomitante diminui¢do da atividade enziméatica responséavel pela
sintese e armazenamento de &cidos graxos. Entretanto, os resutados proporcionados
pela restricdo caldérica sdo decorrentes de periodos em que ha um aumento da
atividade de enzimas responsaveis pela sintese e armazenamento de lipidios,
intercados por periodos de um aumento da taxa de oxidac&do de acidos graxos, que
por vezes sdo desproporcionais ao consumo de acidos graxos. Tais fatos explicariam
as alteracbes na composicao coporal proporcionadas por esse tipo de estratégia
nutricional (109).

Através do estudo pudemos obter resultados que demonstram valores
guantitativos relativos as citocinas nos tecidos. Entretanto, esses valores nao séo
suficientes para embasar respostas relativas a origem das mesmas, nem como essas
proteinas podem estar influenciando os tecidos investigados.

O estudo foi desenhando de maneira a abordar as alteracbes causadas por
protocolos de restricdo caldrica e treinamento fisico, buscando investigar se 0s
resultados decorrentes ocorrem de maneira independente ou somatoria. Dessa forma,
o trabalho demonstra relevancia ao explorar variacdes desses peptideos e proteinas
no musculo estriado esquelético, tecido adiposo e hepético. Contudo, os dados
presentes acerca dessas citonas sdo quantitativos, logo, € de extrema importancia
gue futuras pesquisas sejam conduzidas com o objetivo de investigar de maneira
mais profunda quais sdo as manifestacdes bioldgicas proporcionadas pela restricao
calorica e o exercicio fisico de maneira conjunta ou isolada. A continuidade e o
desenvolvimento de novos estudos que tenham as mesmas motivacdes
demonstradas nestetrabalho, poderiam ser capazes de fornecer informacgdes acerca
da capacidade migratéria dessas moléculas, fomentando a discussdo sobre o
crosstalk entre diferentes tecidos, além da ativacdo de vias intracelulares por parte

delas.
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Espera-se que no futuro possamos obter respostas mais concisas em relagcéo
a influéncia da restri¢céo calorica e do exercicio fisico no perfil de citocinas, miocinas
e adipocinas, bem como a atuacao dessas moléculas em tecidos e 6rgaos especificos,
além dos desdobramentos a nivel intracelular proporcionados por esses
componentes, tanto no curto quanto no longo prazo apés a adesdo as praticas de
habitos e estilo de vida em questéo.

Considerando os resultados obtidos através das intervencdes propostas,
pudemos verificar através de um modelo experimental eutréfico que ndo ha beneficios
relativos adicionais ao metabolismo da glicose, mas que o exercicio fisico é capaz de
proporcionar uma modificacdo no padrdo da utilizacdo de substrato energético
utilizado em repouso. Adicionalmente, ambos o0s protocolos sdo capazes de
influenciar alteracbes quantitativas de citocinas no tecido adiposo, muscular

esquelético e hepatico.

6 CONCLUSAO

Através dos dados obtidos no presente estudo, pode-se constatar que tanto o
exercicio fisico de intensidade moderada quanto a restricdo calérica de 40%, somados
ou ndo, sao agentes estressores suficientes capazes de proporcionar uma seérie de
alteracdes no comportamento celular, secre¢cdo de moléculas e expressado de genes
relacionados com a inflamacao.

Dessa forma, pode-se concluir que a adocdo da restricdo caldrica e do
treinamento fisico aerobico somados, em um modelo experimental eutrofico, néo foi
capaz de proporcionar beneficios e alteracdes relativas ao metabolismo da glicose.
Em contrapartida, o treinamento fisico aerébico € capaz de proporcionar uma
modificacdo na utilizacdo de substrato energético durante o repouso.

Através do presente estudo pudemos também concluir que o exercicoi fisico &
capaz de aumentar IL-10 no tecido adiposo subcutaneo, MCP-1 e IL-6 no musculo
estriado esquelético. Ao passo que a restricdo caldrica aumenta IL-13, IL-1ra e MCP-
1 no tecido adiposo. Quando ambas modificagbes sdo adotadas em conjunto ha um
aumento de MCP-1 no tecido adiposo e hepético, IL-6 no tecido adiposo, além de

TNFa no tecido adiposo e no musculo estriado esquelético.
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