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RESUMO

Este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos do exercicio acumulado sobre o
controle da adiposidade visceral, leptinemia e gordura hepatica em ratos
alimentados com dieta hiperlipidica. Para tal, ratos machos da linhagem Wistar
foram divididos de acordo com a dieta — padréo (P) ou hiperlipidica (H) e com o tipo
de exercicio — sedentario (S); continuo (EC) ou acumulado (EA). Os ratos
submetidos ao exercicio continuo nadaram 90 minutos/dia e os submetidos ao
exercicio acumulado nadaram 3 sessdes de 30 minutos por dia (com intervalo de 4
horas entre as sessdes), cinco vezes por semana, ambos durante oito semanas. A
massa corporal e a ingestao alimentar foram mensuradas diariamente. Ao término
do periodo experimental todos os animais foram sacrificados por decapitagao, o
sangue coletado em tubos heparinizados. Além disso, foram removidos e
imediatamente pesados o figado (F), o trato gastrointestinal (TGl), os tecidos
adiposos brancos epididimal (EPI), retroperitoneal (RET) e visceral (VIS); os tecido
adiposo marrom (TAM) e o musculo gastrocnémio (GAST). As analises bioquimicas
realizadas foram a sintese lipidica, através da incorporacdo de agua triciada, a
captacdo de lipidios da dieta, através da quantidade de radioatividade de '*C
trioleina absorvida, ambos em todos os tecidos coletados. Além disso, foram
mensurada as concentragdes de Leptina, Colesterol Total (COL), Triglicerideos (TG)
e HDL-col, todos através de Kits especificos. Os resultados estdo expressos em
média e erro padrdo, sendo utilizados para a andlise dos dados o programa Instat
3.0 (GraphPad, San Diego, CA, EUA, 1998). As comparacdes estatisticas foram
feitas através de andlise de variancia, sendo considerado significante p<0,05. Os
resultados significantes da analise de variancia foram submetidos a analise post hoc
Tukey-Kramer de comparag¢ao multipla. Na vigéncia de dieta padréo os dois tipos de
treinamento foram capazes de promover redu¢cao na adiposidade visceral e central e
melhorar o perfil lipidico dos animais. Todavia, somente os animais submetidos ao
exercicio acumulado, apresentaram menor ganho de massa corporal e acumulo de
gordura nos tecidos adiposos bancos retroperitoneal e visceral. Em relagdo aos
animais alimentados com a dieta hiperlipidica foi observado, independente do tipo de
treinamento, a redugdo do acumulo de gordura no figado. Entretanto, quando
submetidos ao exercicio acumulado os animais apresentaram melhora no perfil
lipidico e reducdo na leptinemia, no ganho de massa e na adiposidade central e
visceral. O maior achado do presente estudo foi que o exercicio acumulado foi mais
efetivo que o continuo em reduzir os efeitos adversos da dieta hiperlipidica e do
sedentarismo.

Palavras Chaves: Exercicio Acumulado, metabolismo, adiposidade visceral,
esteatose hepatica ndo alcodlica, dieta hiperlipidica.



ABSTRACT

This study aimed to examine the effects of accumulated exercises on visceral
adiposity, circulating leptin and fatty liver in rats fed with high-fat diet. Wistar rats
were divided according to diet composition—chow diet (C) or high-fat diet (H)—and
kinds of exercise—sedentary (S), continuous (CE), or accumulated (AE) exercises.
The CE group swam 90 min/d, and the AE group swam 3x30 min/d (at 4-h intervals
between sessions); both groups exercised 5 d/wk both groups during 8 wk. Body
weight and food intake were recorded daily. After the experimental period, all animals
were killed in the fed state by decapitation. The whole blood was drawn into a
heparinized tube. Liver (L); visceral retroperitoneal (RET), epididymal (EPI) and
visceral (VIS) white adipose tissue; brown adipose tissue (BAT), the gastrocnemious
muscle (GAST) and intestine were immediately removed and weighed. Lipogenesis
rate in vivo was determined by the incorporation of *H,O into saponified lipids in the
collected tissues using the gravimetric method. Intestinal '*C-labeled lipid absorption
and accumulation in the collected tissues was determinate by the total amount of
radioactivity absorbed. Leptin, Total cholesterol, high-density lipoprotein (HDL)-
cholesterol, and triacylglycerol (TG) in the plasma concentrations was mensured.
Results are expressed as mean + standard error. Data analysis was done using
Instat 3.0 for Windows 95 (Graph Pad, San Diego, CA, USA, 1998). Statistical
comparisons were carried out by one-way analysis of variance. Statistical
significance was set at p<0.01. Significant results of analysis of variance were
subjected to post hoc analysis (Tukey-Kramer multiple comparisons). In the animals
feed with chow diet, the both kind of exercise promoted reduction in central and
visceral adiposity and improvement in lipid profile. However, only the accumulated
exercise promoted minor body mass gain and visceral and central adiposity. On the
other hand, in rats fed with high-fat diet, the accumulated exercise promoted
improvement in lipid profile and reduction in circulating leptin, body weight gain,
visceral and central adiposity and fatty liver. The continuous exercise only promoted
reduction in the fatty liver. The major finding of the present study is that accumulated
was more efficient than continuous exercise in reducing the adverse effects of high-
fat diet and sedentarism. There was an improvement in the lipid profile and a
reduction in food intake, body weight gain, visceral and central adiposity, circulating
leptin and fatty liver, contributing to the control of obesity and other co-morbidities,
including non-alcoholic fat liver diseases.

Keywords: Accumulated exercise, metabolism, visceral adiposity, fatty liver and
high-fat diet
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1. INTRODUGCAO

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) desde 1985 considera a
obesidade como uma doenga, por atingir indices alarmantes, tornando-se um sério
problema de saude publica no mundo (MOKDAD et al., 2003). Em paises
desenvolvidos como os Estados Unidos, a prevaléncia de sobrepeso e obesidade
sdo de aproximadamente 65% (HEDLEY et al., 2004), tendo sido verificado que
aproximadamente 300 mil adultos morrem por ano de causas relacionadas esta
doenca (ALLISON et al.,, 1999). Estima-se que no mundo cerca de 15% da
populacdo (300 milhdes de pessoas) sdo obesas (DAMASO, 2003). No Brasil,
segundo os dados divulgados pelo IBGE (IBGE, 2004), a incidéncia de excesso de
peso atinge 38,8 milhdes de brasileiros, o que corresponde a 40,6% da populagao
adulta. Destes, 10,5 milhdes possuem IMC acima de 25 sendo considerados com
sobrepeso ou obesidade, dependendo do valor do IMC.

Todavia, somente em 1992, a OMS considerou oficialmente o
sedentarismo como um fator de risco “per se” para o desenvolvimento de doencas.
No Brasil, um levantamento realizado em 1997, com aproximadamente 2500
pessoas adultas, revelou que 60% dos entrevistados eram insuficientemente ativos.
A alta prevaléncia do sedentarismo superou a observada em outros fatores de risco
para saude como: Diabetes (6,9%), Hipertensao (22,3%), Tabagismo (37,9%) e
Obesidade (18%) (MONTEIRO et al. 2003). A prevaléncia do sedentarismo o
credencia como um dos principais problemas de saude publica no mundo, pois
compromete cerca de 50% a 80% da populagdo mundial (MATSUDO et al., 2005)
sendo um dos fatores diretamente relacionados com o desenvolvimento da

obesidade e de suas co-morbidades.
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De origem multifatorial, a obesidade € uma patologia caracterizada
pelo excesso de tecido adiposo, tanto central quanto periférico, sendo associada a
varios fatores de risco para o desenvolvimento de problemas cardiacos e outras
doengas cronicas degenerativas, tais como dislipidemia, hiperinsulinemia, diabetes
mellitus tipo Il, hipertensao, aterosclerose e a esteatose hepatica nao alcodlica, mais
recentemente incluida nessa relacdo, que podem levar a diminuicdo da expectativa
de vida (FOSTER-SCHUBERT & CUMMINGS, 2006; FERRANNINI et al., 1996;
MAHONEY, BURNS & STANFORD, 1996; BERENSON et al. 1998; TOCK et al,,
2006). Sabe-se que a obesidade e suas co-morbidades podem ser resultantes de
componentes genéticos e de fatores ambientais como hipoatividade fisica e
alimentagdo inadequada, ou a interagdo entre eles (RANNERIES et. al., 1998,
PEREIRA et al., 2003).

A obesidade pode ser considerada como uma desordem do balango
energético, isto é, quando n&do ha o equilibrio entre a ingestdo de alimentos e o
gasto energético (MARGARETO et al., 2001; TRAYHURN & BING, 2006). Neste
sentido, para o tratamento desta doenca, torna-se necessario manter o balango
energético negativo, isto é, diminuir a ingestdo caldrica e/ou aumentar o gasto
energético, para promover a reducao do tecido adiposo. Neste sentido, o binédmio
exercicio fisico e alimentacdo equilibrada representam a principal forma de
tratamento ndo farmacolégico e nao invasivo, visando o controle de peso e
alteracdes metabdlicas decorrentes da obesidade.

Com relacao a dieta, tem sido observado que a elevagao do conteudo
lipidico pode promover inibicado da atividade de enzimas da via da lipogénese e da
sintese “de novo” de lipidios pelo tecido adiposo (CURI et al.,, 2002). Segundo

Estadella (2001), frente a ingestdo de dieta hiperlipidica, o exercicio fisico promove
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diminuicao do conteudo de lipidios do figado e melhoria do perfil lipidico, sem, no
entanto, impedir o desenvolvimento da obesidade. Em estudo realizado por Sene et
al., (2003), foi observado que ratos machos adultos sedentarios, alimentados com
dieta hiperlipidica durante trés semanas, desenvolveram obesidade central,
hipertrigliceridemia e hiperglicemia, quando comparados aos animais alimentados
com dieta normocaldrica. E importante ressaltar que a obesidade induzida por esse
tipo de dieta foi classificada como hipertréfica e hiperplasica, isto €, aumenta tanto o
nimero quanto o tamanho dos adipdcitos (DAMASO, 2003). Isto reforca a
importancia da associagao de alimentacao equilibrada e atividade fisica.

Considerando-se que a atividade fisica regular pode contribuir para a
prevencdo ou atenuagdo da obesidade, muitos pesquisadores tém estudado as
alteracbes metabdlicas consequentes do exercicio em individuos e animais obesos
(GAUTHIER et al., 2003; GAUTHIER et al 2004; DAMASO et al., 2008; CARANTI et
al., 2007; HOROWITZ, 1997; DUARTE et al, 2003). Inumeras pesquisas
evidenciaram que o exercicio fisico tem sido amplamente utilizado como um eficiente
recurso para promover aumento do gasto energético. Além disto,
independentemente da faixa etaria analisada, verifica-se que o exercicio crdnico
moderado promove modificagcdes importantes do metabolismo lipidico, tais como:
diminuicdo da concentragcdo plasmatica de lipidios totais, LDL-colesterol,
porcentagem de gordura corporal, aumento do peso da massa magra, da taxa
metabdlica basal e da concentragao plasmatica de HDL-colesterol e Apolipoproteina
A-l (GRILLO, 1994; DENADAI et al., 1996; CEZAR, 1997; VASANKARI et al., 1998;
CHEIK et al., 2006).

Sabe-se que a modificagdo da predomindncia da utilizacdo dos

substratos de fonte lipidica esta fortemente regulada pelo tipo, duracéo e intensidade
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do exercicio, morfologia e histologia muscular, assim como a agao hormonal e tipos
de dieta ingerida (RUBY & ROBERGS, 1994; EVEN et al., 1998; HELGE, 2002;
HOROWITZ, 2003). Neste sentido o consumo de dietas ricas em gordura pode
promover o aumento da oxidacao lipidica durante o exercicio. Essa mudancga seria
facilitada por um aumento na lipdlise, e conseqlentemente nos &cidos graxos
circulantes, e uma diminuigdo concorrente nos estoques de glicogénio muscular e
hepatico (HELGE et al., 2001). Além disso, periodos longos de ingestdo de dietas
ricas em gordura também podem promover modificagdes na capacidade de
recrutamento, transporte e oxidagdo de gordura (HELGE & KIENS, 1997). Cheng et
al. (1997), em seu estudo demonstraram que a capacidade de oxidagao de lipidios
pelo musculo aumenta em animais exercitados e alimentados com dieta hiperlipidica
durante 4 semanas. Em outro estudo, observou-se que ratos tratados com dieta de
cafeteria (hiperlipidica) mobilizam mais lipidios do musculo esquelético do que
animais alimentados com dieta padrao (GIANOTTI, ROCA & PALOU, 1988). O que
reforca a importancia da dieta na modificagdo da predominancia da utilizacdo dos
substratos durante o exercicio.

Com relacdo a intensidade, Damaso (1996) demonstrou que o
exercicio moderado (90 minutos) em ratas lactantes aumenta a taxa de lipdlise e
mantém a taxa de sintese e de captacao de lipidios em tecidos adiposos brancos.
Estas adaptacdes no metabolismo lipidico favorecem a diminuicdo do peso corporal,
dos tecidos adiposos brancos e da area de adipdcitos. Resultados de outras
pesquisas evidenciaram que, decorrente do treinamento aerdbio, de baixa a
moderada intensidade e longa duragao, ocorre aumento progressivo da utilizagdo de
acidos graxos livres como substrato energético, devido a maior capacidade

oxidativa, ou seja, aumento da lipdlise, sendo este efeito observado durante as
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primeiras horas de recuperagao pos-exercicio (BROOKS & MERCIER, 1994; RUBY
& ROBERGS, 1994, SENE et al., 2002; HELGE, 2002). Tais resultados reforgam,
portanto, a importancia do exercicio cronico moderado sobre a menor deposi¢cao de
gordura ou adiposidade.

As primeiras evidéncias sobre a importancia do exercicio acumulado
foram publicadas por De Busk et al (1990) e posteriormente por Murphy & Hardman
(1998) sendo divulgados e preconizados amplamente por Matsudo et al (2005).
Neste sentido as pesquisas anteriormente mencionadas reforcam o principio
essencial desse protocolo de exercicio baseado em seus efeitos benéficos sobre as
respostas cardiovasculares em seres humanos. De acordo Matsudo et al (2005), a
partir desses estudos abriram-se novas perspectivas de analise do impacto e da
prescricao de exercicios fisicos visando saude.

Neste sentido foi sugerido que a atividade fisica ideal para “prevenir ou
impedir a transi¢cao do estado de sobrepeso a obesidade”, deveria ter 30 minutos de
duracao em uma intensidade moderada, sendo realizada preferencialmente todos os
dias (DAMASO, 2003). Esta sugestdo estd de acordo com a recomendagdo do
Center of Disease Control (CDC) e do American College of Sports Medicine (ACSM)
onde: “todo cidadao deve acumular pelo menos 30 minutos de atividade fisica por
dia, na maior parte dos dias da semana, de intensidade moderada, de forma
continua ou acumulada” (PATE, 1995), praticada com sucesso no Brasil pelo Centro
de Estudos do Laboratério de Aptidao Fisica de Sdo Caetano do Sul (CELAFISC)
através do Programa Agita Sdo Paulo, estimulando o acumulo da pratica de
atividade fisica (MATSUDO, 2002; MATSUDO, 2005; MATSUDO et al., 2005),

Entretanto, quando o objetivo é perder peso, por exemplo, para

obesos, essa orientacdo pode ser insuficiente para o controle da massa corporal
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sendo necessario de 60 a 90 minutos de atividade fisica moderada por dia, conforme
a sugestdo do IOM (Institute of Medicine- USA) (DAMASO, 2003; WHITEHEAD,
2002). Estudo realizado por Donnelly et al., (2000), reforcam essa idéia, pois foi
observado que o acumulo de 30 minutos (2 sessbes de 15 minutos) de atividade
fisica, em intensidade moderada, foi insuficiente para promover redugao no peso e
no percentual de gordura de mulheres obesas. Neste sentido, a dificuldade da
pratica do exercicio nas duracdes ideais, devido as limitacdes fisicas e até mesmo
sociais dos obesos, aumenta o numero de desisténcia nos programas de atividade
fisica (BOTERO, 2003).

Diante disso, este estudo buscou associar as recomendacdes da
acumulagao de pratica de atividade fisica, sugerida pelo CDC/ACMS, com a duragao
ideal para a redugao de massa corporal de 90 minutos, sugerida pelo IOM, na
elaboracdo de um novo protocolo de treinamento acumulado.

Assim, o presente estudo foi realizado para se comparar os efeitos do
exercicio acumulado com o continuo sobre a adiposidade, leptinemia e gordura

hepatica em ratos alimentos com dieta hiperlipidica.
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2. REVISAO DA LITERATURA

Sabe-se que a obesidade pode ser decorrente tanto de fatores
genéticos quanto a fatores relacionados ao estilo de vida, em ambos, seres
humanos e animais experimentais. Durante décadas o tecido adiposo foi
considerado o principal érgao de deposi¢ao de energia, sendo ainda considerado um
sitio corporal inerte. Entretanto, esse conceito foi sendo modificado ao longo dos
anos devido ao grande numero de pesquisas realizadas sobre o assunto. Muitas
foram as razbes que tiveram papel importante na mudancga do conceito do tecido
adiposo orgao de estoque, dentre elas o tecido adiposo branco ser sitio primario de
produgao dos principais hormdnios envolvidos no balango energético, como a leptina
(RAJALA et al., 2003; TRAYHURN & WOOD, 2004).

Foi com a descoberta do horménio leptina na década de 90, que o
tecido adiposo branco passou a ser considerado um 6rgao secretor com capacidade
de regulagado do balango energético tanto em condi¢gao autdcrina quanto paracrina.
Assim, o tecido adiposo branco passou a ter um papel crucial na regulagdo do
balango energético, a partir do fato de que ele possui plena interagcdo com o sistema
neuro-endécrino assim como outros tecidos periféricos (ZHANG et al., 1994)

A funcgao primaria, no entanto, do tecido adiposo branco é regular os
processos de sintese e oxidacdo dos lipidios, favorecendo desse modo a
manutencdo do balangco energético (CINTI, 2001; TRAYHURN et al., 2006;
TRAYHURN & BINGS, 2006). Entretanto, entende-se por obesidade neste contexto
a expansao da massa de tecido adiposo, tanto na regido central/visceral quanto na
periférica, que pode ser resultante do desequilibrio entre o gasto energético
advindos das atividades diarias e/ou do exercicio, assim como da alta ingestao

caldrica, principalmente de alimentos ricos em gordura (PEREIRA et al., 2003).
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O excesso de tecido adiposo, principalmente o tecido adiposo visceral
apresenta-se amplamente associado ao desenvolvimento da sindrome metabdlica,
também denominada de sindrome plurimetabdlica, quarteto da morte, sindrome
dismetabdlica, entre outras (DIZDAR & ALYAMAC, 2004; EINSTEIN et al., 2005;
CARANTI et al, 2007). Entende-se por sindrome metabdlica uma constelagdo de
alteracbes desencadeadas principalmente por resisténcia acdao da insulina, por
hipertensao, pelas dislipidemias, e como mencionado anteriormente pelo excesso de
gordura visceral. A fisiopatologia da sindrome metabdlica apresenta-se intimamente
associada ao fluxo de AGL do tecido adiposo visceral e por alteragdes na expressao
de varias citocinas secretadas por esse tecido (RODRIGUEZ et al., 2007; CLEMENT
& LANGIN, 2007).

Recentemente a adiposidade visceral foi considerada o maior fator de
risco pediatrico para o desenvolvimento de esteatose hepatica ndo alcodlica, ultimo
fator incluido no elenco de alteragdes que constituem a sindrome metabdlica. A
esteatose hepatica € definida como uma condigao histopatoldgica caracterizada pelo
acumulo excessivo de lipidios, primariamente triglicerideos, dentro dos hepatdcitos.
Essa patologia inclui diversas formas de esteatose, como as de origem néao alcodlica
(Gauthier et al.,2003).

Foi verificado ainda que o aumento de 1 centimetro no depdsito de
gordura visceral promove aumento de 200% no risco de desenvolvimento da
esteatose hepatica ndo alcodlica (DAMASO et al., 2008). Estes resultados sugerem
a importancia de estudos que favorecem o entendimento do metabolismo do tecido
adiposo visceral e hepatico e sua relagdo com o desenvolvimento dessa sindrome.

O tecido adiposo branco possui trés vias principais de regulagdo do

metabolismo lipidico: captacéo dos lipidios da dieta, lipogénese e lipdlise (OYAMA &
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NASCIMENTO, in DAMASO 2003). Quando a ingestdo de alimentos excede o gasto
energético ocorre aumento no tamanho e no numero de células adiposas.
Entretanto, este processo ndo € simples. Sabe-se que a obesidade humana é
desencadeada por fatores genéticos e ambientais, no entanto, os fatores genéticos
podem ser modulados ndao somente pelo estilo de vida adotado como também pelas
condigdes do ambiente (LOSS & BOUCHARD, 2003).

O crescimento do tecido adiposo envolve tanto o processo de
hipertrofia quanto o de hiperplasia. A hipertrofia ocorre devido ao excesso de
acumulo de triglicerideos nos adipécitos, enquanto a hiperplasia € resultante do
recrutamento de pré-adipocitos. A hipertrofia usualmente precede a hiperplasia.
Sabe-se ainda que a hiperplasia do tecido adiposo apresenta-se associada a varias
formas de obesidade, o que dificulta o progndstico e o tratamento. A proliferagao de
adipocitos € influenciada por fatores circulatorios, impulsos neuronais, e por fatores
autdcrinos e paracrinos secretados pelo tecido adiposo. No entanto, os mecanismos
fisiologicos ou fisiopatoldgicos relacionados a obesidade ainda ndo estdo muito
claros (HAUSMAN et al., 2001), necessitando entdo de estudos relacionados ao
papel do tecido adiposo como érgéo secretor, visando o controle da obesidade e
suas co-morbidades.

O tecido adiposo branco como 6érgao secretor produz inumeros fatores
como: citocinas pro e anti-inflamatodrias, proteinas, peptideos e horménios, enzimas,
lipidios, que de forma direta ou indireta poderdao participar dos processos de
regulacdo ndao somente do metabolismo lipidico, mas também dos mecanismos
moduladores do desenvolvimento ou do controle de inumeras co-morbidades
relacionadas ao excesso de tecido gorduroso (TRAYHURN et al., 2006; DIZDAR &

ALYAMAG, 2004).
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Entre os varios fatores que regulam o balango energético, a leptina
representa o papel crucial na modulagcdo deste fendbmeno, modulando tanto a
ingestdo alimentar, através da sua atuagdo nas células do nucleo arqueado do
hipotdlamo no sistema nervoso central (FRUHBECKG et al., 2001; FRIEDMAN,
2002), quanto no gasto energético periférico (DAMASO, 2006). Derivada do grego
leptos a palavra leptina significa magro (BRAY, 1997; AUWERX & STAELS, 1998). E
um hormonio peptidico formado por 167 aminoacidos, transcrito a partir do gene ob,
originalmente clonado em camundongos (ZHANG et al., 1994). Com caracteristicas
estruturais de citocina, esse horménio é sintetizado no estdmago (NISHI et al.,
2005), na placenta (HASSINK et al., 1997), na glandula mamaria (SMITH-KYRWIN
et al., 1998), mas predominantemente pelo tecido adiposo branco em relagéo
proporcional direta a massa corporal deste tecido (ZHANG et al., 1994). Sendo que
sua produgao no tecido adiposo subcutaneo é maior do que no tecido adiposo
visceral (LEIBEL, 2002; CONSIDINE et al., 2000).

Diversos fatores e substancias podem influenciar os niveis de leptina
diminuindo, como é o caso do jejum prolongado, ou aumentando, como é o caso do
consumo excessivo de alimentos (KOLACZYNSKI et al., 1996). Assim como a
composicao da dieta, especialmente dos macro-nutrientes (JENKINS et al., 1997) e
micro-nutrientes (MANTZOROS et al., 1998) e de fatores hormonais (WABITSCH et
al., 1996).

A reducdo do apetite, promovida pela atuacdo da leptina, ocorre
através da inibicao da liberagao de neuropeptideos relacionados ao apetite, como o
neuropeptideo Y (NPY) e o peptideo relacionado a proteina Agouti (AGRP), que sao
peptideos orexigenos (FRIEDMAN, 2002). Além disso, a leptina atua também

através do aumento da expressao e liberagdo de neuropeptideos anorexigenos,



22

como horménio estimulante de melandcito (o« MSH), o horménio liberador de
corticotropina (CRH) e substancias sintetizadas em resposta a anfetamina e cocaina,
no sistema nervoso central. Desta forma, altos niveis de leptina reduzem a ingestao
alimentar (hipofagia) enquanto baixos niveis induzem a hiperfagia, justificando o fato
desse hormoénio ser também denominado de “horménio da saciedade” (BRAY,
1997).

Os avancos na caracterizacdo dos mecanismos de acao da leptina no
hipotalamo logo revelaram que a transdugdo do sinal deste hormodnio sofre
importante controle por vias paralelas de sinalizagdo celular, sendo que, até o
presente momento, a insulina se destaca como o principal modulador do sinal da
leptina (CARVALHEIRA et al., 2001; CARVALHEIRA et al., 2003; CARVALHEIRA et
al., 2005). Desta forma, para que se compreendam os efeitos da leptina sobre o
controle hipotalamico da fome e termogénese, € necessario que se conhegam
também as ag¢des da insulina neste sitio anatémico.

O tecido adiposo marrom (TAM) em seres humanos e em animais
experimentais tem como fungdo principal o aumento na termogénese, utilizando
como principal substrato energético os acidos graxos (KELLY et al., 1998) A
termogénese nesse tecido pode ser agudamente induzida por administracdo de
horménios da tiredide (REITMAN et al., 1999), por estimulagdo do sistema nervoso
simpatico (SELL et al., 2004), pelo frio, bem com ingestdo alimentar (CINTI, 2005).
Esse tecido possui a UCP1 (proteina desacopladora da funcdo fosforilativa
mitocondrial), também denominada de termogenina, que nas condigcdes
anteriormente mencionadas participam efetivamente na modulagédo da termogénese

dos animais (MARGARETO et al., 2001; SULLO et al., 2004; WESTERTERP, 2004).
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Neste sentido, Oh-ishi et al (1996) demonstraram que o exercicio de
natacao foi capaz de melhorar a atividade termogénica do tecido adiposo marrom de
camundongos, independentemente da idade. Outro estudo, que comparou os efeitos
do exercicio moderado de natacdo com aqueles realizados em esteira demonstrou
que somente o exercicio de natacao foi capaz de promover aumento na massa do
tecido adiposo marrom, indicando aumento na sua atividade termogénica tanto pela
manutencdo da temperatura corporal do animal, quanto pelo exercicio “per se”
(PAVAN et al., 2003).

O gene (ob) do rato e do ser humano sao estruturalmente
semelhantes (WAJCHENBERG, 2000; MATSON et al., 1996). Varios estudos em
roedores sugerem que a leptina age como fator de sinalizagao do tecido adiposo ao
sistema nervoso central, regulando entao a ingestdo alimentar e o gasto energético.
Acredita-se ainda que esta via de sinalizacdo possua mecanismos de feedback,
capazes de modular a homeostase energética para que seja preservada a massa
adiposa (CARO et al., 1996). Em humanos, existe uma correlagdo positiva forte
entre a concentragcado de leptina e a massa adiposa, assim como observado em
roedores (CARO et al., 1996; MAFFEI et al., 1995). Estes estudos estdo de acordo
com pesquisas in vitro indicando que secrec¢ao de leptina € um reflexo da hipertrofia
dos adipdcitos. Os adipécitos s&o a unica fonte expressora do gene (ob) da leptina,
pois os pré-adipécitos ndo possuem essa capacidade (MATSON et al.,1996).

Em estudos realizados em adipdcitos isolados do tecido adiposo
omental e subcutaneo, em nao obesos e obesos, verificou-se que o mMRNA da
leptina € mais presente no tecido adiposo subcutdneo comparado com o omental
(MONTAGUE et al., 1997). Verificou-se ainda que a expressao génica da leptina

apresenta-se maior em mulheres do que em homens. Estes resultados parcialmente
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explicam o fato dos adipdcitos da regiao subcutédnea serem maiores em até 50%
comparados aos observados na regido omental, particularmente em mulheres
(HAMILTON et al, 1995; Van HARMELEN et al., 1998). Outros estudos
demonstraram que a secrecao e expressao de leptina apresentam-se de duas a trés
vezes maiores no tecido adiposo subcutaneo comparado ao omental, tanto em
individuos obesos quanto em eutréficos (Van HARMELEN et al., 1998).

A leptina é regulada nao somente pela massa de tecido adiposo, mas
também por fatores nutricionais e hormonais, com citado anteriormente. Mudancas
agudas no balango energético participam na regulacdo da quantidade de leptina
circulante. De fato, o aumento na ingestéo calérica pode resultar em até 40% de
aumento na leptinemia em até 12 horas, sem, no entanto modificar a massa corporal
(KOLACZYNSKI et al., 1996). Por outro lado, tanto a expressdo quanto a
concentragao circulante de leptina respondem rapidamente ao jejum, com a
concentracdo circulante de leptina iniciando o seu declinio apdés 12 horas de
alimentagao (TRAYHURN et al., 1995; BODEN et al., 1996). Assim, em condi¢des
de balango energético estavel ou ainda em situagbes de desequilibrio a leptina
torna-se um indice estatico da quantidade de TG estocado no tecido adiposo
(GIACCHETTI et al., 1998).

Quanto a isto se verificou que em situagdes extremas como na
obesidade morbida pode ocorrer hiperleptinemia, podendo ser ainda verificado
nessas condi¢des um quadro de resisténcia a agcao desse horménio. Assim tanto a
sinalizagao neural no hipotalamo pela leptina para a inibicdo da fome, bem como sua
sinalizacao periférica para o aumento do gasto energético poderia estar alterada. De
fato, estudos recentes de nosso grupo de estudo demonstraram que a maioria de

obesos moérbidos de origem exdgena, com aproximadamente 50% de gordura
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corporal mensurada pela densitometria éssea apresentou hiperleptinemia, revertida
parcialmente por tratamento multidisciplinar em longo prazo, incluindo a reeducagéao
alimentar e o exercicio fisico (DAMASO et al., 2006).

Para o melhor entendimento das alteracbes metabdlicas relacionadas a
obesidade e suas co-morbidades, muitos estudos experimentais tém utilizado dietas
ricas em gordura como modelo de desenvolvimento da obesidade exdgena em
animais (BERRAONDO et al., 2000; ESTADELLA et al., 2004; GAUTHIER et al.,
2003, DUARTE et al., 2003, DUARTE et al., 2006, BURNEIKO et al., 2006; DINIZ et
al., 2004). Quanto a isso em estudo recente realizado por nosso grupo de estudo
demonstrou em modelo experimental que a dieta hiperlipidica foi efetiva no
desenvolvimento da obesidade visceral, das dislipidemias e da esteatose hepatica
nao alcodlica, demonstrando ser esse tipo de dieta um modelo viavel para o estudo
de varios fatores relacionados a sindrome metabdlica em ratos (DUARTE et al.,
2008). Neste mesmo estudo, verificou-se que a restricdo caldrica apresentou-se
como uma estratégia importante para o controle de alteragbes metabdlicas
relacionadas a obesidade, no entanto, apds realimentagdo nao impediu o
desenvolvimento das dislipidemias.

Verificou-se ainda decorrente de modelos experimentais utilizando-se
ratos alimentados com dieta hiperlipidica a ocorréncia da resisténcia a acao da
leptina. Nestas condigdes experimentais, a capacidade de maxima sinalizacao
hipotalamica da leptina apresentou-se diminuida, promovendo modificacdes
indesejaveis na regulacdo da homeostase energética, favorecendo maior consumo
de energia, maior ganho de peso, maior deposi¢cdo de gordura visceral comparados
a ratos controles. Essas alteracbes desencadearam ainda hipersensibilidade

insulinica criando entdo um elenco de fatores que favorecem maior deposi¢ao de
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gordura corporal. Estes autores assumiram que a partir dos resultados obtidos, a
resisténcia leptinica pode ser considerada tanto causa quanto efeito da obesidade
(SCARPACE et al., 2005).

O desenvolvimento da obesidade por dieta hiperlipidica promove
resisténcia leptinica que em situagbes de feedback negativo exacerba a obesidade,
levando a um ciclo vicioso de perpetuagao dessa doenca, além disso, este tipo de
dieta promove alteragdo na regulacdo central da homeostase energética.
Tipicamente, modelos experimentais de dieta hiperlipidica sdo caracterizados por um
aumento inicial da ingestao caldrica. A resposta homeostatica € iniciada na tentativa
de restabelecer o padrao de ingestdo alimentar pré-tratamento (WILSEY et al.,
2003). No entanto, a inabilidade para o restabelecimento desse padrdo alimentar
prévio pode ser o fator crucial para o aumento no ganho de massa corporal,
adiposidade e resisténcia leptinica, que ocorre a partir da alta ingestdo de gordura,
em modelos experimentais como anteriormente mencionado.

Estes elencos de alteragdes tanto em modelos experimentais quanto
em seres humanos estimulam novas investigacbes na tentativa de reduzir a alta
prevaléncia ndo somente da obesidade como de suas co-morbidades decorrentes
de dietas hiperlipidicas.

Neste sentido, estratégias terapéuticas ndo medicamentosas sao
utilizadas para o controle da obesidade e suas co-morbidades, incluindo o exercicio
e o controle nutricional de forma associada ou isolada. No entanto, a associagao
entre o exercicio e orientagdes para reeducacido alimentar apresentam-se mais
efetivos do que a utilizacdo dos mesmos de forma isolada. Quanto a isso, em estudo
recente de nosso grupo de pesquisa, observou-se que 27% dos adolescentes

obesos apresentaram a sindrome metabdlica, a qual foi reduzida para 3% apds um
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ano de intervencgao nutricional e exercicio fisico (CARANTI et al., 2007). Este mesmo
tipo de tratamento demonstrou ser efetivo em reduzir de 60% para 29% a
prevaléncia da esteatose hepatica nédo alcodlica (TOCK et al., 2006).

Uma questdo importante, no entanto, € tentar responder qual é o
melhor tipo de exercicio para o controle da obesidade e co-morbidades? Quanto a
isto se verificou em modelo experimental em ratos alimentados com dieta
hiperlipidica e submetidos ao treinamento em esteira, cinco vezes por semana
durante oito semanas, que o exercicio fisico foi capaz de prevenir o desenvolvimento
de esteatose hepatica induzida por este tipo de dieta (GAUTHIER et al. 2003).
Entretanto, outros estudos utilizando dietas hiperlipidicas em modelos experimentais,
falharam em demonstrar os efeitos do exercicio na redugédo do acumulo de gordura
hepatica (STRACZKOWSKI et al., 2001; GAUTHIER et al., 2004). As razbes dessas
discrepancias nao sao claras, embora se acredite que os diferentes protocolos de
exercicio e dieta sejam os principais fatores.

Em estudo recente realizado com protocolo agudo de exercicio
verificou-se que, mesmo esse tipo de exercicio pode promover melhora na
sensibilidade insulinica e leptinica no hipotalamo de ratos alimentos com dieta
hiperlipidica, aumentando a fosforilagdo hipotalamica desses hormdnios sem, no
entanto modificar a expressao génica desses hormonios no hipotalamo (FLORES et
al., 2006).

A resisténcia insulinica periférica pode ser alterada pelo metabolismo
dos nutrientes, modulado por adipocinas que apresentam papel crucial ndo somente
na etiologia da resisténcia insulinica, da obesidade, diabetes, por influenciar tanto o
metabolismo de lipidios quanto o de carboidratos. Dentre elas, destaca-se a

adiponectina plasmatica que esta positivamente associada ao aumento na
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sinalizacao insulinica no musculo (RESELAND et al., 2001) e a redugao no risco de
desenvolvimento de diabetes (SPRANGER et al., 2003).

Neste sentido, verificou-se que o exercicio pode melhorar a resisténcia
a acgao da insulina por modular a funcdo de adipocinas assim como a concentragao
circulante dos mesmos, incluindo-se a adiponectina, o TNF-a, a resistina, a
Interleucina 6 e a leptina (BERGGREN et al., 2005). Essa modulagdo promovida
pelo exercicio ainda possui resultados conflitantes na literatura, pois alguns estudos
reportam redugcdo na concentragdo de leptina (BERGGREN et al., 2005; ELIAS et
al., 2000) e outros relatam que ndo houve alteracdo na concentracdo desse
horménio (BERGGREN et al., 2005; CHRISTENSEN et al., 1998; HOUMARD et al.,
2000). Por outro lado, a perda de peso per se também promove redugdo na
concentragéo circulante desse horménio (CHRISTENSEN et al., 1998; RESELAND
et al., 2001), reforcando a correlagdo entre a concentragdo desse hormdnio e a
massa adiposa, tanto para seres humanos quanto para roedores, como previamente
citados neste capitulo. Fato este que poderia explicar parcialmente os diferentes
efeitos do exercicio sobre a regulacdo da concentragdo plasmatica de leptina.

Sabe-se que o controle da massa corporal esta diretamente
relacionado ao balango energético que é a relagdo entre a energia ingerida e a
energia oxidada e tendo como principais componentes desse sistema a ingestédo
alimentar e o gasto energético. A Taxa Metabdlica basal (TMB), o efeito térmico dos
alimentos, a termogénese e o exercicio compdéem o gasto energético. Sendo o
exercicio 0 que possui maior variabilidade e facilidade manipulagdo de todos os
componentes do gasto energético (TOU & WADE, 2002).

Em estudo recente, adolescentes obesos com desordens alimentares

que realizaram exercicio moderado trés vezes por semana, durante seis meses,
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associado a reeducacado alimentar apresentaram redugdo na massa corporal, no
percentual de gordura corporal e também na adiposidade visceral (CARNIER et al.,
2008). Outro estudo recente demonstrou em mulheres obesas jovens redugado na
concentracao circulante de citocinas pro-inflamatdrias, como a proteina C reativa e o
TNFa, Leptina, assim como promoveu reducdo da massa corporal adiposa e
aumento no HDL-colesterol e adiponectina. Os autores concluiram que sete meses
de exercicio de 30 a 60 minutos por dia, em intensidade moderada, pode melhorar o
estado metabdlico dos individuos, sendo recomendado que essas variaveis
deveriam ser incluidas na avaliagao e prescri¢ao do exercicio (KONDO et al., 2006).
No entanto, outros estudos analisados em uma revisdo recente da literatura,
falharam em demonstrar os efeitos isolados do exercicio sobre as citocinas pro e
anti-inflamatérias, uma vez que esses efeitos somente foram observados em
decorréncia do emagrecimento (BERGGREN et al, 2005).

Como demonstrado anteriormente, pesquisas com seres humanos
geralmente s&o controversas devido as diferengas metodolégicas e protocolos
utilizados, assim como inumeros fatores como: genéticos, interagdo gene-meio
ambiente, bioldgicos, psicologicos, socioecondémicos que podem influenciar os
resultados obtidos (TOU & WADE, 2002). Neste sentido, estudos experimentais tém
sido amplamente utilizados para o entendimento da obesidade e de suas co-
morbidades.

Em estudo recente realizado pelo nosso grupo de pesquisa observou-
se que, tanto o exercicio continuo moderado de natacdo, realizado em cinco
sessbes semanais quanto em duas sessbes semanais (simulando exercicios de

“final de semana”), promoveram redugcdo da area de adipocitos e da



30

hipercolesterolemia dos animais. No entanto, os autores reforcaram que o exercicio
em maior frequéncia foi mais efetivo (GUERRA et al., 2007).

Em ratos alimentados com dieta hiperlipidica e submetidos ao exercicio
moderado em esteira (60 minutos), observou-se redugdo na massa corporal, na
trigliceridemia, no peso do tecido adiposo branco e acumulo de gordura hepatica
(GAUTHIER et al, 2003). Estudo mais recente demonstrou que o exercicio
intermitente (6 sessdes de 2 minutos, com intervalo de 5 minutos) em ratos
alimentados com dieta de cafeteria, mesmo sendo este de curta duracédo, foi capaz
de diminuir a adiposidade e impedir o ganho de massa corporal (KRETSCHMER et

al., 2005).
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Comparar os efeitos do exercicio continuo com o acumulado sobre o

controle da adiposidade visceral,

alimentados com dieta hiperlipidica.

3.2 Especificos

Identificar e comparar os efeitos do exercicio continuo ou

em ratos alimentados com dieta hiperlipidica e normocaldrica sobre:

vV Vv ¥V VvV VY ¥V V¥V VY V VYV V

Consumo Alimentar;

Eficiéncia Alimentar

Ganho de Massa Corporal;

Peso Relativo dos Tecidos;

Percentual de Gordura dos Tecidos;

Taxa de Sintese de Lipideos;

Captacao de Lipideos da Dieta;
Concentragao Plasmatica de Leptina;
Concentracao plasmatica de Colesterol Total;
Concentragao plasmatica de HDL-colesterol;

Concentragao plasmatica de Triglicerideos;

leptinemia e gordura hepatica em ratos

acumulado
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais e Condi¢oées Experimentais

Para a realizacido deste estudo foram utilizados 96 ratos machos
adultos, com aproximadamente 90 dias, da Linhagem Wistar, pesando entre
220+10g, procedentes do Biotério Central da Universidade Federal de Sao Carlos.

Os animais foram mantidos em gaiolas individuais, no biotério do
Laboratério de Nutricdo e Metabolismo, do Departamento de Educacao Fisica e
Motricidade Humana, da Universidade Federal de Sao Carlos, com temperatura
constante ao redor de 240 C e fotoperiodo artificial de 12/12 horas, sendo fornecida
dieta e agua ad libitum durante todo o protocolo experimental. Este projeto foi

submetido e aprovado pelo Comité de Etica desta Instituicdo (Anexo).

4.2. Desenho Experimental

Os animais foram subdivididos nos seguintes grupos experimentais:

Sedentarios:
Sedentario Controle - (SP): animais mantidos sedentarios e
alimentados com dieta padrao, durante 8 semanas.
Sedentario Hiperlipidico -(SH): animais mantidos sedentarios e

alimentados com dieta hiperlipidica, durante 8 semanas.

Exercitados:



33

Exercitado Continuo — Dieta Padrdao (ECP): Animais exercitados e

alimentados com dieta padrao, durante 8 semanas.

Exercitado Continuo — Dieta Hiperlipidica (ECH): Animais exercitados e

alimentados com dieta hiperlipidica, durante 8 semanas.

Exercitado Acumulado — Dieta Padrao (EAP): Animais exercitados e

alimentados com dieta padrao.

Exercitado Acumulado - Dieta Hiperlipidica (EAH): Animais exercitados

e alimentados com dieta hiperlipidica durante 8 semanas.

4.3. Composigcao da Dieta Padrao

Racao balanceada da marca PRIMOR (S&o Paulo, Brasil) que
continha: 23 % de proteina, 49% de carboidrato, 4 % de gordura, 5% de fibra, 7 %

de cinza, e 6 % de vitaminas, conforme fornecido pelo fabricante.

4.4. Composigcao da Dieta Hiperlipidica

Esta dieta hiperlipidica foi previamente padronizada por Estadella (2001),
como uma dieta capaz de desenvolver obesidade em ratos. Foi constituida pela
mistura de Racdo balanceada da marca PRIMOR, amendoim torrado, chocolate ao
leite e bolacha maisena, na proporgédo de 3:2:2:1, contendo aproximadamente 20%

de proteina, 20% de gordura, 48% de carboidrato, 4% de fibra.
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O conteudo energético da dieta hiperlipidica foi de 21,40 KJ/g,

perfazendo 4,37 KJ/g a mais do que a dieta padrdo que sera utilizada (17,03 KJ/g).

4.5 Protocolo do Exercicio Fisico

Os animais dos submetidos ao exercicio continuo (EC) realizaram
exercicio aerébio moderado (natagao), com duragao de 90 minutos, com freqténcia
de 05 vezes por semana, durante 08 semanas, em tanques individuais (50 cm de
altura x 30 cm de didmetro) sendo a agua mantida na temperatura aproximada de
32°C e trocada diariamente.

Para a adaptacao ao treinamento, no primeiro, segundo e terceiro dias
de treinamento os ratos nadaram, respectivamente, por 30, 60 e 90 minutos sem
adicao de carga. Do quarto dia em diante, os animais nadaram por 90 minutos, com
adicao de sobrecarga atada a cauda (3 a 5% do peso corporeo), para que o animal
nao flutuasse e se mantivesse em atividade durante todo o periodo estipulado, e
garantindo a realizagdo do exercicio em intensidade moderada (VOLTARELLI et al.,
2002) . Este procedimento foi previamente padronizado por Damaso (1996).

Os animais submetidos ao exercicio acumulado (EA), também realizam
exercicio aerébio moderado (natagado), em 3 sessdes diarias de 30 minutos cada,
com frequiéncia de 05 vezes por semana, durante 08 semanas. Os intervalos entre
as sessdes foram de 4 horas, periodo necessario para que a taxa de lipogénese
retorne aos valores basais (SENE et al., 2002).

A adaptagdo ao treinamento foi realizada da seguinte forma: no
primeiro, segundo e terceiro dias de treinamento os ratos nadaram as trés sessoes,

respectivamente, por 10, 20 e 30 minutos sem adi¢cdo de carga. Do quarto dia em
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diante, os animais nadaram por 30 minutos, com adigdo de sobrecarga atada a

cauda, como descrito anteriormente.

4.6 Controle da Massa Corporal e Consumo Alimentar
A massa corporal de cada animal foi mensurada diariamente, durante
todo o periodo experimental, sendo posteriormente calculado o ganho de massa

corporal segundo a equagao descrita a seguir.

Ganho de Massa Corporal (g)= Massa Corporal Inicia | (g)— Massa Corporal Final (g)

O consumo alimentar diario, foi calculado através da diferengca de peso

entre a racao ofertada e o resto, sendo também posteriormente calculada a

eficiéncia alimentar dos animais através da formula abaixo descrita.

Eficiéncia Alimentar = Ganho de Massa (g )/ Consumo Alimentar Total (g)

Os valores obtidos para cada variavel foram anotados em fichas

individuais.

4.7. Experimentos e Coleta de Amostras

Os animais foram sacrificados por decapitagdo em guilhotina ao final

de 8 semanas de tratamento sendo os animais treinados sacrificados 24 horas apés

a ultima sessao de exercicio.
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O sangue, os tecidos adiposos brancos retroperitoneal (RET) e
epididimal (EPI) e visceral (VIS), o tecido adiposo marrom interescapular (TAM),
musculo gastrocnémio (GAST), o figado (FIG) e o Trato Gastrointestinal (TGI) foram
coletados, pesados e estocados em freezer a -20°C para posteriores andlises

bioquimicas (CINTI, 2005).

4.8. Anadlises Bioquimicas

4.8.1. Determinacao da Taxa de Lipogénese

A taxa de lipogénese foi avaliada a partir da incorporagdo de agua
triciada (°*H,0) as moléculas de lipidios, através do método descrito por ROBINSON
& WILLIAMSON (1978).

Os animais receberam injecao intraperitoneal de 3 mCi de agua triciada
50 minutos antes do sacrificio. Essa técnica estima a taxa lipogénica total
independentemente dos substratos fisioldgicos (glicose, piruvato, aminoacidos, etc.)
utilizados para sua sintese. Como a atividade especifica da agua triciada no plasma
permanece constante por uma hora, mede-se a sintese de lipidios que ocorre
durante esse periodo.

Apoés a retirada de uma amostra de sangue (para a determinacéo da
atividade especifica da agua triciada no plasma), fragmentos de aproximadamente
um grama dos tecidos adiposos brancos epididimal, retroperitoneal e visceral, tecido
adiposo marrom, figado e musculo gastrocnémio foram colocados, em ftriplicata, em
tubos contendo 3 ml de hidroxido de potassio 30% que foram aquecidos em banho-

maria a 70 °C por 15 minutos para a digestdo e saponificagdo. A seguir, foi
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adicionado 3 ml de etanol absoluto e os tubos ficaram em banho-maria a 70 °C por
mais 1 hora e 45 minutos, para a total hidrélise dos triglicerideos, ésteres de
colesterol e fosfolipidios. Posteriormente, os tubos foram resfriados e foram
adicionados 2,5 ml de acido sulfurico 6N a mistura saponificada.

Conforme método descrito por Stansbie et al. (1976), os acidos graxos
totais e o colesterol livre foram extraidos por 3 lavagens sucessivas com éter de
petréleo (8ml, 6ml e 4 ml respectivamente). O produto das extragdes foi lavado com
2 ml de agua destilada e em seguida transferido para frascos de cintilagao que foram
previamente pesados, e permaneceu em capela a temperatura ambiente até a total
evaporagao do éter de petréleo, sendo o frasco novamente pesado (peso final do
frasco). Apds a pesagem dos frascos, os lipidios foram dissolvidos em 5 ml de
coquetel de cintilagdo OptiPhase HiSafe 3 (EG & G Company) para a medida da
radioatividade. A taxa de lipogénese foi expressa como pmol de ®H,0 incorporada

em lipidios/g de tecido.

4.8.2. Determinacao da Captacao de Lipidios da Dieta

Administracido de 4C-trioleina e coleta de amostras:

No dia do sacrificio os animais foram anestesiados com éter etilico,
sendo em seguida administrada uma solucédo de '*C-trioleina, via oral (gavagem; 0,5
g/rato, 0,3uCi/rato), através de uma canula de polietileno de 10 cm, conectada a
uma seringa. Concomitante a administracdo de substratos nos animais, aliquotas de

20ul deste foram colocadas em 5ml de liquido de cintilagdo para contagem da
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radioatividade administrada. Apds quatro horas da administragdo de C-trioleina, os

animais foram sacrificados conforme anteriormente descrito.

Determinacdo de 14C-Iipl’dios Absorvidos e Acumulados nos tecidos:

Para a medida da porcentagem de “C-lipidios absorvidos o trato
gastrointestinal foi homogeneizado em agua na proporgédo 1:2 (peso: volume).
Aliquotas do homogenato (aproximadamente 3g) foram utilizadas para a extragao de
lipidios. Para a determinacdo do acumulo de ™C-lipidios nos outros tecidos
estudados, aproximadamente 1 grama dos respectivos tecidos foram colocados em
tubos contendo 3 ml de KOH 30% para saponificacdo e posterior hidrélise dos
triglicerideos pela adicdo de etanol absoluto. Os tubos permaneceram em banho-
maria por duas horas a 70° para a hidrolise total dos triglicerideos. Em seguida os
tubos foram esfriados e neles foram acrescentados 2,5 ml de H,SO4 6N. Os lipidios
totais foram extraidos com éter de petréleo, segundo o método gravimétrico descrito
por Stansbie et. al., (1976).

O sobrenadante contendo os lipidios totais foi lavado com 2 ml de agua
destilada e transferido para o frasco de cintilacdo previamente pesado, sendo
mantidos em capela até que o solvente fosse totalmente evaporado, sendo o frasco
novamente pesado (peso final do frasco). Apos esse periodo, foi adicionado 5 ml de
liquido de cintilagdo, contendo tolueno-antarox (2:1 v/v), PPO 0,01% e POPOP
0,26%, para a contagem da radioatividade dos '“C-lipidios acumulados nos
respectivos tecidos. A quantidade total de radioatividade absorvida foi o valor
encontrado entre a subtracao da radioatividade total administrada e a remanescente

no trato gastrointestinal. Este procedimento seguiu o protocolo descrito previamente



39

por Oller do Nascimento & Williamson (1988) e mais recentemente por Gaiva et al.
(2001). Os valores foram expressos como % '*C — lipideos acumulados/g de tecido

por hora.

4.8.3. Determinacao do Percentual de Gordura dos Tecidos

O Percentual de Gordura dos Tecidos foi determinado através da

seguinte equacao:

Percentual de Gordura (%) = [Peso Final do Frasco de Cintilagéo (g)- Peso do

Frasco de Cintilagao Vazio (g) x 100] / Peso da Amostra de Tecido utilizada (g)

4.9. Analises Bioquimicas do Soro

As determinagdes bioquimicas do soro foram realizadas por Kits
Enzimaticos-Colorimétrico (CELM, Barueri, Brasil) especificos para cada andlise,

sendo lidos em espectofotdbmetro.

4.9.1 Triglicérides (GPO-POD)

Esta metodologia tem como principio o fato de uma lipase especifica
hidrolisar os triglicerideos produzindo glicerol e acidos graxos. O glicerol é fosforilado
com ATP na presenga de Glicerolquinase formando Glicerol 3 fosfato. Este é
oxidado liberando H,O, na presenga de 4 Aminoantipirina e 4 Clorofenol, da lugar a
formacdo da Antipiriiquinonimina, com um maximo de absorcdgo em 505 nm,

segundo o seguinte esquema de reacgao:
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LIPASE DA LIPOPROTEINA

Triglicérides - Glicerol + Acidos Graxos

GLICEROLQUINASE mMg**

Glicerol +ATP — Glicerol -3-Fosfato + ADP

GLICEROL-3-FOSFATO OXIDASE

Glicerol -3-Fosfato + O, — Diidroxiacetona + H,0,

PEROXIDASE

2 H,O, + 4 Aminoantipirina + 4 Clorofenol —» Antipirilquinomina + 4H,0

A intensidade da cor vermelha formada ¢é diretamente
proporcional a concentracdo dos ftriglicérides da amostra. A determinagdo sera
realizada no plasma com EDTA e serdo considerados aceitaveis os valores de

referéncia segundo TRINDER (1997).

4.9.2 Colesterol Total (COE/COD/POD)

Esta metodologia tem como principio a oxidagao enzimatica do
colesterol pela colesterol oxidase, com prévia hidrélise enzimatica dos ésteres,
mediante uma lipase de origem fungal (KAPLAN, 1989). A agua oxigenada
gerada na oxidagao, produz a copulagdo oxidativa do fenol com a 4
aminofenazona (4—AF), catalisada pela peroxidase, com formac&o de uma
quinonimina vermelha, com um maximo de absor¢ao em 505 nm, segundo o

seguinte esquema de reagao:

COLESTEROL ESTERASE

Esteres de Colesterol —» Colesterol + Acidos Graxos

COLESTEROL OXIDASE

Colesterol + O, > Colest- 4en — 3 —ona + H,0,
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PEROXIDADE

2 H,O,; + 4 Aminofenazona + Fenol —» quinoneiimina + 4H,0

4.9.3. HDL (HDL-Colesterol)

Trata-se de um método baseado em uma inibicdo seletiva das
lipoproteinas ndo HDL. O sistema utiliza dois reagentes; o primeiro contém um
polianion que forma complexos estaveis com a superficie das LDL e VLDL e dos
quilomicrons. Os complexos formados com as particulas do HDL se desestabilizam
e se solubilizam por acdo de um detergente, permitindo a reagdo com as enzimas
presentes no segundo reagente. Como somente o colesterol HDL fica sujeito a agao
das enzimas, a cor resultante da segunda reacdo € diretamente proporcional a
concentragdo do HDL da amostra, especificamente (WESTEGARD & GROTH,

1981).

4.9.4 Leptina

A concentracdo plasmatica de leptina foi determinada através do
meétodo de radioimunoensaio com a utilizagao do kit RIA leptina para ratos da marca
Linco© (Linco Research - ST. Charles, Missouri, U.S.A.), seguindo todas as
recomendac¢des do fabricante.

O método baseia-se na competicdo entre, a leptina marcada com 'l e
leptina fria, para a ligagdo com o anticorpo anti-leptina. A quantidade de horménio
radioativo foi mantida constante, sendo que a formacdo do complexo horménio

marcado-anticorpo € inversamente proporcional a concentragdo do complexo leptina

fria-anticorpo. Deste modo, apds a separacgao total do horménio radioativo livre, a
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radioatividade emitida pela amostra foi mensurada por meio de um contador de raios
gama (modelo ANSR-ABBOTT).

Uma curva foi elaborada utilizando diferentes concentracbes de
padrao de leptina de rato a qual permitiu a realizagdo do calculo da concentracéo
sérica deste horménio. Os valores estao expressos em ng/ml. Estas dosagens foram
realizadas no Laboratério de Neuroendocrinologia do Departamento de Ciéncias

Fisiologicas - UFSCar.

4.10. Tratamento Estatistico dos Dados

Os resultados estdo expressos em média e erro padrdo. Para a analise dos dados
foi utilizado o programa Instat para Windows (GraphPad, San Diego, CA, EUA, 1998). As
comparagdes estatisticas foram feitas através de analise de varidncia, sendo considerado
significante p<0,05. Os resultados significantes da analise de varidncia foram submetidos a
analise post hoc Tukey-Kramer de comparagao multipla.
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5. RESULTADOS

5.1 Ganho de Massa Corporal

Analisando-se o ganho de massa corporal total (g), verifica-se que nao
houve diferenga significativa quando comparado o efeito das diferentes dietas e do
exercicio continuo. No entanto, observa-se aumento de 4,67% nos animais
sedentarios alimentados com dieta hiperlipidica. Ja nos animais submetidos ao
exercicio continuo observa-se redugao de 19,9% e 11,05% no ganho de peso,
quando alimentados com dieta padrao e hiperlipidica respectivamente.

Por outro lado, o exercicio acumulado apresentou redugéao significativa
no ganho de peso (g) na vigéncia das duas dietas, quando comparados aos
respectivos grupos sedentarios (Figura 1). Esta redugéo foi na ordem de 34,17% e

58,74% na vigéncia da dieta padrao e hiperlipidica respectivamente.

5.2 Consumo Alimentar

O consumo alimentar foi menor e a ingestao calérica maior nos animais
sedentarios alimentados com dieta hiperlipidica quando comparados aos animais
sedentarios alimentados com dieta padrao, conforme pode ser observado na Tabela
1. Nao foi observada diferenga significativa na ingestdo caldrica entre os grupos
exercitados e seus respectivos grupos controles. Apesar disso, 0 exercicio
acumulado quando associado a dieta hiperlipidica promoveu menor consumo
alimentar (g) tanto em relagdo ao grupo sedentario quanto ao submetido ao

exercicio continuo (Tabela 1).
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[ Ratos Alimentados com Dieta Padrao
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Valores expressos em media + erro padrdo da media (n=8). Simbolos indicam diferengas
significativas p<0.01 (Tukey-Kramer Test). * Versus SP; + versus SH; § versus ECP; #
versus ECH; onde SP, ratos sedentarios alimentados com dieta padrdo; SH, ratos
sedentarios alimentados com dieta hiperlipidica; ECP, ratos submetidos ao exercicio
continuo e alimentados com dieta padrao; ECH, ratos submetidos ao exercicio continuo e
alimentados com dieta hiperlipidica; EAP, ratos submetidos ao exercicio acumulado e
alimentados com dieta padrédo; EAH, ratos submetidos ao exercicio acumulado e
alimentados com dieta hiperlipidica.

Figura 1. Efeito dos Exercicios Continuo e Acumulado e da Dieta Hiperlipidica sobre

o Ganho de Massa Corporal dos animais.

5.3 Eficiéncia Alimentar
Verifica-se ainda na Tabela 1, que houve aumento significativo da
eficiéncia alimentar no sedentario alimentado com dieta hiperlipidica, quando

comparado ao grupo sedentario alimentado com dieta padrao (SP 0,14+0,009; SH
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0,17+0,01*). O dois tipos de treinamento quando associados a dieta padrao
apresentaram redugéao significativa na eficiéncia alimentar quando comparados ao
grupo sedentario (SP 0,14+0,009; ECP 0,11+0,01* ; EAP 0,09+0,01*). Com relagéo
ao tipo de treinamento, a eficiéncia alimentar do grupo exercitado acumulado
apresentou-se significativamente menor do que a observada no grupo exercitado
continuo (ECP 0,11+0,01; EAP 0,09+0,018§).

Na vigéncia da dieta hiperlipidica apenas o exercicio acumulado foi
capaz de promover redugdo significativa na eficiéncia alimentar dos animais,
comparando-se a observada nos grupos: sedentario e exercitado continuo (SH

0,17+0,01; ECH 0,17£0,02; EAH 0,09+0,02-+#).

Tabela 1. Efeito dos Exercicios Continuo e Acumulado e da Dieta Hiperlipidica sobre

o Consumo Alimentar, Ingestao Caldrica e Eficiéncia Alimentar dos animais.

Grupos Consumo Alimentar  Ingestao Caldrica Eficiéncia
(9) (Kcal) Alimentar
SP 1544.60+19.40 6062.90+73.47 0.14+0.009
ECP 1520.20+23.44 6332.20+130.32 0.11+0.01*
EAP 1523.50+24.66 5960.50+125.30 0.09+0.01*
SH 1357.90+19.68* 6903.40+99.90* 0.17+0.01*
ECH 1417.10+37.83 6765.20+131.60 0.17+0.02*
EAH 1283.30+36.40*" 6613.30+182.71 0.09+0.02**

Valores expressos em media + erro padrdo da media (n=8). Simbolos indicam diferengas
significativas p<0.01 (Tukey-Kramer Test). * Versus SP; + versus SH; § versus ECP; #
versus ECH; onde SP, ratos sedentarios alimentados com dieta padrdo; SH, ratos
sedentarios alimentados com dieta hiperlipidica; ECP, ratos submetidos ao exercicio
continuo e alimentados com dieta padrdo; ECH, ratos submetidos ao exercicio continuo e
alimentados com dieta hiperlipidica; EAP, ratos submetidos ao exercicio acumulado e
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alimentados com dieta padrdo; EAH, ratos submetidos ao exercicio acumulado e
alimentados com dieta hiperlipidica.

5.4 Peso Relativo dos Tecidos

Com relacdo ao efeito especifico da dieta nos tecidos adiposos
brancos retroperitoneal (RET) e epididimal (EPI), visceral (VIS) e tecido adiposo
marrom (TAM), verificam-se na Figura 2 e na Tabela 2 que o grupo sedentario
alimentado com dieta hiperlipidica, apresentou valores significativamente
maiores no peso relativo desses tecidos quando comparado ao grupo alimentado
com dieta padrao. O peso relativo do musculo gastrocnémio (GAST) foi menor
nesses animais (SH).

Os dois protocolos de exercicio promoveram reducgao significativa no
peso relativo dos tecidos adiposos brancos EPlI e RET em ratos alimentados com
dieta padrao comparados ao grupo sedentario (SP). Por outro lado, observa-se na
Figura 2, que quando associado a dieta hiperlipidica o exercicio acumulado
promoveu além da reducgao significativa dos tecidos adiposos brancos EPI e RET,
reducdo no tecido adiposo visceral, quando comparado ao grupo sedentario e ao
exercitado continuo.

Pode ser observado na Tabela 2 que todos os grupos exercitados
apresentam aumento no peso relativo do tecido adiposo marrom (TAM) e que
nenhuma diferenga foi observada nesse parametro em relagao ao figado (FIG).

Ao compararmos os resultados obtidos com o grupo sedentario
alimentado com dieta padrao (SP), verificou-se que o grupo submetido ao exercicio
acumulado e alimentado com dieta hiperlipidica (EAH) normalizou o peso relativo

dos tecidos adiposos epididimal, retroperitoneal e visceral. Além disso, peso relativo
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do tecido adiposo visceral neste grupo (EAH) reduziu, chegando a valores

semelhantes aos dos grupos exercitados alimentados com dieta padrao (ECP, EAP).

[ 1Ratos alimentados com Dieta Padrao
2,50 - 7] Ratos Alimentados com Dieta Hiperlipidica

2.26 1 ; . L
2,00 . ; ;;

1,75 - * ;
7

1,25 —- - ; % T +#

1,00 el %

0,75
0,50 +

0,25 +

Peso Relativo dos Tecidos (g/100g peso corporal)

0,00

SEC EA S EC EA S ECEAl S ECEA S ECEA S ECEA
EPI RET VIS

Valores expressos em media + erro padrdo da media (n=8). Simbolos indicam diferengas
significativas p<0.01 (Tukey-Kramer Test). * Versus SP; + versus SH; § versus ECP; #
versus ECH; onde SP, ratos sedentarios alimentados com dieta padrdo; SH, ratos
sedentarios alimentados com dieta hiperlipidica; ECP, ratos submetidos ao exercicio
continuo e alimentados com dieta padrao; ECH, ratos submetidos ao exercicio continuo e
alimentados com dieta hiperlipidica; EAP, ratos submetidos ao exercicio acumulado e
alimentados com dieta padrdo; EAH, ratos submetidos ao exercicio acumulado e
alimentados com dieta hiperlipidica.EPI Tecido Adiposo Branco Epididimal; RET, Tecido
Adiposo Branco Retroperitoneal; VIS, Tecido Adiposo Visceral.

Figura 2. Efeito dos Exercicios Continuo e Acumulado e da Dieta Hiperlipidica sobre

0 peso relativo dos tecidos adiposos brancos.
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Tabela 2. Efeito dos Exercicios Continuo e Acumulado e da Dieta Hiperlipidica sobre

0 peso relativo dos tecidos.

Peso Relativo (g/100g peso corporal)

Grupos TAM GAST FIG
SP 0.07+0.004 0.46+0.01 3.92+0.07
ECP 0.19+0.001* 0.41+0.01 3.67+0.06
EAP 0.22+0.01* 0.43+0.01 3.66+0.06
SH 0.11+£0.005* 0.40+0.01* 3.59+0.07
ECH 0.22+0.04*+ 0.4040.01* 3.51+0.09
EAH 0.33+£0.01*+# 0.43+0.01 3.38+0.09

Valores expressos em media + erro padrdo da media (n=8). Simbolos indicam diferengas
significativas p<0.01 (Tukey-Kramer Test). * Versus SP; + versus SH; § versus ECP; #
versus ECH; onde SP, ratos sedentarios alimentados com dieta padrdo; SH, ratos
sedentarios alimentados com dieta hiperlipidica; ECP, ratos submetidos ao exercicio
continuo e alimentados com dieta padrao; ECH, ratos submetidos ao exercicio continuo e
alimentados com dieta hiperlipidica; EAP, ratos submetidos ao exercicio acumulado e
alimentados com dieta padrdo; EAH, ratos submetidos ao exercicio acumulado e
alimentados com dieta hiperlipidica.TAM, Tecido Adiposo Marrom; GAST, mdusculo
gastrocnémio; FIG, Figado.

5. 5 Conteudo de Lipidios nos Tecidos (%)

Na Figura 3 observa-se que a dieta hiperlipidica promoveu aumento
significativo da gordura no figado dos animais sedentarios (SH 4,90+0,6; SP
1,41+0,12). Os protocolos de exercicio associados a dieta hiperlipidica
apresentaram redugao significativa no percentual de gordura no figado quando

comparados ao grupo sedentario (SH 4,90+0,6; ECH 2,43+0,35; EAH 2,04+0,42).
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Nos outros tecidos, nenhuma diferenca foi observada em relagdo aos grupos
sedentarios (Tabela 3)

Nos animais alimentados com dieta padrdo o exercicio acumulado
promoveu reducgdo significativa no conteudo percentual de lipidios no RET (SP
87,99+1,53; EAP 76,10+2,51) e no VIS (SP 50,46+2,37; EAP 32,23+0,90), conforme

pode ser observado na Tabela 3.

Tabela 3. Efeito dos Exercicios Continuo e Acumulado e da Dieta Hiperlipidica sobre

o percentual de gordura dos tecidos.

Conteudo de Lipidios (%/g de tecido)

Grupos EPI RET VIS TAM GAST
SP 80.54+3.75  87.99+1.53  50.46+2.37  48.30+1.86 0.59+0.04
ECP 81.77+1.93  86.06+2.66  49.45+3.44  44.85+3.49 0.53+0.04
EAP 73.30£3.24  76.10+2.51* 32.23+0.90*  38.45+2.84 0.50+0.07
SH 83.13+2.11 84.97+0.91 62.83+4.98  49.80+2.82 0.58+0.05
ECH 79.23+3.03  82.58+1.78  63.14+5.13  52.02+3.75 0.42+0.06
EAH 79.48+3.30 79.16x3.43  50.49+3.81 51.13+3.22 0.64+0.11

Valores expressos em media + erro padrdo da media (n=8). Simbolos indicam diferengas
significativas p<0.01 (Tukey-Kramer Test). * Versus SP; + versus SH; § versus ECP; #
versus ECH; onde SP, ratos sedentarios alimentados com dieta padrao; SH, ratos
sedentarios alimentados com dieta hiperlipidica; ECP, ratos submetidos ao exercicio
continuo e alimentados com dieta padrao; ECH, ratos submetidos ao exercicio continuo e
alimentados com dieta hiperlipidica; EAP, ratos submetidos ao exercicio acumulado e
alimentados com dieta padrdo; EAH, ratos submetidos ao exercicio acumulado e
alimentados com dieta hiperlipidica.
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Valores expressos em media + erro padrdo da media (n=8). Simbolos indicam diferengas
significativas p<0.01 (Tukey-Kramer Test). * Versus SP; + versus SH; § versus ECP; #
versus ECH; onde SP, ratos sedentarios alimentados com dieta padrdo; SH, ratos
sedentarios alimentados com dieta hiperlipidica; ECP, ratos submetidos ao exercicio
continuo e alimentados com dieta padrao; ECH, ratos submetidos ao exercicio continuo e
alimentados com dieta hiperlipidica; EAP, ratos submetidos ao exercicio acumulado e
alimentados com dieta padrdo; EAH, ratos submetidos ao exercicio acumulado e
alimentados com dieta hiperlipidica.

Figura 3. Efeito dos Exercicios Continuo e Acumulado e da Dieta Hiperlipidica sobre

o percentual de Gordura no Figado.

5. 6 Lipogénese

A dieta hiperlipidica promoveu aumento significativo na lipogénese no
EPI dos animais sedentarios quando comparado ao grupo alimentado com dieta
padrdo. Nao foi observada diferenga significativa na taxa de lipogénese no RET,

VIS, BAT, GAST e FIG dos animais sedentarios (Tabela 4).



51

Nos animais exercitados alimentados com dieta padrao (ECP e EAP) a
taxa de lipogénese foi maior no EPI, RET, GAST e FIG quando comparados ao
grupo sedentario (SC). O exercicio acumulado também promoveu aumento na taxa
de lipogénese no TAM e no VIS (Tabela 4). Além disso, quando comparamos 0s
protocolos de exercicio (continuo e acumulado), observa-se que 0 aumento na taxa
de lipogénese do grupo exercitado acumulado foi significativamente maior
comparado ao grupo exercitado continuo em todos os tecidos analisados.

Quando alimentados com a dieta hiperlipidica observamos aumento no
RET, GAST e FIG e redugao no TAM da taxa de lipogénese dos animais exercitados

continuos (ECH) quando comparados ao grupo sedentario (SH).

Tabela 4. Efeito dos Exercicios Continuo e Acumulado e da Dieta Hiperlipidica sobre

a sintese lipidica dos tecidos.

Sintese Lipidica (Lipogénese In vivo)

(Micro moles de *H,0 incorporada nos lipidios /g de tecido/hora)

Grupos EPI RET VIS TAM GAST FIG

SP 0.99+0.06 1.13+£0.10 2.39+0.55 7.43+0.65 0.67+0.05 4.10+0.37
ECP 3.39+0.26*  3.49+0.23* 3.03+0.14 8.07+0.55 4.25+0.25* 6.85+0.29*

EAP 5.28+0.47*§ 6.26+0.55*§ 11.75+0.86*§ 17.70+1.62*§ 23.44+0.83*§ 17.00+0.58*§

SH 2.08+0.24* 1.08+0.09 1.10+0.13 7.17£1.37 0.70£0.06 3.12+0.34
ECH 2.11£0.09  2.18+x0.07+ 2.18+0.12+ 2512017+ 4.36+£0.29+ 3.46+0.14

EAH  0.56+0.03+# 0.52+0.04# 0.68+0.04+# 1.85:£0.24 +#  0.36x0.02#  0.60+0.04+#

Valores expressos em media + erro padrédo da media (n=8). Simbolos indicam diferengas
significativas p<0.01 (Tukey-Kramer Test). * Versus SP; + versus SH; § versus ECP; #
versus ECH; onde SP, ratos sedentarios alimentados com dieta padrdo; SH, ratos
sedentarios alimentados com dieta hiperlipidica; ECP, ratos submetidos ao exercicio
continuo e alimentados com dieta padrao; ECH, ratos submetidos ao exercicio continuo e
alimentados com dieta hiperlipidica; EAP, ratos submetidos ao exercicio acumulado e
alimentados com dieta padrdo; EAH, ratos submetidos ao exercicio acumulado e
alimentados com dieta hiperlipidica.
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5. 7. "*C-lipidios Absorvidos e Acumulados nos Tecidos

Os animais sedentarios alimentados com dieta hiperlipidica (SH)
apresentaram reducédo na absorgcdo e no acumulo de lipidios marcados nos tecidos
adiposos epididimal (EPI) e retroperitoneal (RET) quando comparados ao grupo
sedentario alimentado com dieta padrédo (SP), como pode ser observado na Tabela
5. Nos outros tecidos nenhuma diferenga significativa foi observada.

Ainda na Tabela 5 observa-se que os dois protocolos de exercicio
associados a dieta padrdo promoveram aumento na absor¢do e no acumulo de
lipidios marcados nos tecidos VIS, TAM, GAST e FIG comparados ao grupo
sedentario (SP). Este efeito foi maior no exercicio acumulado comparado ao
continuo para os tecidos GAST e FIG. O exercicio continuo (ECP) promoveu
reducao na absorg¢ao e acumulo de gordura no tecido adiposo retroperitoneal (RET).

Na vigéncia da dieta hiperlipidica observa-se que o exercicio continuo
promoveu aumento significativo em todos os tecidos exceto no TAM, que apresentou
aumento percentual de 123% em relagdo ao sedentario (Tabela 5). Em relagdo ao
exercicio acumulado, observa-se a manutengao dessa variavel em relagdo ao grupo
sedentario (SH) para os tecidos EPI, GAST e FIG; e o aumento na absorgédo e no

acumulo de lipidios marcados no, RET, VIS, e TAM.
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Tabela 5. Efeito dos Exercicios Continuo e Acumulado e da Dieta Hiperlipidica sobre

a captacao de lipideos da Dieta.

% "C — lipideos acumulados/g de tecido por hora.

Grupos EPI RET VIS TAM GAST FIG

SP 2.62+0.28 3.08+0.23 1.14+#0.12 1.25#0.12  0.25+0.01 0.66+0.16
ECP 1.96+0.28 1.78+0.15* 2.92+0.25* 8.43%£1.28* 4.40+0.27* 2.79+x0.17*

EAP 2.36x0.17 2.47+0.14 3.95+0.16* 9.31+1.28* 8.17+0.52*§ 4.78+0.24*§

SH 0.94+0.09* 1.01+0.11* 1.17+0.10 2.32+0.67  0.25+0.01 0.54+0.04

ECH 2.30£0.16+ 2.20+0.14+ 2.65+0.13+ 3.50+0.48 4.70+0.21+ 3.36+0.15+

EAH  0.8410.13# 2.00+0.24+ 2.48+0.29+ 6.03+0.73+ 0.66+0.03# 0.72+0.07#

Valores expressos em media + erro padrdo da media (n=8). Simbolos indicam diferengas
significativas p<0.01 (Tukey-Kramer Test). * Versus SP; + versus SH; § versus ECP; #
versus ECH; onde SP, ratos sedentarios alimentados com dieta padrdo; SH, ratos
sedentarios alimentados com dieta hiperlipidica; ECP, ratos submetidos ao exercicio
continuo e alimentados com dieta padrao; ECH, ratos submetidos ao exercicio continuo e
alimentados com dieta hiperlipidica; EAP, ratos submetidos ao exercicio acumulado e
alimentados com dieta padrdo; EAH, ratos submetidos ao exercicio acumulado e
alimentados com dieta hiperlipidica.

5. 8. Perfil Lipidico e Concentragado Plasmatica de Leptina

Os animais sedentarios alimentados com dieta hiperlipidica
apresentaram aumento na concentracdo sérica de colesterol comparados aos
alimentados com dieta padrdo (Tabela 6). A concentragdo sérica de Triglicérides
(TG) e HDL-colesterol (HDL-c) desses animais apresentaram um aumento
percentual de 22,4% e 20,6% respectivamente (Tabela 6)

O exercicio associado a dieta padrdao promoveu reducdo na
concentragdo de triglicérides e aumento na concentracdo de HDL-colesterol e
Colesterol total (Tabela 6). Quando associado a dieta hiperlipidica tem-se que o

exercicio continuo promoveu reducao de 14,36% no TG e 2,66% no Colesterol total,
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assim como se observou aumento de 9,18% no HDL-c. Além disso, exercicio

acumulado foi efetivo em reduzir estatisticamente o Colesterol total e o HDL-c.

Tabela 6. Efeito dos Exercicios Continuo e Acumulado e da Dieta Hiperlipidica sobre

o perfil lipidico.
Grupos TG (mg/dl) COL (mg/dI) HDL-Col (mg/dl)
SP 141.20+2.87 43.4412.5 26.20+1.56
ECP 75.57+2.88* 67.14+£2.7* 34.86+1.78*
EAP 76.37+2.36* 67.14+3.15* 35.37+1.44*
SH 172.83+16.35 72.20+3.3% 31.60+1.16
ECH 148.00+£19.92 70.28+1.7 34.50+0.9
EAH 170.12+15.27 34.03+2.38*+# 18.77+1.41+#

Valores expressos em media + erro padrdo da media (n=8). Simbolos indicam diferengas
significativas p<0.01 (Tukey-Kramer Test). * Versus SP; + versus SH; § versus ECP; #
versus ECH; onde SP, ratos sedentarios alimentados com dieta padrdo; SH, ratos
sedentarios alimentados com dieta hiperlipidica; ECP, ratos submetidos ao exercicio
continuo e alimentados com dieta padrao; ECH, ratos submetidos ao exercicio continuo e
alimentados com dieta hiperlipidica; EAP, ratos submetidos ao exercicio acumulado e
alimentados com dieta padrdo; EAH, ratos submetidos ao exercicio acumulado e
alimentados com dieta hiperlipidica.

A concentracado plasmatica de leptina foi significativamente maior nos
animais sedentarios alimentados com dieta hiperlipidica em comparagao ao grupo
alimentado com dieta padrao (SH 14,02 +1,09; SP 5,65+0,40).

Quando associado a dieta hiperlipidica verificou-se que o exercicio
continuo nao foi capaz de alterar a concentracio plasmatica de leptina, mantendo os
valores semelhantes ao grupo sedentario (SH). Por outro lado, exercicio acumulado

foi efetivo em normalizar a hiperleptinemia decorrente da dieta hiperlipidica (Figura

4).
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Valores expressos em media + erro padrdo da media (n=8). Simbolos indicam diferengas
significativas p<0.01 (Tukey-Kramer Test). * Versus SP; + versus SH; § versus ECP; #
versus ECH; onde SP, ratos sedentarios alimentados com dieta padrdo; SH, ratos
sedentarios alimentados com dieta hiperlipidica; ECP, ratos submetidos ao exercicio
continuo e alimentados com dieta padrao; ECH, ratos submetidos ao exercicio continuo e
alimentados com dieta hiperlipidica; EAP, ratos submetidos ao exercicio acumulado e
alimentados com dieta padrdo; EAH, ratos submetidos ao exercicio acumulado e
alimentados com dieta hiperlipidica.

Figura 4. Efeito dos Exercicios Continuo e Acumulado e da Dieta Hiperlipidica

sobre a concentracao plasmatica de Leptina.
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6. DISCUSSAO

Sabe-se que o exercicio continuo € um modelo classico para o controle
do ganho de massa corporal e consequentemente prevencdo da obesidade e
doencas correlacionadas. Por outro lado, a partir de evidéncias recentes, tem sido
sugerido que o exercicio realizado em varios momentos do dia (no presente estudo
denominado de exercicio acumulado) pode também promover adaptagées no
metabolismo lipidico, facilitando entdo o controle de massa corporal (MATSUDO et
al., 2005).

Partindo desses pressupostos, foram analisados no presente estudo os
efeitos de dois protocolos de exercicio: continuo e acumulado, ambos na vigéncia de
dieta balanceada (padréao), com o objetivo de verificar qual 0 modelo experimental
de exercicio poderia promover melhor controle da adiposidade, leptinemia e
esteatose hepatica ndo-alcodlica (NAFLD). Na segunda fase do mesmo, avaliamos
0s mesmos protocolos de exercicio na vigéncia de dieta hiperlipidica, visando
simular um padrdo alimentar obesogénico, amplamente utilizado pela sociedade
moderna.

Assim, desenvolveremos a discussédo de nossos achados enfatizando:
a) efeitos dos exercicios: continuo e acumulado, na vigéncia de dieta padrao; e b)
efeitos dos exercicios: continuo e acumulado, na vigéncia de dieta hiperlipidica.

Recentes investigagdes tém discutido os efeitos de dietas ricas em
gordura e ou ricas em colesterol sobre a adiposidade central e visceral, bem como
sua relagdo com o desenvolvimento de doengas cronicas e obesidade (MANZONI et
al., 2005; LOVOIE et al., 2005; POOLABAN et al., 2004; HIDA et al., 2005; TOCK et

al., 2006). Por outro lado, o papel do exercicio fisico no auxilio da redugao dos
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efeitos adversos do sedentarismo e dietas ricas em gordura tem grande importancia.
Entretanto, sabe-se que a intensidade, freqliéncia e duragdo do exercicio bem como
o tipo de dieta tém promovido diferentes adaptacbes metabdlicas (HOROWITZ,
2003; RUBY & ROBERGS, 1994; EVEN et al., 1998). O que tem se questionado é
se todos os modelos de exercicio tém os mesmos efeitos benéficos sobre a
adiposidade central e visceral, conteudo de gordura no figado, perfil lipidico e massa
corporal.

Diversos estudos tém reportado que o exercicio moderado promove
reducdo na massa corporal, adiposidade, dislipidemias e esteatose hepatica em
ratos (DUARTE et al.,, 2003; ESTADELLA et al.,, 2004; BURNEIKO et al., 2006,
SCHRAUWEN & WESTERTERP 2000; BERNARDES et al, 2004; GAUTHIER et al.,
2003). Por outro lado, o conceito dos beneficios para saude através de acumulagéo
de atividade fisica é relativamente recente, sendo a recomendacdo adotada por
diferentes organizagcbes e/ou programas internacionais e nacionais, tais como o
Programa Agita Mundo e Agita Sao Paulo, € a de que: “Todo individuo adulto deve
acumular pelo menos 30 minutos de atividade fisica, em pelo menos 5 dias da
semana, de intensidade moderada, que podem ser realizadas de maneira continua
ou acumulada” (MURPHY & HARDMAN, 1998).

Neste sentido, observou-se previamente que pessoas que praticavam
atividades fisicas em trés sessbes de 10 minutos de duragdao com intervalos
determinados de 4 horas, apresentavam respostas cardiovasculares semelhantes a
pessoas que se exercitavam em sessdes continuas de 30 minutos (DeBUSK et al.,
1990). Posteriormente, se verificou que mulheres que praticaram exercicio de forma
continua por 30 minutos, comparadas aquelas que se exercitaram por 30 minutos,

divididos em trés sessbes intervaladas, apresentaram o mesmo gasto energético
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(FULTON et al., 1997). Esses estudos confirmaram e ou referendaram os achados
de Murphy & Hardman (1998).

Matsudo et al., (2002) e Matsudo et al., (2003) e Matsudo et al., (2005)
concluiram que a atividade fisica, tanto a realizada de forma acumulada quanto
continua podem resultar em efeitos benéficos para a saude. No entanto, ainda nao
foram observados os efeitos especificos desses dois tipos de exercicio nas
condi¢des experimentais propostas neste estudo.

Tem sido reportado que durante 30 minutos de exercicio de
intensidade baixa a moderada, o percentual de re-esterificacdo dos lipidios reduz de
70% (repouso) para aproximadamente 25%. No entanto, essa diminuicdo na taxa de
re-esterificagdo em resposta aguda ao exercicio, apresenta-se associada ao
aumento de 300% na liberacao dos acidos graxos livres (AGL) advindos da hidrolise
dos triglicerideos (TG) pelo tecido adiposo. Desse modo, ocorre aumento
concomitante, porém mais acentuado (600%) na disponibilidade desses substratos
para serem utilizados pelo musculo durante a sessao de exercicio (ACHTEN et al.,
2004).

E importante ressaltar que no presente estudo, essa adaptagdo
ocorreu trés vezes por dia, durante os periodos de recuperacdo, em resposta ao

Exercicio Acumulado, sugerindo um maior efeito sobre a adiposidade.

De fato, ao observarmos os resultados da presente investigagao,
verifica-se que na vigéncia da dieta hiperlipidica apenas o exercicio acumulado
reduziu estatisticamente tanto a adiposidade central quanto a visceral. Entretanto, na
vigéncia da dieta padrao os dois tipos de exercicios foram efetivos no controle da
adiposidade dos animais. Assim, baseado nestes resultados, pode-se supor que

pessoas que consomem alto teor de gorduras teriam beneficios melhores no
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controle desta variavel se praticassem atividade fisica em sessdes mais curtas,
porém varias vezes ao dia, reforcando evidéncias prévias que defendem esse
modelo de exercicio para o controle da epidemia global da obesidade, através de
mudanga no estilo de vida (MATSUDO et al.,, 2002; MATSUDO et al.,2003;

MATSUDO et al., 2005; MURPHY & HARDMAN, 1998).

Em estudo recente realizado pelo nosso grupo de pesquisa,
comparando-se o0 exercicio continuo (5 sessdes por semana) aquele realizado
apenas nos finais de semana (2 sessdes por semana), observou-se que os dois
tipos de exercicios foram efetivos na redugdo do ganho de massa corporal, do
colesterol total, dos triglicerideos e da area dos adipécitos dos animais alimentados
com dieta hipercolesterolémica (GUERRA et al., 2007). No entanto os efeitos sobre
o controle da adiposidade central e visceral foram mais acentuados, especificamente
em resposta ao exercicio continuo. Estes resultados reforcam a importancia de se
investigar diferentes modelos experimentais de exercicio, visando adequar a

prescricao individualizada de treinamento fisico.

O consumo alimentar e o ganho de massa corporal em animais
sedentarios e exercitados alimentados com dieta hiperlipidicas tem apresentado
resultados controversos na literatura (ESTADELLA et al., 2004; SCHRAUWEN &
WESTERTERP, 2000; BERNARDES et al., 2004; DUARTE et al., 2006). No
presente estudo, os animais que foram alimentados com dieta hiperlipidica
apresentaram diminuicdo no consumo alimentar associado ao aumento na ingestao
caldrica. Nesse sentido, dietas ricas em gordura reduzem a eficiéncia alimentar
(BURNEIKO et al., 2006) e aumentam a eficiéncia metabdlica. Esse fato poderia
explicar porque a dieta hiperlipidica nao teve efeito sobre o ganho de massa corporal

dos animais sedentarios (SH) e exercitado continuo (ECH).
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Alguns estudos relataram aumento na massa corporal dos animais
alimentados com dieta hiperlipidica em relacdo ao controle, como os trabalhos de
Duarte et al. (2001), Ferreira (2002), Estadella et al. (2004) e Duarte et al. (2006) que
utilizaram a mesma dieta do presente estudo.

Outros estudos, utilizando a dieta de cafeteria padronizada por Sclafani
& Springer (1976), ressaltam a variabilidade de resultados deste parametro. Algumas
pesquisas ndo encontraram aumento da massa corporal (KUSUNOKI et al., 1993;
KIM et al., 1994; PODOLIN et al, 1999; KIM et al., 2000), enquanto outras
verificaram elevacao desta variavel (BARBER et al., 1985; MARGARETO et al.,
2001; GAIVA et al., 2001). No presente estudo, a dieta hiperlipidica ndo alterou

significativamente a massa corporal nos animais sedentarios.

Por outro lado, verificou-se que dietas com alto teor de gordura estédo
associadas a hiperfagia, no entanto, ainda nao esta claro se esse efeito é resultante
da obesidade ou se € consequéncia da alta ingestéo lipidica (WESTE, 1998). Isto
ainda é bem contraditério na literatura, pois, em varios estudos realizados em
roedores que foram alimentados com dieta hiperlipidica, ndo foi observado
hiperfagia, entretanto, os animais desenvolveram obesidade (DUARTE et al., 2008;
DUARTE et al., 2006).

Dentre os possiveis mecanismos potenciais que podem explicar estes
resultados destacam-se a densidade caldrica, a saciedade e a palatabilidade dos
lipidios. Bellaver et al., (2001) demonstraram diminuigdo progressiva no consumo de
alimentos a medida que se aumentou a densidade caldrica da dieta. Nossos
resultados estdo de acordo com esses achados, pois na vigéncia da dieta
hiperlipidica, houve redugao no consumo alimentar (g) concomitante ao aumento da

ingestao caldrica, nos animais sedentarios.
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E importante ressaltar que no presente estudo, o exercicio acumulado
na vigéncia das duas dietas, apesar da similaridade na ingestédo caldrica, apresentou
reducao significativa no ganho de massa corporal em relagao aos respectivos grupos
controle. Entretanto, este efeito foi mais acentuado nos ratos alimentados com dieta
hiperlipidica. Assim, estes dados reforcam a hipétese de que o exercicio acumulado
foi mais efetivo em aumentar o gasto energético, ampliando seus efeitos sobre o
controle do balango energético.

De fato, ao analisarmos a leptinemia dos animais observamos que a
dieta hiperlipidica quase triplicou a concentracdo circulante desse hormodnio,
reforcando evidéncias prévias de que dietas com alto teor de gordura podem
desenvolver resisténcia a agdo desse horménio (SCARPACE et al., 2005). Porém,
ao observamos os efeitos dos dois tipos de exercicio verificamos que o exercicio
continuo nao foi efetivo na reducdo da hiperleptinemia causada pela dieta
hiperlipidica. Por outro lado, o exercicio acumulado promoveu a normalizacdo
desses valores.

De acordo com a literatura atual existem trés mecanismos provaveis
que explicariam a resisténcia leptinica: a) defeitos pré-receptor; b) defeitos no
receptor; c) e defeitos pds-receptor (VELLOSO, 2006). No entanto, outros estudos
evidenciaram que na maioria dos animais e humanos obesos a hiperleptinemia esta
presente e apenas uma pequena proporcdo de pessoas obesas possui deficiéncia
relativa ou absoluta de leptina. Além disso, efeitos modestos foram observados
sobre a massa corporal apés a administracdo subcutdnea de leptina em humanos
obesos (CONSIDINE et al. 1996; FOGTELOO et al., 2003; HEYMSFIELD et al.,
1999; MAFFEI et al.,1995). Especificamente em obesidade experimental induzida

por dieta, a administragao periférica de leptina ndo promoveu redugao na ingestao
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alimentar dos animais apesar da redugao na STAT-3 hipotalamica (EL HASCHIMI et
al., 2000), reforcando a hipotese de que este modelo experimental pode desenvolver
resisténcia a agao da leptina em ratos.

A via de sinalizagao da leptina depende de sua ligagao a um receptor
monomeérico transmembrana da familia dos receptores de citocinas da classe |.
Foram descritas seis diferentes formas protéicas deste receptor, denominadas
ObRa-f, sendo codificados por um unico gene presente no locus I1p31, resultantes de
diferentes splicings. A expressao da forma ObRb é predominante nos neurbnios do
nucleo arqueado, sendo a responsavel pela transdugao do sinal da leptina nesta
regido do hipotalamo. Além disso, este receptor ndo possui atividade catalitica
intrinseca, sendo ligado a uma proteina citosélica com atividade tirosina quinase
denominada de Janus quinase-2 (JAK-2). Desta forma, ao se ligar ao receptor a
leptina promove a fosforilagdo da JAK-2, que desencadeia uma cascata de reagdes,
formando-se trés sitios ativos que propagarao o sinal da leptina. Ao ser ativado, o
sitio IRS2 (proteinas da familia dos substratos do receptor de insulina) ativa a
enzima fosfatidilinositol  3-quinase (PI3K), regulando a |liberagdo de
neurotransmissores associados ao controle da fome e termogénese nos terminais
sinapticos. O outro sitio atua como intermediario nas vias e na sinalizacdo da MAP
quinase, ativando as ERKSs, que possuem papel pouco conhecido na expressao
génica neuronal controlada pela leptina. O terceiro e ultimo sitio, recruta as
moléculas da familia de transdutores-de-sinal-e-ativadores-de-transcricdo (STATS,
predominantemente STAT-3) que tem agdo predominante na condugédo do sinal
gerado pela leptina ao nucleo que promovera a transcricdo de genes de
neurotransmissores responsivos ao sinal hormonal (VELOSO et al.,, 2006;

TARTAGLIA, 1997, CHUA et al.,1996; BJORBAEK et al.,1997; ZABEAU et
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al.,2003; MUNZBERG & MYERS JR, 2005; KELLERER et al.,1997; XU et al., 2005;
BJORBAEK et al., 2001)

Quanto ao tipo de receptores, a sinalizagao ocorre a partir de trés tipos
de receptores: longo, curto e secretado (GE et al., 2002; TARTAGLIA, 1997). No
transporte da leptina na barreira hemato-encefalica o receptor envolvido é o tipo
curto, enquanto que o receptor secretado ira se ligar a leptina circulante modulando
assim seus efeitos bioldgicos (BANKS et al., 1996; EL HASCHIMI et al., 2000; GE et
al., 2002). O receptor Ob-Rb, que é do tipo longo, € responsavel pelo
processamento do dominio intracelular longo que se liga aos fatores de transcricao
JAK-Kinase e STA3 o que resultara em um sinal de transdugao, efetivando os efeitos
da leptina na ingestdo alimentar (LEE et al., 1996; VAISSE et al., 1996). Quando
ativada a via de sinalizacdo JAK-STAT é induzida a expressao dos supressores de
sinalizacao de citocinas (SOCS-3), integrante da familia de citocinas que inibem a
sinalizagdo da leptina. Sua expressdao € estimulada pela leptina, no nucleo
hipotalamico, aumentando a expressao do receptor Ob-Rb. Além disso, o aumento
na expressao de SOCS-3 inibe a acéo da leptina sendo postulado que a resisténcia
leptinica na obesidade pode ser consequéncia do aumento ou da expressao
excessiva da SOCS-3. Neste sentido, foi observado em camundongos que o
bloqueio da acdo da SOCS-3 promoveu diminuicdo no desenvolvimento da
obesidade induzida pela dieta, e consequentemente diminuindo a resisténcia a agao
da leptina (MORI et al., 2004), sendo a supressdo da SOCS-3 um provavel
tratamento para obesos com resisténcia leptinica (STANLEY et al., 2005).

Em resposta a infusdao central de leptina temos a agao bifasica na
expressao do NPY e como esperado ocorre inicialmente uma supressdao no RNAm

do NPY. Mantendo-se a infusao de leptina, ocorrera o retorno da expressao génica
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do NPY a valores semelhantes aos observados nos animais controle. Como possivel
consequéncia da obesidade tem-se a resisténcia a agao da leptina, todavia a
reducdo na sensibilidade desse horménio pode contribuir para a etiologia dessa
doenga, o que vem confirmar os achados da presente investigagcdo. A alta ingestao
de dieta rica em gordura per se, antes mesmo de modificar a composi¢ao corporal,
pode induzir resisténcia a acado da leptina, e por sua vez a auséncia de sensibilidade
ao efeito anorexigeno provocado pela administracéo central da leptina pode predizer
o futuro desenvolvimento da obesidade em animais (SAHU, 2002; LEVIN & DUNN-
MEYNELL, 2002; LIN et al., 2001).

Da mesma forma, verificou-se recentemente que a insulina também
apresenta o fenbmeno de resisténcia hipotalamica, anteriormente observado em
tecidos periféricos. A redugao na atividade anorexigénica e pro-termogénica exercida
por esse hormoénio seria uma das possiveis consequéncias observadas. Assim, os
efeitos estimulatoérios da insulina sobre a agéo hipotalamica da leptina sugerem um
comprometimento da fungéo reguladora do balango energético relacionado a leptina
(MORTON, 2007). Neste sentido, torna-se importante a busca de novas evidéncias
explicativas do controle hipotalamico da obesidade.

A grelina também pode regular os estoques de energia, estando a sua
concentracdo circulante inversamente correlacionada com a adiposidade, o que
pode ser observado em pessoas anoréxicas que apresentam alta concentracido de
grelina, que volta aos valores de normalidade apds o ganho de massa corporal. Por
outro lado, a concentragao de grelina em obesos apresenta-se reduzida (HANSEN et
al., 2002; CUMMINGS et al., 2002).

Em estudo prévio realizado com adolescentes obesos, resultados

semelhantes foram observados, quanto a reducdo circulante de grelina e
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hiperlepitnemia, reforcando as hipéteses relativas a resisténcia a acao da leptina
previamente discutidas, uma vez que apesar da grelina e da leptina terem agdes
antagbnicas, esses horménios competem pelos mesmos sitios de acédo neural
(DAMASO et al., 2006; PRADO, 2007). Outros estudos demonstraram que pessoas
obesas nao conseguem interromper adequadamente a refeicdo devido a erros na
regulacdo pos prandial da grelina. Deste modo, continua controversa a relagcéo da
grelina com os polimorfismos da obesidade (ENGLISH et al., 2002; HINNEY et al.,
2002; WANG et al., 2004).

Assim, passamos a investigar quais os mecanismos fisiolégicos que
contribuiram para que somente o exercicio acumulado apresentasse normalizagao
da hiperleptinemia mesmo na vigéncia de dieta hiperlipidica.

No presente estudo, observamos que o exercicio acumulado associado
a dieta hiperlipidica normalizou a porcentagem de gordura visceral, comparando-se
os valores observados em relagdo ao grupo controle sedentario. Além disso, houve
ainda reducéo estatistica no peso relativo dos tecidos adiposos brancos, assim como
diminuicdo na taxa de sintese lipidica desses tecidos, o0 mesmo nao tendo sido
observado em resposta ao exercicio continuo. Desse modo, todas essas alteracdes
podem ter contribuido para a normalizacdo da leptinemia em resposta ao exercicio
acumulado, uma vez tendo sido demonstrado que a concentracdo circulante de
leptina esta diretamente relacionada & massa adiposa (DAMASO et al., 2008;
CARNIER et al., 2008; DAMASO et al., 2006) fendmeno este observado no presente
estudo, que provavelmente foi ainda modulado pela redugdo na taxa de sintese
lipidica de todos os tecidos analisados.

Por outro lado, os dois tipos de exercicio associados a dieta padrao

aumentaram significativamente a taxa de sintese lipidica, no entanto reduziram a
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massa adiposa dos animais. Estes resultados sugerem que ocorrem mecanismos
compensatérios para sustentar a demanda energética imposta pelo exercicio,
especificamente relacionadas a ingestdo de dieta balanceada, entretanto néao
resultando em balango energético positivo dos animais.

As respostas metabdlicas decorrentes de diferentes tipos de exercicios
tém sido amplamente discutidas e apresentam-se controversas. Alguns estudos
evidenciaram que o exercicio fisico aumenta a ingestao alimentar; outros assumem
que ocorre reducdo na ingestdo alimentar; e outros ndo encontraram nenhuma
alteracdo. De acordo com uma recente revisao da literatura, 19% dos estudos
resultaram em aumento na ingestdo alimentar decorrente do exercicio de alta
intensidade. No entanto, 65% dos estudos, a partir de exercicios realizados em
intensidade leve a moderada ndo aumentaram a ingestdo alimentar (POMERLEAU
et al., 2004), fato este observado no presente estudo.

Por outro lado, um estudo mais recente realizado com ratos machos
submetidos ao exercicio em intensidade de moderada a alta resultou em diminuigao
na ingestao alimentar. Entretanto, as causas exatas dos efeitos do exercicio sobre a
supressdo do apetite continuam desconhecidas, apesar de evidéncias sugerirem
que este efeito do exercicio pode ser mediado pelo hipotalamo. Neste sentido,
existem evidéncias de mecanismos moleculares que indicam haver aumento na
acao hipotaldmica da insulina e da leptina apds o exercicio fisico. A infusdo
intracerebroventricular de insulina e leptina em doses que n&o alteram a insulinemia
ou a leptinemia podem reduzir a ingestdao alimentar em ratos exercitados em
proporcdes maiores do que as observadas em animais controle. O exercicio tem

sido associado a um aumento acentuado na atividade fosforilativa de varias
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proteinas envolvidas na sinalizagao hipotalamica da leptina e da insulina (FLORES
et al, 2006).

Assim, os resultados observados no presente estudo sugerem que a
reducao na eficiéncia alimentar e o aumento do gasto energético decorrente dos
dois protocolos de exercicio, continuo e acumulado, na vigéncia de dieta padréao
poderiam explicar parcialmente o aumento na taxa de sintese lipidica e a diminuicao
da massa corporal desses animais. Além disso, os dois tipos de exercicio na
vigéncia de dieta padrao apresentaram redugao na concentragao de triglicerideos e
aumento nas concentracbes de colesterol total e HDL-colesterol. A
hipotrigliceridemia presente nesses grupos foi acompanhada de um aumento na
sintese lipidica no figado, sendo esses resultados consistentes com a nogao de que
o exercicio melhora a agao da insulina no figado (MIKINES et al. 1988), e de que a
diminuicdo na disponibilidade de triglicerideos para esse 6rgao induz aumento na
sintese lipidica pelo tecido (ESTADELLA et al., 2004).

Como tem sido reportado, dietas ricas em gordura resultam em
aumento na oxidacgao lipidica durante o exercicio (BERNARDES et al. 2004; HELGE
et al., 2001). Sabe-se que tanto o aumento na lipdlise e o consequente aumento dos
acidos graxos no plasma durante o exercicio facilitam essa mudanga, e
concorrentemente diminui os estoques de glicogénio no musculo e no figado
(BERNARDES et al. 2004, HELGE, 2002). Desta forma, na vigéncia da dieta
hiperlipidica observou-se efeitos distintos em relagao aos dois tipos de exercicio

propostos neste estudo.

Quando submetidos ao exercicio continuo, os animais alimentados
com dieta hiperlipidica, apresentaram aumento na eficiéncia alimentar e efeitos

diferenciados na taxa de sintese lipidica dos tecidos, como manutencéo nos tecidos
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adiposos brancos (EPI e VIS) e tecido hepatico; e aumento no musculo (GAST), o
que poderiam explicar parcialmente a manutencdo da massa corporal. Essas
adaptacdes podem estar relacionadas ao fato de que durante o exercicio e apos a
deplecédo do glicogénio, os acidos graxos sao a principal fonte energética para o
metabolismo muscular; e no periodo de recuperagao, o glicerol € necessario para a
reposicao do glicogénio (BERNARDES et al. 2004, GAUTHIER et al.,2003). De fato,
como pode ser observado no presente estudo que houve manutencido dos
triglicerideos (TG) circulantes.

Quando submetidos ao exercicio acumulado, os animais alimentados
com dieta hiperlipidica, apresentaram reducido na eficiéncia alimentar, na sintese
lipidica e consequentemente na massa corporal, o que pode ser parcialmente
explicado pela maior disponibilidade dos triglicerideos (TG) circulantes. Além disso,
apresentaram reducao estatistica na concentracdo plasmatica de colesterol,
entretanto, adaptacao similar foi observada na concentragdao de HDL-colesterol.
Esse fato pode ser parcialmente explicado pelo aumento na atividade da lipase
lipoproteica (LPL), enzima responsavel pela liberacdo dos acidos graxos das
lipoproteinas (SCHRAUWEN & WESTERTERP, 2000; GAUTHIER et al., 2003).
Entretanto, no geral esses resultados sugerem a importancia do exercicio
acumulado no controle das dislipidemias em animais.

A captagao de lipidios da dieta € uma importante via de regulagao do
metabolismo lipidico, e conseqlientemente do balango energético (NASCIMENTO et
al. in DAMASO, 2003). No presente estudo, em animais exercitados e alimentados
com dieta padrao observou-se aumento apenas no tecido adiposo visceral. Por outro
lado, tendéncia oposta foi observada nos tecidos adiposos brancos epididimal e

retroperitoneal. De acordo com estudos prévios, diferentes expressdes génicas
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modulam as adaptagdes metabdlicas que ocorrem nos diferentes depodsitos de
gordura corporal. Assim, varios estudos, na tentativa de explicar essas diferencas,
observaram em seres humanos a partir de bidpsia que aproximadamente 20% da
expressdo génica no tecido adiposo visceral e no tecido adiposo subcuténeo
apresentam-se diferente, sendo que cada gene possui uma magnitude de expressao
que modula o metabolismo lipidico. Além disso, cada peptideo secretado pelo
tecido adiposo apresenta meia-vida na circulagao (EINSTEIN et al., 2005).

Outros estudos podem exemplificar esse conceito, pois a expressao da
leptina depende de varios fatores, mais especificamente da disponibilidade de
nutrientes (WANG ET AL., 1999; VULIN & STANLEY, 2002) do tipo de exercicio, da
massa corporal entre outros fatores (DYCK, 2005). De fato, a captacao de lipideos
da dieta em animais alimentados com dieta hiperlipidica promoveu efeitos
especificos considerando-se os dois tipos de exercicios analisados no presente
estudo. Decorrente do exercicio continuo houve aumento na captacado dos lipideos
da dieta em todos os tecidos adiposos brancos estudados, parcialmente explicado
pelo aumento da resisténcia leptinica, fenbmeno critico que leva a uma cascata de
eventos, promovendo entdo aumento na captacdo de lipideos da dieta e maior
deposigao de acidos graxos, levando a resisténcia a agao da insulina (DYCK, 2005,
TODD et al, 2005).

Neste sentido, a acumulacéo de triglicerideos intramuscular tem sido
negativamente correlacionada com o total de captagdo de glicose estimulada pela
insulina (KRSSAK et al., 1999; PAN et al., 1997). Embora o acumulo intramuscular
de triglicerideos possa ser decorrente de alteragbes nas trés vias de regulacao do
metabolismo lipidico, captacdo, oxidagdo e esterificagdo dos acidos graxos no

musculo, ndo esta claro se essas vias metabodlicas sdao amplamente afetadas por
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dietas hiperlipidicas. Assim, foi previamente demonstrado que trés semanas de dieta
hiperlipidica (65% de energia derivada de gordura) apresenta-se associada ao
acumulo de gordura intramuscular, a diminuicdo na captacdo de glicose, e ao
aumento da oxidagao de acidos graxos pelo musculo em condigdes experimentais
com infusdo de insulina (TODD et al., 2002). Esses resultados sugerem que a
resisténcia a agao da insulina decorrente da dieta hiperlipidica em ratos nao é
somente devido a mudangas na captacédo de glicose, mas também no efeito anti-
lipolitico da acao deste horménio. Entretanto, ndo se tém evidéncias se esse
aumento intramuscular de TG também ocorre em periodos mais prolongados de
ingestao de dieta hiperlipidica (TODD et al., 2002).

Porém, um resultado extremamente interessante e inédito observado
no presente estudo, é que o exercicio acumulado, na vigéncia de dieta hiperlipidica,
resultou em diminuicdo na captacado de lipideos da dieta, provavelmente de forma
simultdnea aumentando a taxa de oxidagao de lipideos, modulada pela agao
periférica da leptina.

A leptina pode ainda ser associada a efeitos profundos no metabolismo
muscular, resultando em aumento na capacidade de oxidagdo de acidos graxos e
diminuicao dos estoques de triglicerideos nesse tecido. Assim, a resisténcia a acao
da leptina no musculo, comumente observadas em animais experimentais e pessoas
obesas pode levar a resisténcia insulinica nesse tecido, permitindo entdo o acumulo
intramuscular de lipideos e a interrupgao da via de sinalizagao da insulina (DYCK,
2005).

Assim, poderiamos sugerir que o0 exercicio acumulado em ratos
alimentados com dieta hiperlipidica foi mais efetivo na modulacdo desses

mecanismos, inibindo a resisténcia leptinica, e provavelmente contribuindo para o
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aumento na sensibilidade insulinica. Resultados semelhantes observados por Dick
(2005) sustentam esta hipotese. De fato, somente o exercicio acumulado promoveu
normalizacdo da leptinemia dos animais, o que explica ao menos parcialmente o
porqué o exercicio acumulado foi mais efetivo na reducdo da sintese lipidica, no
controle da massa corporal e na reducao da adiposidade visceral e central. Esses
efeitos sugerem que o exercicio acumulado promoveu aumento no gasto energético
em comparacao ao exercicio continuo.

Além disso, foi observado no presente estudo que o exercicio
promoveu aumento no peso relativo do tecido adiposo marrom (TAM). Essa
adaptacao pode ser parcialmente explicada devido ao fato de que exercicio de
natagao produz mudancgas, através da aclimatizagao ao frio, que suprimem a baixa
termogénese induzida pela dieta hiperlipidica. Estudos prévios demonstraram que o
TAM é um importante sitio facultativo de termogénese (non-shivering), que é
estimulado pela administracdo de horménio da tiredide, estimulagcdo do sistema
nervoso simpatico pelo exercicio, pelo frio, ingestdo alimentar e pela leptina (SELL et
al., 2004; MARGARETO et al., 2001; SULLO et al., 2004; WESTERTERP, 2004;

PAVAN, 2000).

Especificamente em relagéo a leptina na estimulagdo da termogénese
verificou-se que este horménio é capaz de aumentar a expressao da UCP1, principal
proteina desacopladora da funcdo fosforilativa na mitocdondria do tecido adiposo
marrom, aumentando assim a termogénese (COMMINS et al., 1999). Além disso, o
exercicio pode aumentar a expressao das UCP 1 e UCP 3, expressa no tecido
muscular, por estimulagao 3 adrenérgica (MARGARETO et al., 2001 e SAMEE et al.,
1998). Assim, os resultados do presente estudo sugerem que o exercicio acumulado

foi mais efetivo do que o continuo em estimular o gasto energético dos animais,
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promovendo melhor controle da adiposidade. De fato, no presente estudo somente o
exercicio acumulado normalizou a leptinemia nos animais alimentados com dieta
hiperlipidica.

O tecido hepatico, o tecido adiposo branco e o musculo representam
sitios chaves na regulagdo da fisiopatologia da resisténcia insulinica. Defeitos na
sinalizagao levam a insuficiéncia na supressao da produgao de glicose via aumento
da gliconeogénese no figado, levando a redugao na captagéo da glicose, tanto pelo
musculo quanto pelo tecido adiposo. No tecido adiposo, a resisténcia a acdo da
insulina promove aumento na taxa lipolitica. A lipogénese também pode ser
modificada pela redugéo na transcricdo de fatores génicos envolvidos na sintese de
lipideos. Neste contexto, o estoque de acidos graxos livres (AGL) no figado é
resultante principalmente do elevado nivel de acidos graxos liberados pelo tecido
adiposo, aumentando desse modo a lipogénese de novo no figado, e em menor
extensao este tecido capta os quilomicrons da dieta. Dependo do estado nutricional
e hormonal, os AGL no figado sdo oxidados nas mitocéndrias, ou sdo ainda re-
esterificados, formando TG, que em seguida podem ser acumulados no citosol ou

secretados como VLDL (PERLEMUTER et al., 2007; BEGRICHE et al., 2006).

No entanto, quando a sintese de TG pelo tecido hepatico excede a
secregao esse sistema torna-se exacerbado aumentando a quantidade de gordura
acumulada no figado. Este fendmeno pode resultar no desenvolvimento da

esteatose hepatica nao-alcodlica (NAFLD) (PERLEMUTER et al., 2007).

Neste sentido, nossos resultados demonstram que a dieta hiperlipidica
promoveu maior acumulo de gordura no figado dos animais sedentarios quando
comparados aos animais sedentarios alimentados com dieta padrao, sem, entretanto

apresentar alteragcao no peso relativo deste tecido em todos os grupos analisados, o
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que pode ter ocorrido devido a uma diminuicdo do conteudo de glicogénio hepatico
em resposta a dieta hiperlipidica, como previamente demonstrado (GAUTHIER et al.,

2003).

Um dos resultados mais importantes observados no presente estudo
foi que os dois tipos de exercicio foram capazes de reduzir o acumulo de gordura no
figado, suprimindo a esteatose hepatica induzida pela dieta hiperlipidica, resultado
semelhante ao encontrado por Gauthier et al., (2004) que também utilizou o
percentual de gordura como um dos critérios de avaliagdo e diagndstico da
esteatose hepatica ndo-alcodlica em ratos, validado pela andlise histologica do

hepatécito.

Sabe-se que a leptina € um hormdnio amplamente associado a
regulacdo da ingestdo alimentar. No entanto, apresenta-se ainda relacionada a
regulagcédo das respostas inflamatdrias, incluindo a esteatose hepatica nao alcodlica.
Sabe-se ainda que pacientes obesos apresentam hiperleptinemia, fato este
observado no presente estudo em ratos alimentados com dieta hiperlipidica. Neste
sentido, o tratamento com leptina em pacientes obesos ndo tem demonstrado efeitos

benéficos (FAGGIONI et al., 2000; FANTUZZI & FAGGIONI, 2000; MARRA, 2002).

No entanto, destaca-se no presente estudo que o protocolo de
exercicio acumulado demonstrou ser mais efetivo do que o exercicio continuo, uma
vez que normalizou a leptinemia dos animais, bem como reduziu o conteudo de
gordura acumulado no figado. Desta forma, conforme os resultados do presente
estudo, o exercicio acumulado apresenta-se como uma nova estratégia terapéutica
nao farmacoldgica de intervencéo na esteatose hepatica ndo alcodlica relacionada a

obesidade.
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Dados recentes revelam que o figado é o principal regulador do fluxo
metabdlico no corpo, com entradas: do intestino via veia porta, da circulagdo geral
via artéria hepatica, e do sistema linfatico. Os hepatdcitos removem muitos produtos
da circulacédo e os liberam em uma taxa moderada. Essa capacidade de captacao,
especialmente de lipidios, tem sido a mais importante chave no processo de
iniciacao da esteatose hepatica (BRADBURY, 2006). O aumento no acumulo de
gordura no figado pode ser devido ao alto suprimento de acidos graxos livres (AGL)
sem o concomitante aumento na pB-oxidagao (GAUTHIER et al., 2003) que ocorre em

resposta ao incremento no gasto energético.

Esses novos achados sugerem a importédncia da aplicagcdo de
diferentes tipos de exercicio em associagcdao com outros tratamentos para o controle
a e reducdo da alta prevaléncia (50%) de esteatose hepatica nao-alcodlicas na

populagdo obesa, incluindo adolescentes (TOCK et al., 2006; DAMASO et al., 2008).

Entretanto, dados de experimentos com animais de modo geral néo
possuem linearidade com pesquisas realizadas em seres humanos. No entanto, em
recente estudo publicado pela British Journal of Nutrition intitulado; “The utility of
animal models of human energy homeostasis”, os autores mencionaram que O
modelo animal idealmente deve mimetizar o mais préximo possivel as
particularidades do treinamento fisico em humanos, considerando-se as variaveis do
controle neuro-enddcrino da ingestdo alimentar e do gasto energético, variaveis do
metabolismo e da fisiologia dos adipdcitos, sistema digestorio e susceptibilidade das
desordens metabdlicas importantes para o entendimento da obesidade em seres
humanos. Assim, historicamente tem sido predominantemente utilizados pequenos
roedores, ratos e camundongos para o estudo da homeostase energética e da

obesidade (THIBAULT et al., 2004).
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7. CONCLUSOES

Na vigéncia da dieta padrdo, para os dois protocolos de exercicio, foi
observado reducdo na adiposidade visceral e central e melhora do perfil lipidico.
Sendo observado somente nos animais submetido ao exercicio acumulado um
menor ganho de peso e acumulo de gordura nos tecidos adiposos brancos

retroperitoneal e visceral.

Quando alimentados com dieta hiperlipidica, os animais submetidos ao
exercicio continuo apresentaram apenas redugéo no acumulo de gordura no figado.
Por outro lado, os animais que foram submetidos ao exercicio acumulado
apresentaram redugdo no acumulo de gordura hepatica e na leptinemia, menor
ganho de massa corporal e adiposidade visceral e central, além da melhora no perfil
lipidico.

Em concluséo, nossa investigagado reforgou as evidéncias de que o
exercicio € a mais importante estratégia ndo farmacolégica no controle de doengas.
O maior achado deste estudo foi que o exercicio acumulado foi mais eficiente do que
o continuo em promover redugdes dos efeitos adversos da dieta hiperlipidica e do
sedentarismo, pois apresentou melhoras no perfil lipidico; redugdo do ganho de
massa corporal e da adiposidade central e visceral e do acumulo de gordura do

figado, contribuindo para o controle da obesidade e de suas co-morbidades.
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