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RESUMO

O fendtipo de obesidade tem sido atribuido a questdes multifatoriais. Uma
dieta mal balanceada, associada ao sedentarismo, tem contribuido para a alta
incidéncia da patologia, além de provocar alteracdes nos parametros plasmaticos
do metabolismo de carboidratos e lipideos. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
influéncia da dieta hiperglicidica em associagéo ao treinamento fisico em esteira
sobre a distribuicdo dos tecidos adiposos (TA) retroperitoneal, inguinal e marrom
(TAM) e os niveis plasmaticos de leptina, insulina e NEFAs, bem como a
capacidade de realizacdo de trabalho dos animais treinados em esteira e a
expressao relativa de Ucpl, Adra2 e Adrb3 no TAM e receptor de insulina, leptina
e seu receptor, Ucp2, Adra2 e Adrb3 no TA retroperitoneal. Ratos Wistar recém-
desmamados (28 dias) foram distribuidos em grupos: dieta controle balanceada
sedentario (CS); dieta controle balanceada treinado em esteira (CTE); dieta
hiperglicidica sedentario (DS) e dieta hiperglicidica treinado em esteira (DTE). O
treinamento fisico em esteira teve aumentos graduais na intensidade do
exercicio, cinco vezes por semana, com duracdo de quatro ou oito semanas.
Apoés este periodo, os animais foram decapitados, os TA pesados e 0s niveis
plasmaticos de leptina, insulina e NEFAs determinados. Posteriormente, 0s niveis
de mRNA dos genes descritos acima foram verificados pela metodologia de gRT-

PCR, com o0 método do 2749

O gene rRNA18S foi escolhido como
normalizador. Os resultados obtidos mostram que o treinamento em esteira ndo
reverte 0 aumento de peso dos TA induzidos pela dieta. Entretanto, para os
animais que receberam dieta controle balanceada, houve reducdo na
adiposidade apds quatro semanas. Os niveis plasmaticos de leptina aumentaram
nos grupos DS, e a hiperleptinemia foi reduzida pelo treinamento em esteira
apenas durante quatro semanas. Os niveis de insulina ndo foram alterados,
havendo uma reducdo do horménios apenas para o grupo DTE por quatro
semanas. Os niveis de NEFAs ndo apresentaram diferencas e a melhora na
capacidade de realizacdo de trabalho nos animais foi observada a partir de
guatro semanas de treinamento em esteira. A expressao génica relativa

apresentou um padrdo diferencial quando comparamos os dois periodos de

Xii



treinamento. Ocorreu um aumento na expressao de Leptina no TA retroperitoneal
dos grupos DS que foi bloqueado pela a associacao da dieta com o treinamento.
Um efeito similar foi observado na expressdo da Ucp2 no TA retroperitonial.
Também foi observado um aumento na transcricdo de Ucpl e Adrb3 no TAM. A
analise dos dados apresentados sugere que um periodo de 5 semanas de dieta é
suficiente para o estabelecimento de um modelo de obesidade e que a
capacidade de realizacdo de trabalho € aumentada pelo treinamento fisico em
esteira a partir de 4 semanas. Além do mais, o treinamento fisico provoca
alteracdes no perfil metabdlico que ndo sdo mantidas apés 8 semanas, havendo
uma adaptacdo dos animais ao desafio proposto e o estabelecimento de
alteracbes metabdlicas mais atenuadas no tecido adiposo.
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ABSTRACT

The phenotype of obesity has been attributed to multifactorial issues. A poorly
balanced diet, associated with a sedentary lifestyle has contributed to the high
incidence of the disease, in addition, causing changes in plasma parameters of the
metabolism of carbohydrates and lipids. The aim of this study was to evaluate the
influence of high carbohydrate diet in association with physical training on a treadmill
exercise on the maintenance of retroperitoneal, inguinal and brown (BAT) adipose
tissue (AT) and plasma levels of leptin, insulin and NEFAs, as well as the trained
animals ability to perform the work on a treadmill exercise and the relative expression
of Ucpl, Adra2 and Adrb3 in BAT and insulin receptor (Insr), leptin and its receptor,
Ucp2, Adra2 and Adrb3 in retroperitoneal AT. Weaned Wistar rats (28 days) were
distributed in the following groups: sedentary balanced control diet (SC), trained on a
treadmill exercise balanced control diet (TTC); sedentary high carbohydrate diet (SD)
and trained on a treadmill exercise high carbohydrate diet (TTD). The physical
training on the treadmill exercise had progressive increases in exercise intensity, five
times a week, lasting four or eight weeks. After this period, the animals were
decapitated, AT was weighed and the plasma levels of leptin, insulin and NEFAs
were determined. Subsequently, the mRNA levels of genes described above were
determined by qRT-PCR methodology with the method of 2°%. The gene rRNA18S
was chosen as normalizer. The treadmill exercise training did not reversed the weight
gain of AT induced by diet. However, for the animals that received balanced control
diet, there was a reduction in adiposity after four weeks. Plasma levels of leptin
increased in the SD groups, and hyperleptinemia was reduced by training on a
treadmill exercise only for four weeks. Insulin levels were not altered, with reduction
of hormone for the TTD group subjected to exercise on a treadmill for four
weeks. NEFAs levels showed no differences and the improvement in ability to
perform the work in animals were observed from four weeks of training on a treadmill
exercise. The gene expression showed a different standard when comparing the two
periods of training. There was an increased expression of Leptin in the
retroperitoneal AT of the SD group, which was blocked by the combination of diet

and training on a treadmill exercise. A similar effect was observed in the expression
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of Ucp2 in the retroperitoneal AT. There was an increase in the expression of Ucpl
and Adrb3 in BAT. The data analysis presented above suggests that the proposed
model leads to obesity from five weeks of diet and the ability to perform work is
increased by training on a treadmill exercise from four weeks. Moreover, the
metabolic changes influenced by exercise that are not maintained after eight weeks
of training on a treadmill exercise, suggesting an adaptation of the animals to the
proposed challenge and the establishment of weaker metabolic changes in adipose

tissue.
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.1 Consideragdes gerais

O balanco energético corporal é mantido através de altera¢des na ingestédo de
calorias e no gasto energético. Prolongado balanco energético positivo, em que a
ingestdo excede o gasto, promove obesidade, uma patologia caracterizada pelo
ganho de peso excessivo resultante do acumulo do tecido adiposo branco (TAB),
considerada o problema de saude publica mais comum do século XXI dos paises
desenvolvidos e em desenvolvimento (PALOU, 2001; BOWERS e cols., 2004). De
acordo com dados da organizacdo mundial de saude, cerca de 1,5 milhGes de
individuos se tornardo obesos até o ano de 2015, e, apenas nos Estados Unidos,
400 mil cidaddos chegardo ao Obito em razédo das doencas coronarias em 2010
(OMS, 2010). Isso é devido ao fato de a obesidade induzir modificacdes no
metabolismo dos carboidratos e lipideos e estimular o surgimento de resisténcia a
insulina e de disfuncdo autonémica, representando o principal fator de risco para o
desenvolvimento de diabetes tipo 2, dislipidemias, doencas cardiovasculares, figado
gorduroso, doenca de Alzheimer, calculo biliar e alguns tipos de cancer (KAUFMAN
e cols., 1991; GREGOIRE e cols., 1998; GREGOIRE, 2001; BESKE e cols., 2002;
BOWERS e cols., 2004; FANTUZZI, 2005; LAPLANTE e cols., 2006; GESTA e cols.,
2007).

O desenvolvimento da obesidade tem sido atribuido a questbes multifatoriais,
como resultado de mudancas genéticas ou adquiridas nos trés principais tipos de
processos bioquimicos envolvidos no seu surgimento (PALOU, 2000; BESKE e
cols., 2002): controle da ingestdo (WOODS e cols., 1998; SCHWARTZ e cols.,
2000), eficiéncia energética (LOWELL e cols., 2000) e adipogénese (WU e cols.,
1999; MORRISON e cols., 1999).

A facilidade nos dias de hoje em se obter alimentos, associada a dieta mal
balanceada e ao sedentarismo, muito tem contribuido para a alta incidéncia da
obesidade, ndo apenas em individuos adultos, mas em criancas e adolescentes
(PALOU, 2000; IBGE, 2004). Entretanto, 0 aumento da prevaléncia da obesidade
pode ser parte de um processo evolutivo, uma vez que 0S o0rganismos
desenvolveram mecanismos eficientes para estoques energéticos que vao de

encontro as mudancas nos habitos de vida do homem moderno (GROOP, 1999;
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KREIER e cols., 2003, SEALE e cols.,, 2009). Estas mudancas de habitos
compreendem a inatividade fisica e a ingestdo caldrica em excesso, que levam ao
ganho de peso elevado, hipertrofia e hiperplasia do tecido adiposo, resultando em
alteracbes nos parametros lipidicos do plasma (KREIER e cols.,, 2003) e
modificacdes no balango autondmico (BUNAG e cols. 1990; KAUFMAN e cols.,
1991; BUNAG e cols., 1996, DE LIMA e cols., 2008).

Contudo, o desenvolvimento da obesidade e suas consequéncias nao
dependem somente do balanco entre a ingestédo alimentar e o gasto energético, mas
também do equilibrio entre os dois tipos celulares que compdem o tecido adiposo,
os adipdcitos brancos e marrons, e da distribuicdo da gordura corporal, uma vez que
existem sitios de deposicdo mais correlacionados com as complicacdes metabdlicas
do que outros (GESTA e cols., 2007).

.2 Tecido adiposo (TA)

Os lipideos sao a forma primaria de estoque de energia nos mamiferos. Por
serem hidrofébicos, podem ser armazenados em grandes quantidades no tecido
adiposo branco (TAB), dispensando a participacdo da agua como solvente e,
guando oxidados, fornecem mais que o dobro de energia metabdlica em
comparacao ao glicogénio e as proteinas (AHIMA e col., 2000a).

Os adipocitos sdo as unicas células especializadas no armazenamento de
lipidios na forma de triacilglicerol (TAG) em seu citoplasma sem que isto seja nocivo
para sua integridade funcional. Essas células possuem todas as enzimas e proteinas
reguladoras necessarias para sintetizar acidos graxos (lipogénese) e estocar TAG,
mobilizando-os pela lipélise numa situacéo de déficit calorico (AHIMA e col., 2000a).

Além dos adipdcitos, o tecido adiposo contém uma matriz de tecido conjuntivo
(fibras colagenas e reticulares), tecido nervoso, células do estroma vascular, nddulos
linfaticos, células imunes (leucocitos, macréfagos), fibroblastos e pré-adipocitos
(células adiposas indiferenciadas) (AHIMA e col., 2000a).

O desenvolvimento do TAB no periodo pos-natal ocorre em resposta ao
balanco energético positivo e, até a década de 1990, o TAB era considerado um

passivo depdsito de energia, estocando ou liberando lipideos sob a influéncia de
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hormoénios. Entretanto, FRIEDMAN e cols. (1994) clonaram o gene da obesidade
(gene ob) e caracterizaram funcionalmente o seu produto, a leptina, tornando-se
evidente que o TA é um 6rgdo chave na regulacdo da homeostase do balanco
enérgico corporal, sendo considerado um 6rgdo endécrino dinAmico com fungdes
pleiotrépicas (GREGOIRE, 2001; VAN HARMELEN e cols., 2002; CINTI, 2005;
CARTWRIGHT e cols., 2007; GESTA e cols., 2007; PROKESH e cols., 2009).

Nos mamiferos, existem dois tipos de tecido adiposo: o branco (TAB) e o
marrom (TAM). O adipdcito branco maduro armazena TAG em uma Unica e grande
gota lipidica, que ocupa de 85-90% do citoplasma e empurra o ndcleo a uma fina
camada de citosol para a periferia da célula. E interessante ressaltar que, durante
seu desenvolvimento, a célula jovem contém mudltiplas goticulas de lipidios, que
coalescem para formar uma incluséo lipidica unitaria com o amadurecimento celular.
Os adipdcitos brancos maduros sdo células grandes, muitas vezes maiores que
hemacias, fibroblastos e células do sistema imune, e podem alterar acentuadamente
seu tamanho (volume e diametro) conforme a quantidade de TAG acumulada
(POND, 2001).

O tecido adiposo marrom (TAM) exerce um papel central na termogénese e
na regulacdo do gasto energético, e sua funcdo primordial é oxidar lipideos e
dissipar a energia produzida como calor, participando ativamente na regulacédo da
temperatura corporal. Os depodsitos de TAM sdo encontrados nos pequenos
mamiferos e em fetos e recém-nascidos humanos, estando praticamente ausentes
nos adultos por serem substituidos, em sua maioria, pelo TAB. O adipocito marrom
pode atingir 60 um de diametro, sendo, geralmente, muito menor que o adipdécito
branco, que tem um tamanho médio de 90100 um. Neste tipo celular, os lipideos séo
estocados em multiplas goticulas citoplasmaticas, o citoplasma € relativamente
abundante e o nucleo € esférico e ligeiramente excéntrico. A sua caracteristica € o
grande numero de mitocondrias que, por ndo possuirem o complexo enzimatico
necessario para a sintese de ATP, utilizam a energia liberada pela oxidacdo de
metabdlitos, principalmente acidos graxos, para gerar calor. Este processo ocorre
devido a presenca de proteinas desacopladoras (UCPs), principalmente a UCP1,

gue estdo localizadas na membrana mitocondrial interna do adip6cito marrom e
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direcionam o mecanismo de dissipacdo do gradiente de prétons durante o ciclo de
Krebs, desviando estes prétons do complexo F1FO (ATP sintase) e impedindo a
sintese de ATP, permitindo que se dissipe em calor a energia estocada na
mitocondria (SUSULIC e col., 1995; PALOU e cols., 1998; KLINGENBERG, 1999;
KIM e cols., 2000a; LOWELL e col., 2000; MORRISON e cols., 2000; PALOU, 2000;
GREGOIRE, 2001; CURI e cols., 2002; BOWERS, 2004; CANNON e col., 2004;
PROKESH, 2009; SEALE e cols., 2009; WOLF, 2009). A contribuicdo na
termogénese dos dois homélogos mitocondriais da UCP, UCP2 e UCPS3, expressos
em outros tecidos, como TAB e musculo esquelético, permanece incerta (SEALE e
cols., 2009).

A alta concentracao de citocromo oxidase dessas mitocondrias contribui para
a coloracéo mais escurecida das células e do tecido (CANNON e col., 2004).

O TAB, ao contrario do TAM, apresenta funcbes mais abrangentes. Por
constituir depdsitos localizados em diversas regides do organismo envolvendo, ou
mesmo se infiltrando em Orgdos e estruturas internas, o TAB oferece protecao
mecanica contra choques e traumatismos externos, permite um adequado
deslizamento entre visceras e feixes musculares, sem comprometer a integridade e
funcionalidade dos mesmos. Além disso, pela distribuicdo mais abrangente,
incluindo derme e tecido subcutaneo, e por ser um excelente isolante térmico, tem
papel importante na manutencdo da temperatura corporal. Outra funcao,
mencionada anteriormente, refere-se a sua capacidade de armazenar energia com
necessidade de pouca agua, fornecendo mais calorias por grama em comparacao
ao carboidrato (9 kcal.g™ vs. 4 kcal.g™?), o que d&a ao TAB o status de importante
sistema tamponante para o balanco energético (CARTWRIGHT e cols., 2007).

Além disso, os adipdécitos brancos exercem um papel central na regulacéo do
balanco energético, secretando adipocinas e lipocinas que interagem com outros
tecidos para equilibrar a resposta metabodlica por todo o corpo, influenciando na
sensibilidade a insulina, resposta imunolégica e doencas vasculares (KIM e cols.,
2000a; MORRISON e cols., 2000; GREGOIRE, 2001; BOWERS, 2004; PROKESH,
2009; WOLF, 2009).
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1.2.1 Distribuicdo corporal do TA

Muitos estudos epidemiolégicos e experimentais tém demonstrado um papel
essencial na distribuicdo anatdomica do tecido adiposo, mostrando que variacbes
regionais no acumulo da massa de gordura sdo mais preditivas de anormalidades
metabdlicas que o aumento da massa de gordura per si (CAREY e cols., 1998;
BJORNTORP e cols., 1999; BERGMAN e cols.,, 2001; MISRA e cols., 2003;
TCHOUKALOVA e cols., 2004; VAN HARMELEN e cols., 2006).

Dessa forma, a obesidade com deposicdo de gordura intra-abdominal/
visceral (obesidade central ou em forma de “maca”) esta correlacionada ao aumento
da susceptibilidade a distirbios metabdlicos, como intolerdncia a glicose,
hiperinsulinemia, dislipidemia e hipertensdo, em relacdo aos individuos com
guantidades similares de tecido adiposo estocado nos depositos subcutaneos
(obesidade periférica ou em forma de péra) (BJORNTORP e cols., 1989; KISSEBAH
e cols., 1994; WAJCHENBERG, 2000; GESTA e cols., 2007). Uma expansédo do
TAB visceral pode estar associada a elevacdo dos niveis de acidos graxos nao
esterificados (NEFAs) na circulacdo, que contribui com a resisténcia a insulina no
figado e musculo esquelético, bem como prejudica a secrecdo de insulina pelo
pancreas (KISSEBAH e cols., 1994; ARNER, 1995; CARTWRIGHT e cols., 2007;
GESTA e cols., 2007).

Estes achados evidenciam diferencas na funcédo enddcrina entre as regides
adiposas (ARNER, 2001). Por exemplo, comparado ao subcutaneo, os adipécitos
viscerais sao relativamente resistentes a acao antilipolitica da insulina, mas mais
sensiveis a estimulacdo da lipolise pelas catecolaminas, o que aumenta 0s niveis de
NEFAs circulantes e desencadeia os sintomas da sindrome plurimetabdlica
(ARNER, 1995, VAN HARMELEN e cols., 2004). Entretanto, ndo € claro como
alguns individuos ganham gordura visceral em detrimento da subcutanea
(TCHOUKALOVA e cols., 2004). Compreender estes mecanismos pode fornecer o
elo entre obesidade central e resisténcia a insulina.

Embora diversos estudos tenham focado em diferengcas no metabolismo e
funcdo enddcrina do TA, pouca informacdo estd disponivel sobre diferencas
regionais no desenvolvimento dos adipécitos (PETTERSON e cols., 1985; HAUNER
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e cols., 1988; HAUNER e cols., 1991; AILHAUDE e cols., 1998; SHAHPARAKI e
cols., 2002). Este tipo de informacdo é importante para compreender como a
distribuicdo de gordura é regulada e desenvolver novas estratégias para interferir no
desenvolvimento do TAB (VAN HARMELEN e cols., 2004).

l. 2.2 Leptina

Varios grupos independentes demonstraram nos ultimos 20 anos que o TAB
tem a propriedade de secretar uma grande variedade de proteinas, coletivamente
denominadas adipocinas, consolidando a idéia de que este tecido ndo é apenas um
fornecedor e armazenador de energia, mas sim, um 6Orgdo enddcrino dinamico
envolvido em uma variedade de processos metabdlicos e fisiolégicos. A estrutura
protéica, assim como a funcado fisiologica das adipocinas identificadas até o
momento € altamente variada e compreende proteinas relacionadas ao sistema
imune, como as citocinas fator de necrose tumoral-a (TNF- a) e interleucina-6 (IL-6),
fatores de crescimento (fator transformador de crescimento 3, TGF-B) e proteinas da
via alternativa do sistema complemento (adipsina). Outras adipocinas estéo
envolvidas na regulacdo da pressdo sanguinea (angiotensinogénio), homeostase
vascular (inibidor do ativador de plasminogénio 1, PAI-1), homeostase glicémica
(adiponectina) e angiogénese (fator de crescimento endotelial vascular, VEGF)
(FRUHBECK e cols., 2001a; KERSHAW e col., 2004).

A leptina € uma das adipocinas mais importantes. Desde a clonagem do gene
ob em 1994 (ZHANG e cols., 1994) e caracterizacdo do seu produto, a leptina, o
complexo mecanismo molecular que integra a regulacdo da ingestdo alimentar,
gasto energético e reservas de gordura comecou a ser compreendido.

A leptina, proteina pequena com 167 residuos de aminoacidos e 16 kDa, é
codificada por um gene que contém trés éxons e dois introns. Além de duas
sequéncias repetidas (MER11 e ALU), a regido promotora tem sitios de ligacéo
como TATA Box, e elementos responsivos a C/EBPs (proteinas ligadoras ao
amplificador CCAAT), GRE (elemento responsivo a glicocorticoides) e CREB
(proteina ligadora ao elemento responsivo ao AMPc) (GONG e cols., 1996). A

transcricdo e traducdo ocorrem no tecido adiposo, placenta e trato gastrintestinal,

7



| Introducéo

onde a razdo de producao € diretamente relacionada a massa de tecido adiposo. Os
niveis de leptina circulantes parecem estar diretamente relacionados com a
guantidade de seu mMRNA no tecido adiposo. Outros fatores metabdlicos e
endocrinos também contribuem para a regulacdo de sua transcricdo. A insulina
apresenta relacdo diretamente proporcional com os niveis de leptina (SALADIN e
cols., 1995; LEROY e cols., 1996). Glicocorticoides, estrégenos, citocinas
inflamatdrias e quadros de infeccdo aguda aumentam (DE VOS e cols., 1995;
MURAKAMI e cols., 1995; SLIEKER e cols., 1996), enquanto baixas temperaturas,
estimulacdo adrenérgica, horménio do crescimento, horménios tireoidianos,
esterdides androgénicos, melatonina e fumo parecem diminuir 0s seus niveis
(TRAYHURN e cols., 1996; SWEENEY, 2002).

Um ano depois da descoberta da leptina, o gene db (ou lepR), que codifica o
receptor de leptina, OB-R (expresso no hipotalamo e outras partes do SNC e nos
tecidos periféricos) foi identificado (TARTAGLIA e cols., 1995) e caracterizado
(CHEN e cols.,, 1996; CHUA e cols., 1996). Subsequentemente, varios
neuropeptideos orexigénicos e anorexigénicos foram descritos no SNC, como o NPY
(neuropeptideo Y) e MSH (horménio melanotrépico), respectivamente, cujas funcdes
estdo ligadas as da leptina (PALOU e col., 1998; PALOU, 1998; WOOD e cols.,
1998; PALOU e col., 1999; SCHWARTZ e cols., 2000).

Os receptores da leptina pertencem a familia de receptores das citocinas |,
gue inclui os receptores para as interleucinas IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-7, GM-CSF
(fator estimulante de colénia de granuldcitos e macréfagos), GRH (horménio do
crescimento), prolactina e eritropoetina (JEQUIER, 2002; FRUHBECK, 2006).

Na presenca de leptina, seus receptores dimerizam e sdo ativados por
alteracdes conformacionais, levando a ativacao de proteinas JAK (Janus quinase) e
STAT (transducdo do sinal e ativagdo da transcricdo) (FRUHBECK, 2006). Os
mondmeros do receptor sdo entdo fosforilados no residuo de tirosina do dominio
intracelular pela JAK2, passando a ancorar trés proteinas transdutoras do sinal e
ativadoras da transcricdo (STATs 3, 5 e 6). As STATs ancoradas sado entao
fosforiladas em residuos de tirosina pela JAK, dissociando-se do receptor e

formando homo ou heterodimeros que se movimentam no nucleo, onde se ligam a
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sequéncias especificas de DNA, estimulando assim a expressdo de genes-alvos

especificos (Figura 01).

JAK/STAT
MO ..o O

membrane

cytosol

N2 AP /NG )
D nucleus |} C

Figura 01: Mecanismo de ativacdo da via JAK/ STAT pela leptina (L). Ap6s a ligacdo da
leptina, uma mudanca conformacional em seu receptor (Ob-Rb) (A) permite a justaposicéo e
ativacdo de JAKs, que se tornam capazes de fosforilar residuos de tirosina de outras JAKs e
do receptor de leptina (B). A ativacdo da JAK2 fosforila residuos de tirosina do dominio
intracelular do receptor e permite a associacdo de proteinas STATS, que sao fosforiladas
pelas JAKs e dissociam-se dos receptores, formando dimeros (C) que se deslocam até o
nucleo para regular a expressao génica, ligando-se a regibes promotoras especificas de
genes-alvos (D). Adaptado de FRUHBECK, 2006.

A leptina também interage com outras vias de transducao do sinal, tais como
JNK (NH2-terminal C - Jun quinase), p38 (p38 MAP quinase), quinase regulada
extracelularmente (ERK), fosfolipase C (PLC), prostaglandinas E2/ F2 (PGE2/ F2). O

papel multifuncional deste horménio é sumarizado pela Figura 02.
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—> PGE2/PGF2

NP

Figura 02: Vias de sinalizacao reguladas pela leptina. O diagrama esquematico sumariza
as numerosas e diversas vias em que a leptina esta envolvida. DGK, diacilglicerol quinase;
PG, prostaglandina; PLC, fosfolipase C; ROS, espécies reativas de oxigénio. Adaptado de
FRUHBECK, 2006.

A leptina se liga em receptores de duas populacdes distintas de neurdnios
hipotalamicos, controlando o comportamento alimentar e o gasto energético. Uma
populacdo sintetiza e libera dois neuropeptideos orexigenos (que estimulam a
ingestao alimentar), o neuropeptideo Y (NPY) e peptideo agouti (AgRP). Outra
populacéo expressa 0s neuropeptideos anorexigenos MSH
(hormdnio melanotréfico), derivado dos neurénios POMC (pro-6pio melanocortina), e
CART (transcrito relacionado a cocaina e anfetamina). A leptina reduz a expresséao
dos neuropeptideos orexigenos e estimula os peptideos anorexigenos, inibindo a
ingestao alimentar e aumentando o gasto energético total, via inervacdo simpéatica
(JEQUIER, 2002).

Seus efeitos também se estendem ao metabolismo lipidico, com a ativacéo da
adenil-ciclase e aumento da oxidacao lipidica no musculo esquelético e supresséo
da atividade da esterol-CoA dessaturase no figado, reduzindo a sintese de TAG a

partir de acidos graxos monoinsaturados.
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Os dados provenientes do mecanismo de ajuste da leptina reforgcaram a teoria
lipostatica (KENEDDY, 1953), a qual postula que o tamanho dos depdsitos adiposos
€ regulado por um produto destes depdsitos que, via sistema circulatério, age no
SNC para controlar a ingestao alimentar.

Devido a acdo pleiotropica da leptina, além de importante lipostato, a
sinalizagdo mediada por este horménio regula diversas funcdes metabdlicas,
exercendo seus efeitos na reproducdo, angiogénese, resposta imune, controle da
pressdo sangiinea e osteogénese, evidenciando seu papel de citocina
multifuncional, envolvendo diversas fun¢des celulares em todo o organismo (PALOU
e cols., 2000).

.3 Adipogénese

O armazenamento de lipideos como estoque de energia em mamiferos é
decorrente da esterificacdo de acidos graxos pelo glicerol-3-fosfato (G3P) no TAB,
resultando em aumento do volume das células de gordura. Quando a capacidade de
armazenamento de TAG de um adipdcito ultrapassa o seu limite, inicia-se a
expansdo do TAB, o que dispara o aumento do numero de células (BOWERS e
cols., 2004). Dessa forma, o desenvolvimento do TAB é resultado de dois processos:
0 aumento no numero de adipdcitos (hiperplasia), desenvolvidos a partir de uma
célula precursora e o crescimento de células individuais de gordura (hipertrofia)
devido a incorporacdo de TAGs (BOWERS e cols., 2004; PROKESH e cols., 2009).
Sendo assim, a massa de gordura corporal total € determinada pelo numero e
tamanho dos adipdcitos.

Os estudos sobre o processo de diferenciacdo do tecido adiposo, fenémeno
denominado adipogénese, tém sido extensivamente realizados in vitro, com o intuito
de desvendar a base molecular e celular do desenvolvimento do TA e o0 seu
comprometimento em estados fisiolégicos e patoldgicos, de modo a permitir a
formulacdo de estratégias terapéuticas e preventivas para o controle do excesso de
TA (obesidade) e de sua escassez (lipodistrofias e lipoatrofias) (GREGORIE e cols.,
1998; GREGORIE, 2001; GESTA e cols., 2007; PROKESH e cols., 2009).

11
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Inicialmente, foi proposto que individuos com inicio precoce da obesidade
apresentavam hiperplasia e hipertrofia, enquanto individuos com inicio da obesidade
na vida adulta exibiam aumento no tamanho dos adipdcitos (hipertrofia) (HIRSCH e
col.,, 1976). Entretanto, outros estudos questionam esta hipdtese, uma vez que
dados experimentais sugerem que a expansao do TAB durante a vida adulta nao
resulta somente do aumento do tamanho dos adipdcitos, mas também do aumento
do numero destas células (PRINS e col., 1997; HALVORSEN e cols., 2001;
HAUSMAN e cols., 2001; SEN e cols., 2001; WABITSCH e cols., 2001; GESTA e
cols., 2007; PROKESH e cols., 2009).

A partir de estudos morfoldgicos realizados em embriées humanos, porcinos e
murinos, ficou comprovado que a adipogénese se inicia antes do nascimento. A
cronologia do aparecimento do TA é estritamente dependente da espécie e do
deposito adiposo sob consideracdo. ApOs 0 nascimento ocorre uma expansao rapida
do TA, envolvendo a hipertrofia e a hiperplasia dos adipocitos (PRINS e col., 1997,
HALVORSEN e cols.,, 2001; HAUSMAN e cols.,, 2001; SEN e cols., 2001;
WABITSCH e cols., 2001; BOWERS e cols., 2004; GESTA e cols., 2007; PROKESH
e cols., 2009), que pode ser influenciada pelo tamanho, frequéncia e composicéo
das refeicbes, habitos comportamentais e estilo de vida (PALOU, 2000). Mudancas
no numero de adipdcitos (hiperplasia) ocorrem mediante um complexo arranjo de
eventos que envolvem a diferenciacdo de células precursoras da linhagem
adipogénica e a proliferacdo e diferenciacdo dos pré-adipdcitos, sendo que esta
capacidade de gerar novas células de gordura continua por toda a vida (PALOU,
2000; SUZUKI e cols., 2008).

Apesar de alguns avancos a respeito do processo de diferenciacdo dos
adipdcitos, pouco se conhece sobre o padrdo de expressao génica que sustenta
este processo, ressaltando a importancia da adipogénese e a necessidade de
compreendé-la em niveis moleculares (BOWERS e cols., 2004; GESTA e cols.,
2007; PROKESH e cols., 2009).

Sabe-se que a transicdo do pré-adipdcito até o adipécito maduro envolve 4
estagios: growth arrest, expansdo clonal, diferenciacdo inicial e diferenciacao

terminal, entretanto, 0 mecanismo nao esta esclarecido. Sabe-se que a
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diferenciacdo do pré-adipdcito em adipécito € um processo altamente controlado
(GREGOIRE e cols., 1998).

Varios grupos identificaram fatores de transcricdo que promovem a
adipogénese, desempenhando um papel-chave na complexa cascata transcricional
gue ocorre durante este processo. Estes fatores de transcricdo adipogénicos sao
pertencentes a trés familias: C/EBPs (proteinas ligantes ao amplificador CCAAT),
PPAR (receptor ativado por proliferadores de peroxissomas) e proteina ligadora do
elemento regulado por esterbis ou fator de determinacdo e diferenciacdo
dependente do adipécito (SREBP ou ADD) (SMAS e col., 1995; MORRISON e col.,
1999; WU e coals., 1999; FARMER, 2006).

A linhagem de células adiposas deriva de um precursor embrionario
multipotente que se diferencia em varios tipos de células mesodérmicas (SMAS e
col.,, 1995). Na presenca de fatores de inducdo linhagens-especificos, eles se
diferenciam em células adipogénicas, condrogénicas, miogénicas e osteogénicas
(GESTA e cols., 2007)

Embora o numero de estagios entre a célula mesenquimal tronco e o
adipocito maduro seja incerto, acredita-se na formacdo de um precursor comum
(adipoblasto ou pré-adipdcito) que se diferencia em adipdcitos maduros, brancos ou
marrons, de acordo com o estimulo celular apropriado. Entretanto, nenhum
precursor possui qualquer caracteristica morfolégica ou marcador de expressao que
permite definir se existem diferentes adipoblastos para o TAM e TAB ou se existem
diferentes adipoblastos brancos para diferentes depdsitos (GREGORIE e cols.,
1998; GREGORIE, 2001; WAJCHENBERG, 2001; GESTA e cols., 2007) (Figura 03).
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Figura 03: Diferenciacdo da célula mesenquimal tronco. A diferenciacdo da célula
mesenquimal na linhagem condro-osteogénica depende da expressdao do fator de
transcricdo Runx2. Proteinas Sox sdo o principal fator de transcricdo que regula a
diferenciacéo na linhagem condrogénica, bem como Runx2/ Chfal e Osterix/ Osx participam
na diferenciacdo de ostedcitos e condrocitos. A via Wnt ativa Runx2 e induz o destino
osteogénico, a custa da linhagem adipogénica. Por outro lado, BMP2 induz a expressao de
Sox9, mas reprime Runx2, direcionando a célula mesenquimal para a condrogénese. O
comprometimento com a linhagem miogénica e a miogénese sao direcionados por fatores
de transcricdo musculo-espeifico, que incluem Myf5, MyoD, miogenina e MRF4, bem como
a inducédo de TIP-1, enquanto a expressao de TIP-3 direciona a célula mesenquimal para a
linhagem adipogénica. Os precursores miogénicos podem originar miécitos ou adipécitos
marrons, dependendo da presenga ou auséncia do adipogénico PRDM16. Entretanto, os
adipécitos broncos podem ser transdiferenciados em adipécitos marrons sob diferentes
circunstancias. Adaptado de MUSRI e cols., 2010.

Os C/EBPs sdo membros da familia b-zip (dominio basico de ligacdo do
DNA), que contém um dominio ziper de leucina necessario para a dimerizagao,
constituidos por 5 membros (C/ EBPB, C/ EBP®, C/ EBPa, C/ EBPy e CHOP) com

expressao sequencial observada durante a diferenciacdo (MUSRI e cols., 2007).
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As isoformas do C/ EBP o, e 6 sdo altamente expressas no adipdcito e sao
induzidas durante a adipogénese. O C/ EBP e C/ EBPd s&o induzidos no inicio da
adipogénese em resposta a estimulagdo hormonal e colaboram para a inducdo de
outro fator de transcricdo, o PPARY, cujo gene contém sitios C/EBP na sua regido
promotora (MUSRI e cols., 2007).

O C/EBPa tem um papel importante na diferenciacdo de pré-adipécitos em
adipdcitos e atua na conversao de fibroblastos em adipdcitos (FREYTAG e cols.,
1994). No entanto, C/EBPa ndo é um sinal primario para a adipogénese, pois €
induzido depois da expressdo do PPARY, mas atua sinergicamente com este fator de
transcricdo para promover a diferenciacdo. O C/EBPa é requerido para a
adipogénese do TAB (FARMER, 2006) e também exerce um papel na manutencéo
do fendtipo diferenciado da célula adiposa, provavelmente através da sua interacéo
com a proteina supressora de tumor retinoblastoma (pRB) (PUIGSERVER e cols.,
1994). C/ EBPa e PPARY se ligam a regido promotora e ativam genes especificos do
TAB, tais como a proteina ligadora de acidos graxos (aP2 ou Fabp4) e genes da
fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK) (SPIEGELMAN e cols., 1996).

O PPARY é crucial para a adipogénese, sendo necessario e suficiente para a
diferenciacdo, capaz de promover ndo somente a conversao de fibroblastos em
adipocitos (TONTONOZ e cols.,, 1994), mas também a transdiferenciacdo de
mioblastos comprometidos em adipocitos (HU e cols., 1995). Os PPARs (a, B e v)
compdem uma superfamilia de receptores nucleares e o PPARy possui 2 isoformas
(PPARY1 e PPARY2), geradas por promotores distintos e mecanismos alternativos
de splicing. (MORRISON e col., 1999, WU e cols., 1999; FARMER e cols., 2006;
GESTA e cols., 2007). Estes fatores de transcricdo formam heterodimeros com
receptores de acido retindico (RXRs) que reconhecem e ligam a sequéncias
especificas nos genes alvo e ativam a transcricdo dos mesmos (KERSTEN e cols.,
2000). O PPARy1 é altamente expresso no TA e, em menor propor¢cdo, em outros
tipos celulares, como macrofagos, pneumadcitos e epitélio do cdélon, enquanto o
PPARy2, & marcador especifico da célula adiposa, branca e marrom, e da

diferenciacdo terminal, pois € requerido para a manutencdo do status de célula
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diferenciada. Além disso, possui uma regido amino-terminal com trinta aminoacidos
a mais do que a isoforma 1.

Dado o papel central do PPARy no desenvolvimento do adipdcito (e também
na homeostase da glicose), o PPARy é alvo de drogas para o controle de disturbios
metabdlicos relacionados a obesidade (PALOU e cols., 2000).

A proteina SREBP é um fator de transcri¢do clonado originalmente do TA de
rato, do tipo hélice-alca-hélice basico (bHLH) e contém uma regido que forma um
ziper de leucina, com importante papel na adipogénese, sensibilidade insulinica e
homeostase dos acidos graxos. A familia do SREBP é composta de dois membros:
0 SREBP-1 e 0 SREBP-2. Contudo, existem duas isoformas do SREBP-1 (SREBP-
la e SREBP-1c), derivadas a partir de splicing alternativo do primeiro éxon dentro do
mesmo transcrito primario. Os SREBPs la e 1c sdo controlados independentemente
por regides regulatérias que respondem diferentemente a fatores organicos e
metabolicos especificos (KIM e cols., 1998).

O fator de determinacéo e diferenciacdo dependente do adipodcito (ADD1) é
homélogo a isoforma SREBP-1c de humanos. O SREBP-1c/ADD1 é
predominantemente expresso em figado, glandula adrenal, TA e musculo
esquelético, enquanto o SREBP-1a, no baco. O principal papel do SREBP-2 é
controlar a biossintese de colesterol. In vitro, o ADD1/SREBP-1c aumenta a
atividade transcricional do PPARY, elevando a proporcao de células submetidas ao
processo de diferenciacao (KIM e cols., 1998).

Um co-ativador do PPARy, o PGC-1 (PUIGSERVER e cols., 1998), mostrou-
se importante na bifurcacéo no desenvolvimento entre adipdcitos brancos e marrons
(WU e cols., 1999; LOWELL e col., 2000). O PGC-1 é expresso em niveis elevados
nos adipécitos marrons, mas ndo nos brancos, e encontrado também em outros
tecidos, como coracéo, rim, cérebro e musculo esquelético. Este fator foi relacionado
inicialmente a termogénese adaptativa por causa de sua inducéo rapida no TAM e
musculo apds exposicdo de camundongos ao frio. Além do PPARy, o PGC-1 liga a
diversos receptores nucleares, incluindo receptores do &cido retindico e de
hormbénios da tiredide, regulando positivamente a expressdo da UCP1l (PALOU e
cols., 1998).
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Os pré-adipdécitos dos dois tipos celulares (branco ou marrom) sdo marcados
pela expressao do Pref-1 (ou DIK), sintetizado como uma proteina transmembrana
que, quando clivado para a forma soluvel, inibe a diferenciacdo. Entretanto, seus
niveis de expressdo sdo reduzidos quando os pré-adipocitos se tornam
diferenciados (GESTA e cols., 2007).

J& esta documentada a participacado da leptina e resistina na diferenciacado do
pré-adipécito em TAB. Entretanto, no TAM, depois do direcionamento mediado
inicialmente por PGC-1, ocorre aumento na expressdo de PRMD16, que estimula a
expressdo de genes especificos do tecido, como UCP1, e, a0 mesmo tempo,
reprime genes caracteristicos do TAB, como a resistina. O PRDM16 estimula a
transcricdo de genes envolvidos com a termogénese (UCP1, Dio2 e PGC1a), com a
fosforilacdo oxidativa (Cox8b), que regulam a atividade desacopladora da UCP1
(Cidea) e a sintese de acidos graxos por aumento da transcricdo de Elovi3 (WOLF,
20009).

De fato, o TAB de adultos humanos possui células semelhantes a fibroblastos
(pré-adipdcitos) e precursores multipotentes, o que evidencia a sua plasticidade
(GESTA e cols., 2007). Todavia, o numero de células do TAB reflete o balango entre
a proliferacdo e apoptose de pré-adipocitos, bem como a diferenciacdo e apoptose
de adipocitos (TCHOUKALOVA e cols., 2004).

l.4 Inervacao simpatica parao TAB e TAM

Numa condicéao fisiolégica, em que os carboidratos circulantes ou estocados
nao sdo suficientes para atender a demanda energética, sinalizacdes neuronais
mediadas por catecolaminas estimulam a lipdlise no TA (COUSIN e cols., 1993b;
BAMSHAD e cols., 1998; BARTNESS e col., 1998).

A membrana celular do TAB possui 4 tipos de adrenoceptores envolvidos no
controle da lipdlise: B1, B2, B3 € a2 (LAFONTAN, 1994; LAFONTANE e col., 1995a;
LAFONTANE e cols., 1995b). No mesmo depdsito existem os 4 subtipos e todos séo
responsivos as catecolaminas, diferindo apenas no efeito sobre os niveis do
segundo mensageiro AMPc, envolvido na ativacdo da proteino-quinase dependente

de cAMP (PKA). A norepinefrina (NE), neurotransmissor pos-ganglionar primario do
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SNS, estimula a lipdlise do TAB quando atua em [(-adrenoceptores, pois ativa o
CcAMP e desencadeia a cascata de eventos moleculares que culminam na ativacao
da lipase lipoprotéica, a qual cliva os TAG em monoacilglicerol, que sédo clivados
posteriormente em glicerol e &cidos graxos livres. A ativacdo dos a-receptores inibe
o cAMP e, consequentemente, a lipdlise, influenciando a proliferacéo de adipécitos
(BARTNESS e col.,, 1998; BOWERS e cols.,, 2004; FOSTER e cols., 2006;
FESTUCCIA e cols., 2006; FESTUCCIA e cols., 2008). O balanco entre estes
subtipos define a predominancia ou néo da lipélise e a participacdo de cada um varia
com o depdésito, espécie, género, idade e grau de obesidade (LAFONTANE e cols.,
1995b BOWERS e cols., 2004).

Sendo assim, diferencas regionais na inervagdo do SNS ou no fluxo podem
explicar diferencas regionais na adiposidade via taxas distintas de lipdlise e via
controle diferencial da proliferacdo das células de gordura, fundamentando as
diferencas nas capacidades proliferativas dos depoésitos de gordura in vivo
(BOWERS e cols., 2004; FOSTER e cols., 2006; FESTUCCIA e cols., 2006;
FESTUCCIA e cols., 2008). Todavia, o mecanismo pelo qual a adipogénese é
influenciada pelo fluxo simpatico nao foi proposto.

Os adipécitos marrons sdo densamente inervados pelo SNS e os efeitos
diretos da atividade simpatica sobre o TAM sdo mais evidentes, uma vez que a
termogénese ocorre em resposta ao estimulo simpatico (COUSIN e cols., 1993b;
SUSULIC e cols., 1995; PALOU e cols., 1998; BAMSHAD e cols., 1999; LOWELL e
col., 2000; CANNON e cols., 2004; SILVA, 2006; SEALE e cols., 2009; WOLF,
2009). A producdo de calor pelo TAM ¢é estimulada pelo frio e pela dieta
(ROTHWELL e col., 1979; NICHOLLS e col., 1984; PALOU e cols., 2000; WOLF,
2009). A NE liberada pelo SNS exerce seu efeito nos adipocitos marrons
estimulando a atividade e a sintese da UCP1, além da divisdo celular (CANNON e
cols., 1996; PALOU e cols., 1998; KLINGENSPOR, 2003; CANNON e col., 2004). Os
subtipos de adrenoceptores presentes nos adipocitos marrons  sao,
predominantemente, a;, B1 € B3, mas o efeito da NE é via receptores do subtipo B3
(CHERNOGUBOVA e cols., 2005). Agindo via receptores adrenérgicos B3, a NE
eleva os niveis intracelulares de cAMP (CANNON e col., 1990; ZHAO e cols., 1994;
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PUIGSERVER e cols., 1996) e afeta a transcricdo do gene UCP1 e de outro fatores
termogénicos do TAM (BIANCO e col., 1987; RIBEIRO e cols., 2001).

O TAM tem mostrado um importante papel na regulacdo da homeostase da
glicose e secrecao de insulina, decorrente do estimulo simpéatico (GUERRA e cols.,
2001). A absorcéo de glicose é aumentada no TAM in vivo pela ativagdo simpatica,
independentemente da insulina (SHIMIZU e cols., 1991; LIU e cols., 1994) e in vitro
por agonistas adrenérgicos (MARETTE e col.,, 1989; LIU e cols.,, 1998;
CHERNOGUBOVA e cols., 2004; CHERNOGUBOVA e cols., 2005). O mecanismo
proposto por HUTCHINSON e cols. (2005) sugere que a NE aumenta a fosforilagéo
da PKA, provavelmente via elevacdo nos niveis de cAMP, que é responsavel
parcialmente pelo aumento da absorcdo de glicose, uma resposta independente da
expressdo e funcdo da UCP1 (HUTCHINSON e cols., 2005). Dessa forma, as
catecolaminas, assim como no TAB, estimulam a proliferacdo e diferenciacédo de
precursores de adipdcitos marrons tanto in vitro quanto in vivo (GELOEN e cols.,
1988; REHNMARK e cols., 1990; KLAUS e cols., 1991; COUSIN e cols., 1993b;
WOLF, 2009).

1.5 Inducéo da obesidade pela dieta hiperglicidica

A obesidade tem sido estudada a partir de diversos modelos experimentais,
genéticos ou exdgenos, que auxiliam na determinacdo dos elementos envolvidos na
fisiopatologia da doenca. Os modelos genéticos podem ser devido a alteracbes
monogénicas ou poligénicas em cromossomos envolvidos com a producdo de
peptideos anorexigenos ou orexigenos, ou a producdo de modelos transgénicos
e/ou knock-out de genes candidatos, como, por exemplo, 0 gene ob ou receptores
de leptina e insulina, interferindo na transducdo do sinal desses horménios
(CESARETTI e cols., 2006). O uso de dietas ocidentalizadas, de fast food, de
cafeteria, hipercal6ricas ou palataveis, tem sido utilizado com sucesso para a
reproducao de modelos experimentais de obesidade e sindrome plurimetabdlica. Por
serem prontamente aceitaveis, sdo espontaneamente substituidas pela racéo
padrdo, 0 que resulta em elevacdo do peso corporal e da gordura visceral,

provocando resisténcia a insulina e hiperleptinemia nestes animais (COOPER e
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cols., 1985; DUARTE e cols., 2006; FESTUCCIA e cols., 2003b; BRITO e cals.,
2006; DE LIMA e cols., 2008).

O excesso de carboidratos da dieta aumenta a taxa de sintese de acidos
graxos no TAB, bem como a sua sintese, resultando em acumulacdo de gordura
corporal (CHAVES e cols., 2006). Em ratos alimentados com dieta de cafeteria, rica
em carboidratos e lipideos, ocorre aumento nos depoésitos retroperitoneal e
epididimal e na geracdo de glicerol-3-fosfato (G3P) pelo glicerol (FESTUCCIA e
cols., 2003a; FESTUCCIA e cols., 2003b; BRITO e cols., 2006). Além disso, foi
demonstrado que o alto contetdo de carboidratos da dieta ativa o fluxo simpéatico
tanto para o tecido adiposo marrom quanto para o branco, influenciando a sua
celularidade (LEVIN, 1992; MIGLIORINI e cols., 1997; BOWERS e cols., 2004;
CANNON e cols., 2004; CHAVES e cols., 2006; SILVA, 2006; FESTUCCIA e cols.,
2008).

Modelos experimentais alimentados com dietas de cafeteria apresentam, em
longo prazo, hiperplasia do TAM e aumento nos niveis de UCP1 (PUIGSERVER e
cols., 1991; PUIGSERVER e cols., 1992; ROCA e cols., 1999), uma resposta que
confere uma protecao relativa contra o desenvolvimento da obesidade e depende,
inicialmente, de estimulacdo do SNS (ROTHWELL e col., 1979; HIMMS-HAGEN e
cols., 1991; SEALE e cols., 2009). Geralmente, a termogénese no TAM pode ser
regulada a partir de mudancas intrinsecas na atividade da UCP1 (segundos), na
guantidade de UCP1 (horas), no numero de mitocéndrias e adipdécitos (dias) ou na
hiperplasia generalizada do TAM (semanas) (HIMMS-HAGEN e cols., 1991,
CANNON e cols., 1996). Entretanto, a termogénese adaptativa é deficiente em
guase todos os modelos de obesidade estudados (HIMMS-HAGEN e cols., 1989;
SUSULIC e col., 1995; SEALE e cols., 2009).

Por outro lado, a associagcao entre dieta e treinamento fisico tem sido pouco
abordada. Os trabalhos descritos na literatura relatam apenas os efeitos da dieta ou
do treinamento sobre o metabolismo de forma isolada (MIYAZAKI e cols., 2010), ndo
correlacionando as consequéncias do tipo de alimentacdo sobre a eficacia de um
programa de exercicio fisico. Sabe-se que uma superexcitacdo simpatica esta

associada a doencas cardiovasculares, como hipertensédo e insuficiéncia cardiaca
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(MUELLER, 2007) e evidéncias experimentais indicam que a atividade fisica reduz o
barorreflexo e outras formas de simpatoexcitagdo em animais normais (NEGRAO e
cols., 1993; KRIEGER e cols., 1999; KRIEGER e cols., 2001; MUELLER, 2007).
Entretanto, o mecanismo pelo qual o exercicio altera o controle da atividade
simpética permanece por ser elucidado e o papel dessa alteragcdo sobre a
adipogénese nao tem sido descrito.

Apesar do fenoétipo associado a obesidade ser conhecido desde meados de
1980, o mecanismo pelo qual acontece a distribuicdo dos adipécitos no corpo ainda
€ um mistério. Ainda, a influéncia do ambiente nutricional sobre a distribuicdo destes
depositos é pouco abordada. Portanto, a hipétese deste trabalho é que o modelo de
obesidade induzido por dieta hiperglicidica associado ao treinamento fisico em
esteira pode induzir alteracbes no metabolismo de lipideos e favorecer a

adipogénese tanto no TAB como no TAM.
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Il Objetivos

Este trabalho teve como objetivo geral determinar o efeito da dieta
hiperglicidica na distribuicio do TA e no metabolismo de ratos submetidos ao
treinamento fisico em esteira.
Para isso, foram abordados os seguintes objetivos especificos:

1. Avaliar o efeito da dieta hiperglicidica e do treinamento fisico em esteira sobre o
ganho de peso e o consumo alimentar de ratos Wistar;

2. Analisar o efeito da dieta hiperglicidica e do treinamento fisico em esteira sobre
a distribuicdo dos coxins adiposos;

3. Avaliar o impacto da dieta hiperglicidica e do treinamento fisico em esteira sobre
0 grau de obesidade;

4. Comparar o efeito da dieta e do treinamento fisico em esteira sobre o
desempenho fisico dos animais;

5. Determinar o efeito da dieta hiperglicidica e do treinamento fisico em esteira
sobre os niveis plasmaticos de leptina, insulina e NEFAS;

6. Analisar a expressao génica relativa de Ucpl, Adra2, Adrb3 no TAM, além de

Leptina, rLep, rins, Ucp2, Adra2 e Adrb3 no TA retroperitoneal.
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[Il.1 Estabelecimento do modelo experimental
[11.1.1 Animais e dieta hiperglicidica (palatavel)

Foram utilizados ratos Wistar recém-desmamados (aproximadamente 28 dias)
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Ouro Preto e do Centro
de Bioterismo do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas
Gerais. Todos os procedimentos experimentais apresentados foram aprovados pelos
Comités de Etica em Experimentacdo de ambas as Universidades, sob o protocolo
n°192/08 e n°. 100/07, respectivamente.

Os animais foram distribuidos nos seguintes grupos: 1) grupo dieta controle
balanceada sedentario (CS) (n=36), os quais foram alimentados com racéo
comercial balanceada Nuvilab - CR e 2) grupo dieta hiperglicidica sedentario (DS)
(n=36), cuja constituicAo e composi¢cao nutricional estdo representadas na tabela
abaixo (Tabela 01) (COOPER e cols., 1985; DE LIMA e cols., 2008):

Tabela 01: Constituicdo e composicao nutricional das racgoes.

Dieta Controle Cl\?mpo_smao Dieta Hiperglicidica Compo_su;ao
utricional Nutricional
292 kcal/ 100g 33% Rac&o Nuvilab | 318 kcal/ 100g
Racéo Comercial 57,5% Carpoidratos 33% Leite 68% Carbqidratos
Nuvilab — CR 30% Proteinas Condensad_o 16% Proteinas
12,5% Lipideos 7% Acucar Cristal 16% Lipideos
12,5% Umidade 8,6% Agua 27% Umidade

Dieta controle (g/100g de dieta): Racdo NUVILAB — CR (carboidrato, 44g; proteina, 22g;
lipideo, 49).

Dieta hipercal6rica (g/100g de dieta): Racdo NUVILAB — CR (carboidrato, 44g; proteina,
22g; lipideo, 4g); Leite condensado — Moga, Nestlé (carboidrato, 57g; proteina, 7g; lipideo,
80); Acucar cristal (carboidrato, 99g; proteina, 0g; lipideo, 0g).

Os efeitos da dieta foram avaliados durante cinco (n=12) e nove semanas
(n=6). Os animais foram sacrificados por decapitacdo e 0s coxins adiposos
(epididimal, retroperitoneal, inguinal e intraescapular) foram dissecados, congelados

em nitrogénio liquido e armazenados a -80°C para posteriores analises.
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[11.1.2 Protocolo de treinamento fisico em esteira

O treinamento fisico foi realizado em esteira (Gaustec, Contagem, Brasil) com
inclinagao fixa de 5°.

Os grupos CS e DS foram subdivididos em dieta controle balanceada treinado
em esteira (CTE) (n=12) e dieta hiperglicidica treinado em esteira (DTE) (n=24),
sendo sacrificados apds quatro (n=12) ou oito semanas (n=6) de treinamento e cinco
ou nove semanas de dieta. O treinamento fisico em esteira foi realizado cinco vezes
por semana.

Os animais recém-desmamados de ambos 0s grupos, inclusive os respectivos
controles, foram submetidos a quatro dias de adaptacdo ao treinamento fisico em
esteira, realizando uma sessao diaria de exercicio com duracdo de 5 minutos e
velocidade constante de 10 m/ min. No quinto dia, foi realizada a avaliagdo da
capacidade fisica de cada animal pelo exercicio progressivo na esteira até a fadiga.
Essa avaliacao iniciou com velocidade de 10m/ min., acrescida de 1m/ min. a cada 3
minutos (Tabela 02). A estimulagéo elétrica foi ajustada para um valor suficiente que
causasse um desconforto ao animal, de modo que preferisse correr a estacionar na

grade de estimulacao elétrica (~0,7 mA).

Tabela 02: Protocolo de treinamento na semana de adaptacao e teste progressivo.

Semana de Adaptacao Teste Progressivo
Velocidade Tempo Dias Dia Velocidade Tempo Acréscimo
10 m/ min. 5 minutos 4 50 10 m/ min. 3 minutos 1 m/ min.

A Figura 04 ilustra o delineamento desta etapa:
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12 Semana — Adaptacéo 0’ — 10m/min
3’ = 11m/ min
6’ — 12m/ min
Velocidade 10m/ min. FADIGA MUSCULAR
\% R :
Duracéo 5 min. I Teste -

1
I CS, DS I CS, DS I CS, DS I CS, DS I
1 CTE, DTE 2 CTE,DTE 3 CTE, DTE 4 CTE, DTE 5

Figura 04: Semana de adaptacdo dos animais recém-desmamados. Os animais recém-
desmamados e seus respectivos controles foram submetidos a quatro dias de adaptacédo ao
treinamento fisico em esteira, sendo realizado no quinto dia o teste do esfor¢o progressivo
até o ponto de fadiga.

Constituiu como fadiga o0 momento em que o animal ndo conseguiu manter a
cadéncia da corrida, preferindo ficar na grade de estimulagéo elétrica por mais de 10
segundos consecutivos. Equivaleu a capacidade maxima aquela correspondente ao
trabalho total realizado pelos animais, a qual foi calculada a partir da seguinte

equacao:

Onde:
W: Trabalho (kgm);
PC: Peso Corporal (kg);
W=PCxtxV xsenb ' _
t: Tempo até a Fadiga (minutos);
V: Velocidade da Esteira durante a fadiga (m/ min.);

0: Inclinacéo da Esteira (Angulo de 5°).

A partir da primeira semana de treinamento fisico em esteira, houve variacdes
na velocidade do exercicio ou na duracdo do mesmo ou em ambos, a fim de se
alterar a intensidade do treinamento em esteira com o decorrer do tempo, como

demonstrado pela tabela abaixo (Tabela 03). Os animais submetidos a 4 semanas
27



[l Metodologia

de treinamento em esteira realizaram o protocolo descrito abaixo até a quarta

semana.

Tabela 03: Protocolo de treinamento fisico em esteira dos animais submetidos a 4 e

8 semanas de treinamento.

DIA 1 DIA 2 DIA 3 DIA 4 DIA S
Velocidade | 10 m/ min. 11 m/ min. 12 m/ min. 12 m/ min. 12 m/ min.
12 Semana ] ] ] ] )
Tempo 30 minutos 30 minutos 30 minutos 35 minutos 35 minutos
Velocidade 12 m/ min. 12 m/ min. 12 m/ min. 12 m/ min. 12 m/ min.
22 Semana ) ) . . .
Tempo 35 minutos 40 minutos 45 minutos 45 minutos 50 minutos
Velocidade 12 m/ min. 13 m/ min. 14 m/ min. 14 m/ min. 14 m/ min.
32 Semana ] ] ] ] )
Tempo 50 minutos 50 minutos 50 minutos 55 minutos 55 minutos
Velocidade 14 m/ min. 14 m/ min. 15 m/ min. 15 m/ min.* 15 m/ min.*
42 Semana ) . . . .
Tempo 55 minutos 55 minutos 55 minutos 55 minutos 60 minutos
Velocidade | 15 m/min. 15 m/ min. 16 m/ min. 16 m/ min. 16 m/ min.
52 Semana ) ] ] ] )
Tempo 60 minutos 60 minutos 60 minutos 60 minutos 60 minutos
Velocidade | 16 m/ min. 16 m/ min. 17 m/ min. 17 m/ min. 17 m/ min.
62 Semana ) ) ) ] )
Tempo 60 minutos 60 minutos 60 minutos 60 minutos 60 minutos
Velocidade 17 m/ min. 18 m/ min. 18 m/ min. 19 m/ min. 20 m/ min.
72 Semana ) ] ] ] )
Tempo 60 minutos 60 minutos 60 minutos 60 minutos 60 minutos
Velocidade | 21 m/min. 22 m/ min. 23 m/ min. -
82 Semana ] ] ] Sacrificio
Tempo 60 minutos 60 minutos 60 minutos

*Os animais submetidos a 4 semanas de treinamento em esteira realizaram o exercicio
progressivo no quarto dia da quarta semana e *foram sacrificados no quinto dia da quarta
semana.

No dia anterior ao sacrificio, os animais foram submetidos novamente ao
exercicio progressivo, a fim de se avaliar se 0 houve melhora no desempenho fisico

daqueles submetidos ao treinamento em esteira.
lIl.2 Efeito da dieta sobre a distribuicdo dos depésitos adiposos

Durante 5 e 9 semanas, 0s animais foram monitorados para avaliacdo do
peso corporal e do consumo alimentar. Apés o sacrificio, os tecidos adiposos
epididimal, retroperitoneal, inguinal e intraescapular (massa gorda) foram dissecados
e pesados. O grau de obesidade foi avaliado pelo indice de Lee (LEE e cols., 1929)

e pelo indice de adiposidade (LEVIN, 1992), segundo as féormulas abaixo:
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indice de Lee:

3YPC x10 Onde:

CNA %JPC: Raiz Cubica do Peso Corporal (g);
CNA: Comprimento Naso-Anal (mm).

indice de Adiposidade:

MG x 100 Onde:
MG: Peso Absoluto da Massa Gorda
MM (9):
MM: Peso Absoluto da Massa Magra
(9)-

O animal foi considerado obeso quando houve diferenca entre o indice de Lee
e/ ou o houve correlacdo positiva entre o ganho de peso corporal e o indice de

adiposidade (coeficiente de Pearson).

1.3 Efeito da dieta e do treinamento fisico em esteira sobre parametros

bioquimicos

[11.3.1 Efeito da dieta sobre os niveis plasmaticos de insulina, leptina e acidos graxos

nao-esterificados (NEFAS)

Apés decapitacdo, amostras de sangue dos animais foram colhidas em tubos
eppendorfs para andlise do conteudo plasmatico de insulina, leptina e acidos graxos
livres. O plasma foi separado por centrifugacdo e mantido congelado a -20 °C até a
realizacdo dos ensaios.

Os niveis de insulina e de leptina foram determinados quantitativamente por
radioimunoensaio pelos kits Rat Insulin RIA (Millipore, RI-13K) e Rat Leptin RIA
(Linco Research, RL-83K), enquanto os niveis de NEFAs foram determinados pelo
método colorimétrico pelo kit NEFA (Randox ce, FA115), conforme orientacdes dos

fabricantes.
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Brevemente, o principio do método do radioimunoensaio baseia-se na
competicdo para a ligagdo com o anticorpo anti-insulina e anti-leptina da insulina e
leptina marcadas radioativamente. O ensaio da insulina foi realizado em dois dias e
o da leptina em trés. Apés a separacdo total do hormdnio radioativo livre, a
radioatividade emitida pela amostra foi medida por meio de um contador de raios
gama (modelo ANSR-ABBOTT). Os valores foram calculados utilizando-se uma
curva padrao de insulina e leptina de rato, sendo expressos em ng/mL.

O método colorimétrico determinou a concentracdo de NEFAs pela absorcéo
de luz no comprimento de onda a 550nm. Foi realizada uma curva calibradora e feita
a relacdo entre as absorbancias da amostra e padrdo, multiplicada pela
concentracdo do padrdo, para se obter a concentracdo de NEFAs da amostra,

expressa em mmol/L.
[1l.4 Analise da expresséao génica por qRT-PCR (Real time)
[11.4.1 Oligonucleotideos iniciadores (primers)

Os oligonucleotideos iniciadores especificos para os genes em estudo foram
baseados nas sequéncias de mRNA depositadas no banco de dados RGD (Rat

Genome Database, disponivel em http://rgd.mcw.edu/) e foram idealizados pelo

programa Gene Runner (Version 3.05), conforme a tabela abaixo (Tabela 04):
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Tabela 04: Numero de acesso ao RGD das sequéncias de primers forward (F’) e
reverse (R’) referentes aos genes avaliados, temperatura de melting (Tm) e tamanho

do amplicon gerado.

Tamanho do

Gene N° de acesso Primer Tm (°C) amplicon (pb)
RNASS | X01117.1  ROCATOCAATCGGTAGTAGE 47 80
Adra2 NM_012739.2 R CCAGTAGCCCATAACETC e %
Adi3 NM 0131081 R TTACGAGGAGTCOOACTAC a3 80
Uepl NM_012682.1 R TGGTGATGOTOOCTARGAC 4 80
Ucp2 NM_019354.2 L GGGCAACATTGGGAGAGETC  fo 80
oo | weoore: SUGEeTC 24 g
rLep NM 0125961 & CACTGGGTGACAGAACTATG a4 121
fins NM017071.1 R GGTCCOTITGATGCTCACAS  go. 80

[11.4.2 Extragdo de RNA total

Cerca de 200mg dos tecidos adiposos (retroperitoneal e marrom), foram
utilizados para obtencdo do RNA total utilizando o kit SV total RNA Isolation System
(Promega™) seguindo as recomendacdes do protocolo do fabricante.

Brevemente, 200mg de tecido foram homogeneizados com auxilio de um
homogeneizador do tipo politron (Homogeneizador ultra 80) com 1mL de Trizol®
Reagent (Invitrogen™) em 5 pulsos de 1 minuto cada, seguidos de 30 segundos em
banho de gelo. Depois de 20 minutos incubados a temperatura ambiente, foram
adicionados 0,4 mL de cloroférmio (Sigma - St. Louis, MO, USA) e homogeneizados
por 1 minuto com auxilio de um agitador tipo vértex, seguido de uma incubacéo a
temperatura ambiente por 25 minutos. A seguir, 0s homogenatos foram
centrifugados durante 15 minutos a 12000g. A fase aquosa foi recuperada,
transferida para um novo tubo e foram adicionados mais 0,4 mL de cloroférmio
(Sigma - St. Louis, MO, USA), seguido de nova homogeneizac&do por 1 minuto com
auxilio de um agitador tipo vértex e por centrifugacédo durante 2 minutos a 12000g.
Apoés recuperar a fase aquosa, foram adicionados 0,6 mL de etanol 95% v/v

(preparado com agua livre de RNAses) para precipitar os acidos nucléicos e
31



[l Metodologia

transferidos para a coluna de ligacdo que acompanha o kit. Em seguida, o RNA total
foi purificado com o kit SV total RNA Isolation System (Promega™) conforme
instrucdo do boletim técnico. O controle de qualidade do RNA foi realizado a partir
da quantificacdo e avaliacdo do grau de pureza do mesmo pelo aparelho NanoVue®
(GE), seguidas da andlise das preparacfes em gel de agarose 1,2% TBE-formamida
(Figura 05). A densidade optica (quantificacdo) do RNA extraido foi mensurada no
comprimento de onda a 260 nm, enquanto a relacdo entre os comprimentos de onda
260/280 foi indicativa da pureza, e a relacdo 260/230 indicativa de contaminacao. As
razbes acima de 1,8 foram aceitas como adequadas para a quantificacdo da
expressdo génica (MANCHESTER, 1996; GALLAGHER e cols., 2006; BECKER e
cols., 2010).

Figura 05: Andlise da qualidade do RNA total de animais submetidos a 4 semanas de
treinamento fisico em esteira em gel de agarose/formamida a 1,2%. O RNA total foi
obtido a partir dos tecidos adiposos retroperitoneal (A) e marrom (B) dos grupos CS (1), DS
(2), CTE (3) e DTE (4).

[11.4.3 RT-PCR e obtencao dos cDNAs

A primeira fita do cDNA foi sintetizada utilizando 1 ug de RNA total extraido e
o Kit High Capacity RT-PCR System (Applied Biosystems), seguindo as
recomendac¢des dadas pelo fabricante.

Para cada 1 ug de RNA total, foram utilizados 2 uL de primers randémicos
(10x RT Random primer), 0,8 yL de dNTPs [25x ANTP Mix (100mM)] 1 pL de

transcriptase reversa (Multi Scribe™ Reverse Transcriptase) e agua livre de RNAse
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para um volume final de 10 pyL. A mistura de reacgao foi preparada e, adicionados o
volume de RNA (10 uL), foi mantida em gelo até a programacéo do termociclador
(Biocycler, version 3.2). A mistura foi incubada a 25°C por 10 minutos, seguidos de
120 minutos a 37°C e 85°C por 5 minutos. A amostra ficou estocada a -20°C até o

momento do uso.
l1l.4.4 Reacdo da PCR quantitativa em tempo real (QRT-PCR)

Para analise da expressdo dos genes em estudo foi utilizada a técnica de
PCR em tempo real. As reacées foram realizadas pelo kit SYBR® Green PCR Master
Mix (Applied Biosystems) em placas de 96 pocos (MicroAmp® Optical 96 Well
Reaction Plate — Applied Biosystems) e seladas com adesivo 6ptico (MicroAmp"
Optical Adhesive Film — Applied Biosystems) ao final do procedimento. Foram
pipetados 3 pL dos iniciadores (na concentragdo de 2,5 yM) em triplicata e 7 pL de
um mix de reagao contendo 2 uL de cDNA diluido 5x (com agua livre de DNAse) e 5
uL de SYBR® Green Master Mix, totalizando um volume de reacéo em cada poco de
10 uL. Os ensaios foram realizados em triplicata biolégica para todos os genes
avaliados, com o gene de referéncia (rRNA18S) presente em todas as placas. Os
valores de baseline foram ajustados para 3-15 ciclos. O threshold foi ajustado a
regido associada ao crescimento exponencial do produto da PCR e, portanto, fixado
em 0,2 para todas as amostras, uma vez que se comparou 0O mesmo gene em
diferentes grupos.

As analises foram feitas pelo método de quantificacdo relativa da expressao
génica (C4 comparativo ou AAC,), que permite quantificar diferengcas no nivel de
expressdo de um alvo especifico entre as diferentes amostras. Os niveis dos genes
alvos foram normalizados pelos niveis do gene de referéncia (rRNA18S) e uma
amostra calibradora (grupo CS) foi utilizada como base para resultados de
expressdo comparativa. O calibrador foi considerado uma amostra 1x e todas as
outras quantidades foram expressas como uma diferenca n-vezes em relacéo a ele.
Os resultados foram alcancados por uma férmula aritmética que considera a
guantidade do alvo, normalizado para o gene de referéncia em relacdo ao calibrador,

dada por 2“9, Para utilizar o método do C4 comparativo, foi necessario realizar um
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experimento de validagao, no qual a eficiéncia da amplificacdo do alvo e a eficiéncia
da amplificacdo do controle endégeno deveriam ser aproximadamente iguais.

A reacdo de gRT-PCR foi conduzida conforme programacao contida no
aparelho ABI 7300 Applied Biosystems.

[11.4.4.1 Curva de eficiéncia dos primers

Para determinar as eficiéncias relativas da amplificacdo dos alvos e do gene
de referéncia foram construidas curvas padrées para cada amplicon a partir de uma
mesma amostra. O ensaio foi realizado em triplicata e a concentragdo dos
iniciadores foi de 2,5 uM.

A curva padrao foi representada por um grafico de regresséao linear semi-log
do valor de C4 (eixo Y) em comparagdo ao log da quantidade inicial do &cido
nucléico (eixo X). Foi utilizado o cDNA de TAM e TAB em 5 diluigbes seriadas de 4
vezes. A Figura 06 ilustra o grafico de amplificacdo do gene Ucpl e a Figura 07 a
curva padrédo do mesmo gene, indicando um resultado esperado de um primer com
eficiéncia préxima a 100%.

Delta Rn vs Cycle
1.0e+001

Data: |DeltaRnvs Cycle
Detectar: | &l -

Line Color: |well Color -

1.0e+000

1.0e-001 Analysis Settings
" Auto Ct
& Manual Ct

Threshald: |0.2000000

" Auto Baseline

1.0e-003

¢ /\\ @ Manual Baseline
Start cvele] [3

End [cpele) 19

1.0e-002

Delta Rn

1.0e-004

1.0e-005
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Figura 06: Gréafico de amplificacdo referente a curva de eficiéncia do gene Ucpl
utilizando diluicdo seriada de 4x de cDNA do TAM. Em X esta demonstrado o valor dos
ciclos de PCR e em Y os valor de ARn. As intercessdes da linha verde com as curvas
indicam o Cq da curva de amplificacao.
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Standard Curve

Detector: |UCP-1 hd
a Slope: -3. 240776

Intercept: 37.345329

R2: 0.994434

Ct

25
1.20 1.60 2 240 280 3.20 360 4.00

Log CO

Figura 07: Curva padrdo referente ao gene Ucpl utilizando diluicdo seriada de 4x de
cDNA do TAM. Em X estdo demonstrados os valores de Log da concentracdo de cDNA e
em Y os valores de Cq correspondes a cada diluicao.

O slope da curva padrao foi usado para estimar a eficiéncia de amplificacéo.
Uma reacao 100% eficiente produzira um aumento de 10 vezes no amplicon da PCR
a cada 3,32 ciclos durante a fase exponencial de amplificacédo (log, 10 = 3, 3219), ou
seja, o amplicon dobra em quantidade durante a fase geométrica. O calculo da
estimativa da eficiéncia (E) foi calculado pela formula: E= (105" — 1) x 100. Os
primers foram considerados apropriados para avaliar a expressao génica pelo
sistema SYBR® Green quando apresentaram eficiéncia de reacdo acima de 80% e
abaixo de 120%. Os valores de baseline foram ajustados para 3-15 ciclos e o
threshold fixado em 0,2 para todas as amostras. A Tabela 05 mostra os valores de

slope e as eficiéncias dos primers avaliados.
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Tabela 05: Sequéncias de primers forward (F’) e reverse (R’), slope, eficiéncia de

reacéo e coeficiente de correlacdo (R?) referentes aos genes avaliados.

Eficiéncia do

Gene Primer Slope orimer (%) R?
rRNA18S ;, e e e e -3,32 100 0,9998
Adra2 R IO ToTC e 3,33 100 0,9806
Gp|RSMSSTCSSSTTOCNS oo a0 oow
w2 |EgSscereccmeme gy oy ogrs

[11.4.4.2 Curva de dissociacdo dos amplicons

Foi realizada a andlise da curva de dissociacdo dos amplicons, conforme os
guidelines para real time (MIQE), para identificar a formacdo de produtos
inespecificos no final de cada corrida, possivelmente gerados a partir de excesso de
primers ou falha no desenho dos mesmos. A Figura 08 ilustra a curva de dissociacao
do gene Ucpl, indicando a ocorréncia de um Unico pico a temperatura proxima de
80°C, mostrando ndo haver contaminacéo ou formacéo de produtos inespecificos.

Ao final dos 40 ciclos da gRT-PCR, a temperatura foi elevada gradualmente
de 60 a 95°C, mantendo-se por 15 segundos em cada grau Celsius. Na medida em
gue os amplicons desnaturaram, o sinal fluorescente emitido pelo SYBR® Green foi
reduzido e a temperatura em que metade do produto da PCR estava dissociada
medida. O grafico resultante permitiu verificar se houve um ou mais produtos de
PCR presentes em cada reacdo devido a diferencas de temperatura de melting
(Tm), especificas e dependentes do tamanho do fragmento e do contetdo de GC
(%GC). O Tm desejado foi em torno de 80°C.
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Figura 08: Curva de dissociacéao referente ao amplicon do primer Ucpl. No eixo x esta
representado a temperatura de dissociacdo do amplicon gerado pela reacdo de PCR e no
eixo Y a derivada do valor de emissao de fluorescéncia.

111.4.4.3 Experimento de validagéo do AAC,

Para determinar se as reacfes de amplificacdo apresentavam a mesma
eficiéncia, foi observada a maneira em que 0 ACqy (Cq avo — Cq referéncia) Variava com a
diluicdo da amostra (cDNA do TAM ou TAB).

A avaliacao das eficiéncias relativas da amplificacdo do alvo e da amplificacao
do gene de referéncia foi alcancada pela corrida de curvas padrbes para cada
amplicon utilizando a mesma amostra. A amostra no experimento de validacao
expressava ambos os genes alvo e gene de referéncia. Os valores de C, gerados a
partir dos pontos de massa da curva padréo equivalente (alvo em comparacdo a
referéncia) foram usados no calculo do AC,. Os valores foram colocados em grafico
em comparacédo ao log de entrada para criar uma regressao linear semi-log. O slope
da regressao linear semi-log foi utilizado como critério geral para o experimento de
validacdo, cujo valor absoluto foi menor ou igual a -1. A Tabela 06 demonstra os

resultados obtidos.
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Tabela 06: Valores de slope dos genes avaliados para validar o uso do método do
AAC,.

Gene Primer Slope

Adra2 F CTCTTCCTGGTGTCTCTG 1
R’ CCAGTAGCCCATAACCTC
F’ CACGCCGAGACTACAGAC

Adrb3 R TTACGAGGAGTCCCACTAC -1,66

Ucpl F’ CAAAGTCCGCCTTCAGATC e
R TGGTGATGGTCCCTAAGAC '

Ucp2 F CTGGCGGTGGTCGGAGATAC 113
R GGGCAACATTGGGAGAGGTC '

Leptina F’ CAGGCTCTCTGGCTTCTG 1
R’ GAGACCTCCTCCATCTGCTG

Lep F’ GAACCTGTGAGGATGAGTG 14
R CACTGGCTGACAGAACTATG '

fns F CCTTGGATCGTTCCTCTCAC 169
R GGTCCGTTTGATGCTCAGAG '

[11.5 Analise estatistica

A normalidade dos dados foi testada pelo teste Shapiro-Wilk. O efeito da dieta
e do treinamento fisico em esteira sobre os depdsitos adiposos, grau de obesidade,
teste de esforco e expressdo génica relativa foi avaliado pela andlise da variancia
(ANOVA) por TWO-WAY (Teste de Bonferroni). Para andlise do indice de
adiposidade foi realizado, ainda, o célculo da regressao linear e do coeficiente de
Pearson. Foi considerado estatisticamente significante p< 0,05 e os dados foram
apresentados como média + erro padrdo da média (MtEPM). A analise estatistica foi

realizada pelo programa PRISMA (GraphPad Prism 5).
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IV Resultados

IV.1 Efeito da dieta e do exercicio fisico sobre os parametros avaliados

IV.1.1 Efeito da dieta hiperglicidica e do treinamento fisico em esteira sobre o ganho

de peso e consumo alimentar

Conforme descrito anteriormente, a dieta hiperglicidica foi implantada logo
apos o desmame e o0s animais submetidos ao treinamento fisico em esteira
passaram por uma semana de adaptacdo ao mesmo, totalizando, portanto, 5 ou 9
semanas de dieta e 4 ou 8 semanas de treinamento fisico em esteira.

Os resultados das médias de peso inicial, peso final e ganho de peso para 0s
animais submetidos a 4 e 8 semanas de treinamento fisico em esteira estdo
demonstrados pelas Tabelas 07 e 08, respectivamente, e Figura 09.

A Tabela 07 e a Figura 09 mostram que ndo houve diferenca entre 0s pesos
iniciais e finais, bem como para o ganho de peso dos grupos experimentais

submetidos a 4 semanas de treinamento em esteira.

Tabela 07: Ganho de peso dos grupos submetidos a 4 semanas de treinamento em

esteira.
4 semanas
Peso inicial (g) Peso final (g) Ganho de peso (9)

Grupo (n=12) M + EPM p-valor M + EPM p-valor M + EPM p-valor
CS 102,2+2,2 287,819,4 151,8+8,5

DS 100,3+£3,4 p>0,05 304,9+12,1 p>0,05 164,5+10,9 p>0,05
CTE 102+2,7 p>0,05 260,4+11,82 p>0,05 132,5+£10,8 p>0,05
DTE 98,1+3,7 p>0,05 287,2+11,7 p>0,05 164,7+8,05 p>0,05

Os dados estéo representados como média + erro padréo da média (MtEPM).

De modo similar ao observado no grupo submetido a 4 semanas de
treinamento, no grupo treinado em esteira por 8 semanas nao apresentou diferencas
entre 0s pesos iniciais e finais nem para o ganho de peso (Tabela 08 e Figura 09).

O peso final e 0 ganho de peso para os animais submetidos ha 8 semanas
treinamento em esteira foram maiores para todos os grupos, quando comparado aos

animais de treinados por 4 semanas (Tabela 08 e Figura 09).
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Tabela 08: Ganho de peso dos grupos submetidos a 8 semanas de treinamento em

esteira.
8 semanas
Peso inicial (g) Peso final (g) Ganho de peso (9)

Grupo (n=6) | M+ EPM p-valor M+EPM  p-valor M + EPM p-valor
CS 96,216 387,3+11,1 291,2+15,8? p<0,0012
DS 99,1+6,7 p>0,05 404,3+32,3 p>0,05 305,2+32,5" p<0,001°
CTE 90,6+6,9 p>0,05 363,8+16,8 p>0,05 273,2+20,7¢ p<0,001c
DTE 88,8156 p>0,05 412,4+6,8 p>0,05 323,618,7° p<0,001°

Os dados estao representados como média + erro padréo da media (MtEPM).
®p<0,05 em relag&o ao grupo CS 4 semanas.

bp<0,05 em relacdo ao grupo DS 4 semanas.

°p<0,05 em relagdo ao grupo CTE 4 semanas.

dp<0,05 em relacdo ao grupo DTE 4 semanas.
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Figura 09: Efeito da dieta hiperglicidica e do treinamento fisico sobre o peso final (A) e
0 ganho de peso (B) dos animais ap0s 4 e 8 semanas. Os animais DS receberam dieta
hiperglicidica ap6s o desmame durante 5 ou 9 semanas e os DTE treinamento em esteira
rolante durante 4 ou 8 semanas. A seguir, foram decapitados e os depdsitos recolhidos,
pesados, armazenados e comparados com 0s respectivos controles.

O efeito da dieta (*) e/ou do treinamento (*) foi avaliado pela analise de variancia (ANOVA)
TWO-WAY (Teste de Bonferroni) e considerado significativo quando p<0,05.

O consumo alimentar e a ingestdo caldrica dos animais submetidos a 4 e 8
semanas de treinamento fisico em esteira ndo apresentaram diferencas, como
demonstrado pela Tabela 09 e ilustrado pela Figura 10. A ingestdo caldrica foi

estimada a partir da multiplicacdo do consumo alimentar dos grupos que receberam
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dieta controle por 2,92 e dos grupos que receberam dieta hiperglicidica por 3,18
(valores que representam quantidade de calorias fornecida por grama de
racao/dieta, respectivamente).

A ingestao alimentar e caldrica foram menores para o grupo DS submetido a
8 semanas de treinamento em esteira em relagdo ao grupo de 4 semanas (Figura

09B).

Tabela 09: Consumo alimentar (g) e ingestéo calérica (kcal) dos animais submetidos

a 4 e 8 semanas de treinamento fisico em esteira.

4 semanas (n=5)

8 semanas (n=9)

Consumo Ingestdo calérica  Consumo alimentar Ingestéo caldrica
alimentar (g) (kcal) (9) (kcal)

Grupo M+ EPM p-valor M+ EPM p-valor M + EPM p-valor M + EPM p-valor

CS 27,412 80+5,9 21,7£2,9 63,318,4
b 0,5880; b 0,9216;
DS 28,7+2,1 0,6575 91,446,8 0,2388 19,5+2,6 0,0348" 62,1+8,3 0,0348"
CTE 23,7+1,8 0,2111 69,2345,3 0,2111 20,8+2,7 0,8246 60,718 0,8246
DTE 27,9+2,3 0,1952 88,75+7,5 0,0658 19,9427 0,8191 63,318,4 0,8258

Os dados estao representados como média + erro padréo da media (MtEPM).
bp<0,05 em relacdo ao grupo DS 4 semanas.
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Figura 10: Efeito da dieta hiperglicidica e do treinamento fisico sobre a ingestéo
alimentar (A) e cal6rica (B) dos animais ap06s 4 e 8 semanas. Os animais DS receberam
dieta hiperglicidica ap6s o desmame durante 5 ou 9 semanas e os DTE treinamento em
esteira rolante durante 4 ou 8 semanas. A seguir, foram decapitados e o0s depdsitos
recolhidos, pesados, armazenados e comparados com 0s respectivos controles.

O efeito da dieta (*) e/ou do treinamento (*) foi avaliado pela anélise de variancia (ANOVA)
TWO-WAY (Teste de Bonferroni) e considerado significativo quando p<0,05.
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IV.1.1.1 Efeito da dieta hiperglicidica e do treinamento fisico em esteira sobre os

depositos adiposos retroperitoneal e inguinal

Ap6s 4 ou 8 semanas de treinamento fisico em esteira, os animais foram
sacrificados e os depdésitos retroperitoneal e inguinal, dissecados e pesados. O
efeito da dieta e do treinamento sobre estes depdésitos € mostrado na Tabela 10 e

ilustrado pela Figura 11.

Tabela 10: TA retroperitoneal e inguinal dos animais submetidos a 4 e 8 semanas

de treinamento fisico em esteira.

4 semanas (n=12) 8 semanas (n=6)
Retroperitoneal (g) Inguinal (g) Retroperitoneal (g) Inguinal (g)
Grupo | M*EPM  p-valor M+ EPM  p-valor M+ EPM p-valor M+ EPM p-valor
CSs 1,6+0,19 3,7£0,33 3,8+0,8° p<0,05° 1,5+0,28% p<0,05°
DS 2,5+0,35 p>0,05 4,5+0,5 p>0,05 6,7+1,2" p<0,01” 4,2+0,93* p<0,01*

CTE 1,6£0,59 p>0,05 2,9+0,54* p<0,05*  2,3+0,28 p>0,05 0,7210,22°  p<0,05°
DTE 3,2£0,59  p>0,05 5,1+0,66" p<0,001" 6,1+0,72*° p<0,001*?  3,9+1,1%*"  p<0,05"°

Os dados estao representados como média + erro padréo da media (MtEPM).
*p<0,05 em relacdo ao grupo CS.

p<0,05 em relagéo ao grupo CTE.

®p<0,05 em relacg&o ao grupo CS 4 semanas.

¢ p<0,05 em relacdo ao grupo CTE 4 semanas.

d p<0,05 em relacéo ao grupo DTE 4 semanas.

A Figura 11A mostra as alteracOes sofridas pelo TA retroperitoneal para os
animais submetidos a 4 e 8 semanas de treinamento em esteira. Ndo foram
apresentadas alteracdes significativas para este depdsito no grupo treinado por 4
semanas, enquanto a associacdo dieta e treinamento resultou numa elevacao de
165% no tecido dos animais DTE apds 8 semanas. Comparando o coxim
retroperitoneal dos animais submetidos a 4 e 8 semanas de treinamento fisico em
esteira, houve um aumento deste depdsito para os grupos CS (137%), DS (168%) e
DTE (90%), efeito bloqueado pelo treinamento apenas no grupo que recebeu dieta
padrao balanceada.

Como mostrado pela Figura 11B, o tamanho do TA inguinal dos animais
submetidos a 4 semanas de treinamento fisico em esteira foi afetado diretamente
pelo treinamento, mostrando uma reducdo de 20% do depdsito no grupo CTE;

entretanto, a associacdo dieta e treinamento resultou num aumento de 75% no
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tecido do grupo DTE. Para o grupo treinado em esteira por 8 semanas, a dieta
afetou diretamente o resultado, aumentando em 180% o tamanho do TA inguinal do
grupo DS, enquanto a associa¢do entre as duas variaveis resultou numa elevagao
de 210% do deposito no grupo DTE.

A comparacéo entre o TA inguinal dos grupos submetidos a 4 e 8 semanas de
treinamento fisico em esteira apresentou uma reducdo do coxim influenciada pela
dieta e pelo treinamento, como demonstrado pelos grupos CS (60%), CTE (75%) e
DTE (20%); entretanto, este efeito ndo foi observado para o grupo dieta
hiperglicidica-sedentario (DS).
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Figura 11: Efeito da dieta hiperglicidica e do treinamento fisico sobre os depdsitos
retroperitoneal (A) e inguinal (B). Os animais DS receberam dieta hiperglicidica apds o
desmame durante 5 ou 9 semanas e os DTE treinamento em esteira rolante durante 4 ou 8
semanas. A seguir, foram decapitados e os depdsitos recolhidos, pesados, armazenados e
comparados com os respectivos controles.
O efeito da dieta (*) e/ou do treinamento (*) foi avaliado pela analise de variancia (ANOVA)

TWO-WAY (Teste de Bonferroni) e considerado significativo quando p<0,05.

47



IV Resultados

IV.1.1.2 Efeito da dieta e do treinamento fisico sobre o TAM

Conforme citado anteriormente, apdés 4 ou 8 semanas de treinamento em
esteira, os animais foram sacrificados e o TAM dissecado e pesado. O efeito da
dieta e do treinamento fisico em esteira sobre o TAM estd demonstrado na Tabela

11 e ilustrado pela Figura 12.

Tabela 11: TAM de animais submetidos a 4 e 8 semanas de treinamento fisico em

esteira.
4 semanas (n=12) 8 semanas (n=6)
TAM TAM

Grupo M+ EPM p-valor M+ EPM p-valor
CS 0,44+0,04 0,32+0,06

DS 0,61+0,05* p<0,01* 0,53+0,05* p<0,05*
CTE 0,32+0,01 p>0,05 0,26+0,04 p>0,05
DTE 0,55+0,05" p<0,001" 0,55+0,02" p<0,01*

Os dados estao representados como média + erro padrdo da media (MtEPM).
*p<0,05 em relacdo ao grupo CS.
#p<0,05 em relagéo ao grupo CTE.

A Figura 12 mostra as alteracfes sofridas pelo TAM dos animais submetido a
4 e 8 semanas de treinamento em esteira. Os animais submetidos a 5 semanas de
dieta tiveram um aumento de 38% no TAM e o treinamento por 4 semanas nao
bloqueou o efeito da dieta, aumentando o TAM do DTE em 71%. Para os animais
submetidos a 9 semanas de dieta, o0 TAM sofreu um acréscimo de 65%, o qual, de
forma analoga ao treinamento por 4 semanas, nao teve o efeito da dieta bloqueado
pelo treinamento por 8 semanas, aumentando em 111% para o DTE. Nao houve

diferencas no peso deste depdsito entre os dois periodos de treinamento.
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Figura 12: Efeito da dieta hiperglicidica e do treinamento fisico em esteira sobre o
TAM. Os animais DS receberam dieta hiperglicidica apés o desmame durante 5 ou 9
semanas e os DTE treinamento em esteira rolante durante 4 ou 8 semanas. A seguir, foram
decapitados e os depoésitos recolhidos, pesados, armazenados e comparados com 0S
respectivos controles.

O efeito da dieta (*) e/ou do treinamento (*) foi avaliado pela anélise de variancia (ANOVA)
TWO-WAY (Teste de Bonferroni) e considerado significativo quando p<0,05.

IV.1.1.3 Avaliacéo do grau de obesidade: indices de Lee e de adiposidade

No dia do sacrificio, os animais foram pesados e o comprimento naso-anal
(CNA) aferido para o calculo do indice de Lee. Apds a dissecacdo, 0os depadsitos
adiposos foram pesados e o indice de adiposidade foi calculado, conforme descrito
em Metodologia. O efeito da dieta e do treinamento em esteira sobre os indices de

Lee e adiposidade € mostrado na Tabela 12 e ilustrado pela Figuras 13.
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Tabela 12: indices de Lee e de adiposidade dos animais submetidos a 4 e 8

semanas de treinamento fisico em esteira.

4 semanas (n=12) 8 semanas (n=6)
indice de Lee IA indice de Lee IA
Grupo | Mt EPM p-valor M+ EPM p-valor M+ EPM p-valor M + EPM p-valor
CS 0,32+0,005 240,2 0,33+0,003 2,7+0,3
DS 0,320,005 p>0,05 3,7+0,28 p>0,05  0,34+0,003° p<0,05° 3,9+0,63  p>0,05
CTE 0,320,004 p>0,05 2,8+0,67 p>0,05 0,32+0,0056 p>0,05  1,8+0,23  p<0,05
DTE 0,320,005  p>0,05 4,4+0,57" p<0,05" 0,33+0,005  p>0,05  4,2+0,46° p<0,05"

Os dados estao representados como média + erro padréo da media (MtEPM).
p<0,05 em relag&o ao grupo CTE.
bp<0,05 em relacdo ao grupo DS 4 semanas.

A Figura 13A mostra que ndo houve diferencas entre o indice de Lee dos
animais submetidos a 4 e 8 semanas de treinamento em esteira. Entretanto, a
comparacao entre os dois periodos de treinamento mostrou um aumento de 6% no
indice do grupo DS.

Como demonstrado pela Figura 13B, a associagao entre dieta e treinamento
exerceu efeito sobre o indice de adiposidade dos grupos DTE por 4 e 8 semanas,

aumentando emi 57% e 133% os valores do indice, repectivamente.
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Figura 13: Grau de obesidade determinado pelos indices de Lee (A) e de adiposidade
(B) dos animais submetidos a 4 e 8 semanas de treinamento fisico em esteira. Os
animais DS receberam dieta hiperglicidica ap6s o desmame durante 5 ou 9 semanas e 0s
DTE treinamento em esteira rolante durante 4 ou 8 semanas. A seguir, foram decapitados e
os depésitos recolhidos, pesados, armazenados e comparados com 0S respectivos
controles.

O efeito da dieta (*) e/ou do treinamento (*) foi avaliado pela anélise de variancia (ANOVA)
TWO-WAY (Teste de Bonferroni) e considerado significativo quando p<0,05.

Contudo, para verificar se o ganho de peso era acompanhado pelo aumento
da adiposidade, foi realizada pela correlacéo linear (coeficiente de Pearson) entre as

duas variaveis.
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A Tabela 13 representa a correlagdo entre as varidveis ganho de peso e

indice de adiposidade dos animais submetidos a 4 e 8 semanas de treinamento

fisico em esteira.

Tabela 13: Correlagdo entre ganho de peso e indice de adiposidade dos animais

submetidos a 4 e 8 semanas de treinamento fisico em esteira.

4 semanas (n=12)
2

8 semanas (n=6)

Grupo Pearson R p-valor Pearson R? p-valor
CS 0,1661 0,0276 0,6254 0,1998 0,0399 0,7044
DS 0,9099* 0,8280* 0,0001* 0,8863* 0,7856* 0,0186*
CTE 0,2571 0,0661 0,4455 0,7591 0,5762 0,1367
DTE 0,8907* 0,7933* 0,0002* 0,0772 0,0060 0,8845
*p<0,05.

As Figuras 14A e 14B mostram que houve correlacdo positiva significativa

entre o ganho de peso e o indice de adiposidade para os grupos DS e DTE do grupo

submetido a 5 semanas de dieta, acompanhadas de valores significativos no

coeficiente de determinacéo (R?).
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Figura 14: Relacado entre ganho de peso e indice de adiposidade (regresséo linear) de
animais submetidos a treinamento fisico em esteira durante 4 semanas. Grupos DS (A)
e DTE (B). Os animais DS receberam dieta hiperglicidica apés o desmame durante 5
semanas e os DTE treinamento em esteira rolante durante 4 semanas.

Para o grupo submetido a 9 semanas de dieta, houve correlacdo positiva
significativa entre o ganho de peso e o indice de adiposidade somente para 0 grupo
DS (Figura 15).
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Figura 15: Relacdo entre ganho de peso (g) e indice de adiposidade (regressao linear)
de animais submetidos a treinamento fisico em esteira durante 8 semanas. Grupo DS
(A). Os animais DS receberam dieta hiperglicidica apés o desmame durante 9 semanas e 0s
DTE treinamento em esteira rolante durante 8 semanas.

IV.1.1.4 Comparacédo do desempenho fisico dos animais

Apés 4 dias de adaptacao, os animais foram submetidos ao teste do esfor¢o
fisico (exercicio progressivo) em esteira com inclinacdo fixa até o ponto de fadiga,
para determinacdo da capacidade de realizacdo de trabalho e demonstrar que nao
havia diferencas entre os mesmos. No penultimo dia (4° dia) da 4% e 82 semanas
foram novamente submetidos ao exercicio progressivo e o desempenho fisico dos
animais treinados foi comparado a semana de adaptacdo, como demonstrado pela

Tabela 14 e ilustrado pela Figura 16.
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Tabela 14: Capacidade de realizacdo de trabalho de animais submetidos 4 e 8

semanas de treinamento fisico em esteira.

Adaptagédo (n=12) 42 semana (n=12) Adaptacédo (n=6) 82 semana (n=6)
Grupo | M+ EPM p-valor M+ EPM p-valor M + EPM p-valor M+ EPM p-valor
CS 1,6+1,3 32,242 17,2+2,2 51+5
DS 18,3+3,1 p>0,05 36,8+2,6 p>0,05 13,6+2 p>0,05 48,6+4,7 p>0,05
CTE 14,6+1,5 p>0,05 47+6,3° p<0,001° 152+2,5 p>0,05 77,9+11° p>0,001°
DTE 19,87 p>0,05 53,1+3,5% p<0,001" 14,3+22 p>0,05 77,5+115% p>0,001°

Os dados estao representados como média + erro padréo da media (MtEPM).
°p<0,05 em relacéo ao grupo CTE na semana de adaptag&o.
dp<0,05 em relacdo ao grupo DTE na semana de adaptacao.

Conforme ilustrado pela Figura 16A, a capacidade de realizacdo de trabalho
dos grupos CTE e DTE por 4 semanas de treinamento em esteira aumentou 221% e
168%, respectivamente, enquanto para os grupos CTE e DTE por 8 semanas
aumentou em 410% e 440%, respectivamente (Figura 16B).
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A) Trabalho
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B) d
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— Il CS
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40-
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Sedeptario Treipado
Adap. i 82 sem Adap. i 82 sem

°p<0,05 em relacdo ao grupo CTE na semana de adaptac3o.
dp<0,05 em relacdo ao grupo DTE na semana de adaptacéo.

Figura 16: Capacidade de realizacdo de trabalho dos animais treinados em esteira por
4 8 semanas. (A) Os animais DS receberam dieta hiperglicidica apés o desmame durante 5
semanas e os DTE treinamento em esteira rolante durante 4 semanas. (B) Os animais DS
apos o desmame receberam dieta hiperglicidica durante 9 semanas e os DTE treinamento
em esteira rolante durante 8 semanas. A seguir, foram decapitados e o0s depdsitos
recolhidos, pesados, armazenados e comparados com 0s respectivos controles.

O efeito da dieta (*) e/ou do treinamento (*) foi avaliado pela anélise de variancia (ANOVA)
TWO-WAY (Teste de Bonferroni) e considerado significativo quando p<0,05.
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IV.1.2 Efeito da dieta e do treinamento fisico em esteira sobre o0s niveis plasmaticos

de leptina, insulina e &cidos graxos nao esterificados (NEFAS)
IV.1.2.1 Niveis plasméticos de leptina

Ao final das 4 e 8 semanas de treinamento fisico em esteira, os animais foram
sacrificados por decapitacdo e amostras de sangue fora colhidas para determinar a
concentragdo circulante do hormoénio leptina por radioimunoensaio, conforme
descrito em Metodologia.

Os niveis de leptina no plasma dos grupos submetido a 4 e 8 semanas de
treinamento em esteira estdo demonstrados na Tabela 15 e ilustrados pela Figura
17.

Tabela 15: Niveis plasmaticos de leptina (ng/mL) de animais submetidos a 4 e 8

semanas de treinamento fisico em esteira.

4 semanas (n=11) 8 semanas (n=6)
Leptina Leptina
Grupo M+ EPM p-valor M+ EPM p-valor
CSs 4+0,27 3,4+0,63
DS 5,9+0,47* p<0,01* 5,7+1,05* p<0,001*
CTE 2,7+0,21* p<0,05* 3,940,74 0,6034
DTE 4,6+0,39" p<0,01%; p<0,05° 6,7+0,89"¢ p<0,001*, p<0,001°

Os dados estéo representados como média + erro padrdo da media (MtEPM).
*n<0,05 em relacéo ao grupo CS.

*p<0,05 em relacdo ao grupo CTE.

§p<0,05 em relacdo ao grupo DS.

dp<0,05 em relacdo ao grupo DTE 4 semanas.

A Figura 17 representa 0s niveis de leptina plasmatica dos animais
submetidos a 4 e 8 semanas de treinamento fisico em esteira. O efeito da dieta
sobre os niveis de leptina foi extremamente significante, como demonstrado pela
elevacdo dos niveis plasmaticos do horménio nos grupos DS por 4 e 8 semanas
(47,5% e 67%, respectivamente). A associacdo entre dieta e treinamento resultou
em acréscimos de 70% da leptina plasmatica do grupo DTE por 4 semanas e de
71% do grupo DTE por 8 semanas. O treinamento fisico em esteira per si afetou de
forma significativa a concentracdo da leptina circulante por 4 semanas, reduzindo os

niveis do horménio em 32% no grupo CTE e 22% no grupo DTE (em relacdo ao DS).
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Todavia, este efeito ndo foi observado para os animais submetidos ao treinamento
fisico em esteira por 8 semanas.

A comparacdo entre os niveis plasméaticos de leptina dos grupos submetidos
a 4 e 8 semanas de treinamento fisico em esteira mostrou um aumento de 45% na

leptina plasmética do grupo DTE.

Leptina d
10 4 Bl CS
8- * @ CTE
@l DS
2 6 R DTE
g 4 *

Dieta cpntrole Dieta higerglicidica

|
4 sem | 8 sem 4sem ! 8sem

*p<0,05 em relacdo ao grupo CS

p<0,05 em relagéo ao grupo CTE.

§p<0,05 em relacdo ao grupo DS

d p<0,05 em relacédo ao grupo DTE 4 semanas.

Figura 17: Niveis plasméticos de leptina (hg/mL) apds 4 e 8 semanas de treinamento
fisico em esteira. Os animais DS receberam dieta hiperglicidica apés o desmame durante 5
e 9 semanas e os DTE treinamento em esteira rolante durante 4 e 8 semanas. A seguir,
foram decapitados e as amostras de sangue foram coletadas, armazenadas e comparadas
com 0s respectivos controles.

O efeito da dieta (*) e/ou do treinamento (*) foi avaliado pela anélise de variancia (ANOVA)
TWO-WAY (Teste de Bonferroni) e considerado significativo quando p<0,05.

IV.1.2.2 Niveis plasmaticos de insulina

Ao final das 4 e 8 semanas de treinamento fisico em esteira, 0os animais foram
sacrificados por decapitacdo e amostras de sangue foram colhidas para determinar
a concentracdo circulante do horménio insulina por radioimunoensaio, conforme

descrito em Metodologia.
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Os niveis de insulina no plasma dos grupos submetido a 4 e 8 semanas de
treinamento em esteira estdo demonstrados na Tabela 16 e ilustrados pela Figura
18.

Tabela 16: Niveis plasmaticos de insulina (ng/mL) de animais submetidos a 4 e 8

semanas de treinamento fisico em esteira.

4 semanas 8 semanas
Insulina (n=11) Insulina (n=6)
Grupo M+ EPM p-valor M+ EPM p-valor
Cs 1,2+0,15 1,2+0,09
DS 2+0,41 p>0,05 1,7+0,28 p>0,05
CTE 0,7+0,06 p>0,05 1,4+0,46° p<0,01°
DTE 1+0,128 p<0,001° 1,640,2 p>0,05

Os dados estao representados como média + erro padrdo da media (MtEPM).
§p<0,05 em relacdo ao grupo DS.
°p<0,05 em relacéo ao grupo CTE 4 semanas.

A Figura 18 mostra os niveis plasmaticos de insulina dos animais submetidos
a 4 e 8 semanas treinamento fisico em esteira. A associacdo entre dieta e
treinamento resultou numa reducdo de 100% nos niveis plasmaticos de insulina do
grupo DTE por 4 semanas, enquanto ndo foram observadas alteracdes significativas
nos niveis do hormaonio circulante para o grupo treinado em esteira por 8 semanas.

A comparacao entre os niveis plasmaticos de insulina dos grupos submetidos
a 4 e 8 semanas de treinamento fisico em esteira mostrou um aumento de 100% na

insulina plasméatica do grupo CTE.

59



IV Resultados

Insulina
10-
Bl CS
8- @ CTE
|;| Bl DS
61 Bl DTE

ng/mL

Ll

Dieta cpntrole Dieta higerglicidica

|
4 sem | 8 sem 4sem ! 8sem

¥p<0,05 em relacéo ao grupo DS.
°p<0,05 em relacdo ao grupo CTE 4 semanas.

Figura 18: Niveis plasmaticos de insulina (ng/mL) apés 4 e 8 semanas de treinamento
fisico em esteira. Os animais DS receberam dieta hiperglicidica ap6s o desmame durante 5
e 9 semanas e os DTE treinamento em esteira rolante durante 4 e 8 semanas. A seguir,
foram decapitados e as amostras de sangue foram coletadas, armazenadas e comparadas
com 0s respectivos controles.

O efeito da dieta (*) e/ou do treinamento (*) foi avaliado pela anélise de variancia (ANOVA)
TWO-WAY (Teste de Bonferroni) e considerado significativo quando p<0,05.

Para avaliar a existéncia de uma relacdo entre niveis de insulina e leptina
plasmaticos, foi realizada uma correlacao linear (coeficiente de Pearson) entre estas
duas variaveis dos animais submetidos a 4 e 8 semanas de treinamento em esteira,

como representado pela Tabela 17.

Tabela 17: Correlacdo entre niveis plasmaticos de insulina e leptina dos animais

submetidos a 4 e 8 semanas de treinamento fisico em esteira.

4 semanas (n=12) 8 semanas (n=6)
Grupo Pearson R’ p-valor Pearson R? p-valor
CS 0,1975 0,0383 0,6741 0,4804 0,2307 0,4128
DS -0,1029 0,0106 0,8262 0,5582 0,3116 0,3282
CTE 0,5461 0,2982 0,1024 0,7448 0,5547 0,2553
DTE -0,4230 0,1789 0,1707 0,6653 0,4426 0,3347

*p<0,05.
N&o houve correlacfes significativas entre as duas variaveis analisadas em

todos os grupos.
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V.1.2.3 Niveis plasméticos de NEFAs

Ao final das 4 e 8 semanas de treinamento fisico em esteira, os animais foram
sacrificados por decapitacdo e amostras de sangue foram colhidas para determinar
a concentracao circulante de NEFAs pelo método colorimétrico, conforme descrito
em Metodologia.

Os niveis de NEFAs no plasma dos grupos submetido a 4 e 8 semanas de
treinamento em esteira estdo demonstrados na Tabela 18 e ilustrado pela Figura 19.

Tabela 18: Niveis plasmaticos de NEFAs de animais submetidos a 4 e 8 semanas

de treinamento fisico em esteira.

4 semanas 8 semanas
NEFAs (n=11) NEFAs (n=6)
Grupo M+ EPM p-valor M+ EPM p-valor
CS 0,8+0,07 0,940,22
DS 1,1+0,12 p>0,05 1+0,13 p>0,05
CTE 1,1+0,15 p>0,05 0,940,16 p>0,05
DTE 1+0,13 p>0,05 0,8+0,1 p>0,05

Os dados estéo representados como média + erro padrdo da media (MtEPM).

De acordo com a Figura 19, a dieta e o treinamento fisico em esteira nao
afetaram os niveis de NEFAs circulantes dos animais submetidos a 4 e 8 semanas
de treinamento, bem como a comparacdo entre os dois periodos também nao

apresentou diferencas.
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Figura 19: Niveis plasmaticos de NEFAs (mmol/L) apds 4 e 8 semanas de treinamento
fisico em esteira. Os animais DS receberam dieta hiperglicidica ap6s o desmame durante 5
e 9 semanas e os DTE treinamento em esteira rolante durante 4 e 8 semanas. A seguir,
foram decapitados e as amostras de sangue foram coletadas, armazenadas e comparadas
com 0s respectivos controles.

O efeito da dieta (*) e/ou do treinamento (*) foi avaliado pela anélise de variancia (ANOVA)
TWO-WAY (Teste de Bonferroni) e considerado significativo quando p<0,05.

Para verificar a existéncia de uma relacdo entre 0s niveis plasmaticos de
leptina e NEFAs foi realizada uma correlacgéo linear entre estas duas variaveis.

A Tabela 19 mostra a correlagcéo linear (coeficiente de Pearson) entre 0s
niveis plasmaticos de leptina e NEFAs dos animais submetidos a 4 e 8 semanas de

treinamento fisico em esteira.

Tabela 19: Correlacédo entre niveis plasmaticos de leptina e NEFAs dos animais

submetidos a 4 e 8 semanas de treinamento fisico em esteira.

4 semanas (n=12) 8 semanas (n=6)
Grupo Pearson R’ p-valor Pearson R? p-valor
CS 0,0320 0,0010 0,9255 -0,4312 0,1859 0,5688
DS -0,1620 0,0263 0,6341 0,7412 0,5494 0,2588
CTE 0,5339 0,2850 0,0907 0,5873 0,3449 0,4127
DTE -0,0635 0,0040 0,8447 -0,9592* 0,9202* 0,0408*

*p<0,05.
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A Figura 20 mostra a existéncia de uma correlacdo linear negativa
significativa entre os niveis plasmaticos de leptina e NEFAs para o grupo DTE por 8

semanas.

A) DTE

1.5+

R2: 0,9202 - NEFAs

mmol/L

OC T T ) !
6 7 8 9 10

Leptina (ng/mL)

Figura 20: Relacdo entre niveis plasmaticos de leptina (ng/ mL) e NEFAs (mmol/ L)
(regresséo linear) de animais submetidos a treinamento fisico em esteira durante 8
semanas. Grupo DTE (A). Os animais DS receberam dieta hiperglicidica apés o desmame
durante 9 semanas e os DTE treinamento em esteira rolante durante 8 semanas.

IV.2 Expresséo génica relativa dos transcritos avaliados
IV.2.1 Quantificacdo dos niveis de mRNA de Ucpl no TAM

A andlise da expressdo do gene Ucpl foi realizada utilizando a técnica de
gRT-PCR Real Time, conforme descrito em Metodologia.

A Figura 21 mostra o padrao de expressdo génica para Ucpl no TAM de
animais treinados em esteira por 4 e 8 semanas.

Para os animais submetidos ao treinamento fisico em esteira por 4 semanas,
nao houve diferencas no padrdo de expressdo do gene Ucpl entre as diferentes
amostras (Figura 21). Entretanto, o padrdo de expressdo do gene Ucpl apols 8
semanas foi afetado diretamente pela dieta, aumentando sua expresséo 2,6 vezes

no grupo DS. O treinamento em esteira por 8 semanas aumentou 1 vez a expressao
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do gene no grupo CTE, ao passo que a associacao entre dieta e treinamento reduziu
em 2,2 vezes 0s niveis do transcrito no grupo DTE. A comparagdo da expressao
génica do Ucpl entre os dois periodos de treinamento mostrou um aumento de 2,5
vezes em sua expressao no grupo DS e um aumento de 1 vez no grupo CTE por 8

semanas de treinamento fisico em esteira.
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o
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]
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*p<0,05.
**p<0,01.
***p<0,001.

Figura 21: Expressao relativa do gene Ucpl no TAM de animais submetidos ao
treinamento fisico em esteira durante 4 e 8 semanas. A expressado deste gene foi
avaliada nos grupos DS, CTE e DTE pelo método do 22 Como gene de referéncia foi
utilizado o gene RNA18S e como amostra calibradora o grupo controle sedentario (CS).

O efeito da dieta (*) e/ou do treinamento (*) sobre a expressdo génica relativa foi avaliado
pela andlise de variancia (ANOVA) TWO-WAY (Teste de Bonferroni) e considerado
significativo quando p<0,05.

Com a finalidade de verificar se o aumento no TAM decorrente da dieta era
acompanhado pela elevacdo dos niveis de mRNA de Ucpl no tecido, realizamos
uma correlacao linear entre estas variaveis.

A Tabela 20 representa a correlacdo entre o peso do TAM e o numero de

moléculas de mRNA de Ucpl.
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Tabela 20: Correlacdo entre peso do TAM (gramas) e numero de moléculas de

MRNA de Ucpl dos animais submetidos a 4 e 8 semanas de treinamento fisico em

esteira.
4 semanas (n=3) 8 semanas (n=3)

Grupo Pearson R? p-valor Pearson R? p-valor
CS -0,0837 0,0070 0,8305 -0,0241 0,0006 0,9509
DS 0,9282*  0,8616* 0,0003* -0,8286*  0,6865* 0,0058*
CTE -0,5268 0,2775 0,1451 0,8162*  0,6661* 0,0058
DTE -0,4314 0,1861 0,2463 -0,7899*  0,6239* 0,0113*
*p<0,05.

Como ilustrado pela Figura 22, para os animais submetidos a 4 semanas de
treinamento fisico em esteira, 0 aumento do TAM dos animais DS foi acompanhado
de uma elevacéo nos niveis de mRNA do gene Ucpl, devido a existéncia de uma

correlacdo positiva significativa entre as duas variaveis.
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Figura 22: Relacéo entre peso do TAM (gramas) e numero de moléculas de mRNA de
Ucpl (mmol/ L) (regresséo linear) de animais submetidos a treinamento fisico em
esteira durante 4 semanas. Grupo DS (A). Os animais DS receberam dieta hiperglicidica
ap6s o desmame durante 5 semanas e 0s DTE treinamento em esteira rolante durante 4
semanas.

A Figura 23 mostra que, o aumento do TAM decorrente da dieta nos animais
treinados por 8 semanas em esteira foi acompanhado de uma reducao nos niveis de
MRNA do gene Ucpl nos grupos DS e DTE, efeito ilustrado pela existéncia de uma

correlacdo negativa significativa entre as variaveis nestes grupos(Figuras 232 e C,
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respectivamente). Entretanto, o treinamento per si provocou um aumento do tecido
acompanhado de um aumento na transcricdo do gene no grupo CTE, devido a
existéncia de uma correlacdo positiva significativa entre as duas variaveis (Figura
23B).
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Figura 23: Relacdo entre peso do TAM (gramas) e numero de moléculas de mRNA de
Ucpl (mmol/ L) (regresséo linear) de animais submetidos a treinamento fisico em
esteira durante 8 semanas. Grupos DS (A), CTE (B) e DTE (C). Os animais DS receberam
dieta hiperglicidica ap6s o desmame durante 9 semanas e os DTE treinamento em esteira
rolante durante 8 semanas.
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IV.2.2 Quantificagdo dos niveis de mRNA de Adra2a e Adrb3 no TAM

A andlise da expressdo dos genes Adra2a e Adrb3 foi realizada utilizando a
técnica de qRT-PCR Real Time, conforme descrito em Metodologia.

O padréo de expressao dos genes Adra2a e Adrb3 no TAM de animais
treinados em esteira por 4 e 8 semanas é mostrado pelas Figuras 24 e 25.

De acordo com a Figura 24, os niveis de expressdo do gene Adra2a nos
animais treinados em esteira por 4 semanas foram iguais ao do calibrador (CS),
enquanto nao houve diferencas no padrao de expressao do gene entre as diferentes
amostras dos animais submetidos ao treinamento por 8 semanas. A comparacgao da
expressdo do gene Adra2 entre os dois periodos de treinamento ndo mostrou

diferencas.

Adra2a
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1.0021 BE CTE
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Il DTE
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=
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Figura 24: Expresséo relativa do gene Adra2a no TAM de animais submetidos ao
treinamento fisico em esteira durante 4 e 8 semanas. A expressado deste gene foi
avaliada nos grupos DS, CTE e DTE pelo método do 2. Como gene de referéncia foi
utilizado o gene RNA18S e como amostra calibradora o grupo controle sedentario (CS).

O efeito da dieta (*) e/ou do treinamento (*) sobre a expressdo génica relativa foi avaliado
pela andlise de variancia (ANOVA) TWO-WAY (Teste de Bonferroni) e considerado
significativo quando p<0,05.

A Figura 25 mostra que o padrdo de expressédo do gene Adrb3 no TAM de
animais treinados em esteira por 4 semanas ndo apresentou diferencas entre as
amostras. Para os animais submetidos ao treinamento fisico em esteira por 8
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semanas, a dieta aumentou a expresséo do gene em 0,2 vezes no grupo DS e o
treinamento aumentou em 0,4 vezes para CTE, ao passo que a associagdo entre
dieta e treinamento reduziu os niveis de expressédo do Adrb3 no DTE 0,3 vezes.

A comparacado da expressdo do gene Adrb3 entre os dois periodos de
treinamento foi 0,2 vezes maior para o grupo DS e 0,4 vezes maior para 0 grupo

CTE por 8 semanas
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Figura 25: Expressédo relativa do gene Adrb3 no TAM de animais submetidos ao
treinamento fisico em esteira durante 4 e 8 semanas. A expressado deste gene foi
avaliada nos grupos DS, CTE e DTE pelo método do 2. Como gene de referéncia foi
utilizado o gene RNA18S e como amostra calibradora o grupo controle sedentario (CS).

O efeito da dieta (*) e/ou do treinamento (*) sobre a expressdo génica relativa foi avaliado
pela andlise de variancia (ANOVA) TWO-WAY (Teste de Bonferroni) e considerado
significativo quando p<0,05.

IV.2.3 Quantificacdo dos niveis de mMRNA de Leptina e seu receptor no TA

retroperitoneal

A analise da expressdo do gene Leptina e seu receptor (rLep) foi realizada
utilizando a técnica de gRT-PCR Real Time, conforme descrito em Metodologia.
Como representado pela Figura 26, o padrdo de expressdo génica para

Leptina dos animais submetidos ao treinamento fisico em esteira por 4 semanas nao
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apresentou diferencas, sendo expresso no grupo DTE igualmente ao calibrador (CS)
e, 0,1 vez inferior ao DS. Para os animais treinados por 8 semanas, 0s niveis de
expressdo do gene aumentou 0,3 vezes no grupo DS e 1 vez no grupo CTE em
relagdo ao calibrador, enquanto a associagao entre dieta e treinamento reduziu em
0,7 vezes o0s niveis do transcrito no grupo DTE (em relacdo ao grupo CTE). A
comparacao da expressao do gene Leptina entre os dois periodos de treinamento
mostrou um aumento de 1 vez no grupo CTE e 0,3 vezes no grupo DTE por 8

semanas.
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Figura 26: Expressao relativa do gene Leptina no TA retroperitoneal de animais
submetidos ao treinamento fisico em esteira durante 4 e 8 semanas. A expressao deste
gene foi avaliada nos grupos DS, CTE e DTE pelo método do 2 Como gene de
referéncia foi utilizado o gene RNA18S e como amostra calibradora o grupo controle
sedentério (CS).

O efeito da dieta (*) e/ou do treinamento (*) sobre a expressdo génica relativa foi avaliado
pela andlise de variancia (ANOVA) TWO-WAY (Teste de Bonferroni) e considerado
significativo quando p<0,05.

De acordo com a Figura 27, os niveis de expressao do gene rLep nos animais
treinados em esteira por 4 e 8 semanas foram iguais aos niveis detectados para o
calibrador (CS).
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Figura 27: Expressédo relativa do gene rLep no TA retroperitoneal de animais
submetidos ao treinamento fisico em esteira durante 4 e 8 semanas. A expressao deste
gene foi avaliada nos grupos DS, CTE e DTE pelo método do 22°%. Como gene de
referéncia foi utilizado o gene RNA18S e como amostra calibradora o grupo controle
sedentario (CS).

O efeito da dieta (*) e/ou do treinamento (*) sobre a expressdo génica relativa foi avaliado
pela andlise de variancia (ANOVA) TWO-WAY (Teste de Bonferroni) e considerado
significativo quando p<0,05.

Para verificar se o aumento nos niveis de mMRNA de leptina eram
acompanhados pela elevacdo da proteina plasmatica, realizamos uma correlacéao
linear entre estas variaveis.

A Tabela 21 representa a correlacdo entre o numero de moléculas de mRNA

de Leptina e os niveis plasmaticos da proteina.

Tabela 21: Correlacédo entre o numero de moléculas de mRNA de Leptina e leptina

plasmatica de animais submetidos a 4 e 8 semanas de treinamento fisico em esteira.

4 semanas (n=3) 8 semanas (n=3)
Grupo Pearson R’ p-valor Pearson R? p-valor
CS - - - -0,4180 0,1747 0,2629
DS 0,3166 0,1002 0,4065 0,6362 0,4048 0,0655
CTE 0,3402 0,1158 0,3703 0,8092*  0,6548* 0,8092*
DTE - - - -0,5200 0,2704 0,1513
*p<0,05.
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A Figura 26 mostra a existéncia de uma correlacéo positiva significativa entre
os niveis de mMRNA de leptina e os niveis da proteina circulante apenas para o grupo
CTE por 8 semanas.
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Figura 28: Relagdo entre numero de moléculas de mRNA de Leptina e niveis de leptina
plasmética (ng/mL) (regressao linear) de animais submetidos a treinamento fisico em
esteira durante 8 semanas. Grupo CTE (A). Os animais DS receberam dieta hiperglicidica
apos o desmame durante 9 semanas e os DTE treinamento em esteira rolante durante 8
semanas.

IV.2.4 Quantificacdo dos niveis de mRNA do rins no TA retroperitoneal

A analise da expressédo do gene rins foi realizada utilizando a técnica de qRT-
PCR Real Time, conforme descrito em Metodologia.

A Figura 28 representa o padrdo de expressdo génica do rins, o qual ndo
apresentou diferencas significativas entre as diferentes amostras submetidas ao
treinamento em esteira por 4 e 8 semanas. A comparacdo da expressao do gene
rins no TA retroperitoneal entre os dois periodos de treinamento ndo mostrou

diferencas.
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Figura 29: Expresséo relativa do gene rins no TA retroperitoneal de animais
submetidos ao treinamento fisico em esteira durante 4 e 8 semanas. A expressao deste
gene foi avaliada nos grupos DS, CTE e DTE pelo método do 2% Como gene de
referéncia foi utilizado o gene RNA18S e como amostra calibradora o grupo controle
sedentario (CS).

O efeito da dieta (*) e/ou do treinamento (*) sobre a expressdo génica relativa foi avaliado
pela analise de variancia (ANOVA) TWO-WAY (Teste de Bonferroni) e considerado
significativo quando p<0,05.

A fim de se verificar se o aumento nos niveis de mMRNA de rins eram
acompanhados pela reducdo da proteina plasmatica, realizamos uma correlacdo
linear entre estas variaveis.

A Tabela 22 representa a correlacdo entre o numero de moléculas de mRNA

de rins e os niveis plasmaticos de insulina.

Tabela 22: Correlacdo entre o numero de moléculas de mRNA de rins e insulina

plasmatica de animais submetidos a 4 e 8 semanas de treinamento fisico em esteira.

4 semanas (n=3) 8 semanas (n=3)
Grupo Pearson R’ p-valor Pearson R® p-valor
CS -0,5891 0,3471 0,0951 0,8622*  0,7433* 0,0028*
DS -0,3311 0,1096 0,3841 0,2123 0,0451 0,5834
CTE -0,9671* 0,9354* p<0,0001* -0,3294 0,1085 0,3867
DTE -0,3723 0,1386 0,3238 0,6398 0,4093 0,0635

*p<0,05.
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A Figura 30 ilustra a existéncia de uma correlagcdo negativa significativa entre
o transcrito do gene rins e os niveis dessa proteina no plasma do grupo CTE por 4

semanas.
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Figura 30: Relacd@o entre numero de moléculas de mRNA de rins e niveis de insulina
plasmatica (ng/mL) (regressao linear) de animais submetidos a treinamento fisico em
esteira durante 4 semanas. Grupo CTE (A). Os animais DS receberam dieta hiperglicidica
apos o desmame durante 5 semanas e os DTE treinamento em esteira rolante durante 4
semanas.

A Figura 31 ilustra a correlac&o positiva significativa entre o transcrito do gene

rins e os niveis dessa proteina no plasma do grupo CS.
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Figura 31: Relacd@o entre numero de moléculas de mRNA de rins e niveis de insulina
plasmatica (ng/mL) (regressao linear) de animais submetidos a treinamento fisico em
esteira durante 8 semanas. Grupo CS (A). Os animais DS receberam dieta hiperglicidica
apos o desmame durante 9 semanas e os DTE treinamento em esteira rolante durante 8
semanas.

IV.2.5 Quantificacdo dos niveis de mMRNA de Ucp2 no TA retroperitoneal

A andlise da do gene Ucp2 foi realizada utilizando a técnica de gRT-PCR Real
Time, conforme descrito em Metodologia.

A Figura 32 representa o padrdo de expressao génica do gene Ucp2, o qual
nao apresentou diferencas entre os grupos submetidos ao treinamento fisico em
esteira por 4 semanas. Para 0s animais treinados por 8 semanas, a associacao
entre dieta e treinamento reduziu em 0,1 vez a expressao do transcrito no grupo
DTE por 8 semanas (em relacdo ao DS). A comparacéo da expressao do gene Ucp2

entre os dois periodos de treinamento ndo apresentou diferencas.
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Figura 32: Expressédo relativa do gene Ucp2 no TA retroperitoneal de animais
submetidos ao treinamento fisico em esteira durante 4 e 8 semanas. A expressao deste
gene foi avaliada nos grupos DS, CTE e DTE pelo método do 2% Como gene de
referéncia foi utilizado o gene RNA18S e como amostra calibradora o grupo controle
sedentario (CS).

O efeito da dieta (*) e/ou do treinamento (*) sobre a expressdo génica relativa foi avaliado
pela analise de variancia (ANOVA) TWO-WAY (Teste de Bonferroni) e considerado
significativo quando p<0,05.

Com a finalidade de verificar se 0 aumento no indice de adiposidade dos
animais era acompanhado por aumento nos niveis de mRNA Ucp2, realizamos uma
correlacao linear entre estas variaveis.

A Tabela 23 representa a correlacdo entre o indice de adiposidade e o

numero de moléculas de mRNA de Ucp?2.

Tabela 23: Correlacdo entre indice de adiposidade e o numero de moléculas de

MRNA de Ucp2 de animais submetidos a 4 e 8 semanas de treinamento fisico em

esteira.
4 semanas (n=3) 8 semanas (n=3)

Grupo Pearson R’ p-valor Pearson R? p-valor
CS - - - 0,4732 0,2239 0,1982
DS 0,2949 0,0870 0,4410 -0,7693*  0,5918* 0,0154*
CTE - - - 0,6678*  0,4459* 0,0494*
DTE 0,8535*  0,7285* 0,0034* -0,1060 0,0113 0,7860
*p<0,05.
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De acordo com a Figura 33, houve uma correlagéo positiva significativa entre

o indice de adiposidade e os niveis de expressao Ucp2 para o grupo DTE por 4

semanas.
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Figura 33: Relacédo entre indice de adiposidade e numero de moléculas de mRNA de
Ucp2 (regressao linear) de animais submetidos a treinamento fisico em esteira
durante 4 semanas. Grupo DTE (A). Os animais DS receberam dieta hiperglicidica apés o
desmame durante 5 semanas e os DTE treinamento em esteira rolante durante 4 semanas.

A Figura 34A ilustra uma correlacdo negativa significativa entre o indice de
adiposidade e os niveis de mMRNA de Ucp2 do grupo DS que recebeu dieta durante 9
semanas. De modo contrario, a Figura 34B mostra uma correlacdo positiva

significativa entre as variaveis analisadas para o grupo CTE por 8 semanas.

77



IV Resultados

A)
DS

2.5 5
< R%:0,5918 - Ucp2
X 204 ° °
(]
©
8 g 151
29
S X 1.04
e
3 05
o
pa

0.0 T T 4 1

0 2 4 6 8
indice de adiposidade
B)
CTE

1.5+ 2
< R<4: 0,4459 - Ucp2
X
3

1.0 )
i
o~ _
£ 0.5
(]
©
(=]
pd

OC |‘ : ) 1

1.0 1.5 2.0 2.5
indice de adiposidade

Figura 34: Relacado entre indice de adiposidade e numero de moléculas de mRNA de
Ucp2 (regressdo linear) de animais submetidos a treinamento fisico em esteira
durante 8 semanas. Grupo DS (A) e CTE (B). Os animais DS receberam dieta
hiperglicidica apds o desmame durante 9 semanas e os DTE treinamento em esteira rolante

durante 8 semanas.
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IV.2.6 Quantificacdo dos niveis de mMRNA de Adra2a e Adrb3 no TA retroperitoneal

A andlise da expressdo dos genes Adra2a e Adrb3 foi realizada utilizando a
técnica de qRT-PCR Real Time, conforme descrito em Metodologia.

O padrao de expressédo dos genes Adra2 e Adrb3 no TA retroperitoneal de
animais treinados em esteira por 4 e 8 semanas é mostrado pelas Figuras 35 e 36.

Os niveis de expressao do gene Adra2a nos animais treinados em esteira por
4 e 8 semanas foram iguais aos niveis detectados para o calibrador (CS) (Figura
35).
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Figura 35: Expresséo relativa do gene Adra2a no TA retroperitoneal de animais
submetidos ao treinamento fisico em esteira durante 4 e 8 semanas. A expressao deste
gene foi avaliada nos grupos DS, CTE e DTE pelo método do 2 Como gene de
referéncia foi utilizado o gene RNA18S e como amostra calibradora o grupo controle
sedentério (CS).

O efeito da dieta (*) e/ou do treinamento (*) sobre a expressdo génica relativa foi avaliado
pela andlise de variancia (ANOVA) TWO-WAY (Teste de Bonferroni) e considerado
significativo quando p<0,05.

De acordo com a Figura 36, padrdo de expressdo do gene Adrb3 no TA
retroperitoneal de animais treinados em esteira por 4 e 8 semanas nao apresentou
diferencas entre os grupos. Ainda, a comparacao da expressao do gene Adrb3 entre

os dois periodos de treinamento também néo foi diferente.
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Figura 36: Expressédo relativa do gene Adrb3 no TA retroperitoneal de animais
submetidos ao treinamento fisico em esteira durante 4 e 8 semanas. A expressao deste
gene foi avaliada nos grupos DS, CTE e DTE pelo método do 2 Como gene de
referéncia foi utilizado o gene RNA18S e como amostra calibradora o grupo controle
sedentario (CS).

O efeito da dieta (*) e/ou do treinamento (*) sobre a expressdo génica relativa foi avaliado
pela analise de variancia (ANOVA) TWO-WAY (Teste de Bonferroni) e considerado
significativo quando p<0,05.
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A obesidade representa o arquétipo da complexidade fenotipica, uma vez que
0 peso corporal pode ser afetado por diversos fatores (COMUZZIE e col., 1998,
PALOU e cols., 2000).

Quando ingestado energética excede o gasto, resultando em obesidade, ocorre
uma série de mudancas genéticas e/ ou adquiridas no controle da ingestéo alimentar
(WOODS e cols., 1998; SCHWARTZ e cols., 2000), que determina a sensacéo de
saciedade e apetite através da inter-relacdo entre sinais internos (principalmente
leptina) e fatores ambientais; na eficiéncia energética (LOWELL e cols., 2000),
particularmente a ativacdo da termogénese mediada pela UCP1; e na adipogénese
(MORRINSON e col.,, 1999; WU e cols., 1999), processo pelo qual ocorre a
formacdo de adipdcitos controlada pela inter-relacdo de fatores de transcri¢ao.

Enquanto a variagéo genética entre individuos é considerada o principal fator
para o desenvolvimento da obesidade (BOUCHARD e cols., 1990; ALLISON e cols.,
1996; BARSH e cols., 2000), muito se tem discutido a respeito da contribuicdo dos
fatores ambientais como o segundo responsavel pela epidemia da doenca (LEVINE
e col.,, 1999; HILL e cols., 2003), destacando-se a capacidade de o individuo
expandir o seu TA num ambiente “obesogénico” como um fator vital na
determinacao da progressao da patologia (KOZAK e cols., 2010).

Os efeitos do ambiente nutricional sobre a adiposidade tém sido estudados
em modelos experimentais desde a década de 1960 (McCANCE, 1962), enfatizando
a importancia do tipo de alimentacdo pods-desmame sobre a composicdo e
distribuicdo corporal dos depdsitos adiposos (OZANNE, 2004). Vale ressaltar que o
modelo experimental de obesidade induzida pela dieta, particularmente em
roedores, partilha de caracteristicas comuns a obesidade humana, sendo possivel
desenvolver uma investigacdo aprofundada sobre os seus efeitos nas vias centrais
gue regulam a homeostase energética.

Em nosso trabalho propusemos um modelo experimental de obesidade
iniciado apés o desmame e desafiado por mais uma variavel, o treinamento fisico
em esteira rolante, a fim de se avaliar o comportamento da adiposidade corporal

mediante um fator predisponente ao gasto energético. Ainda, foi adicionada a
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varidvel tempo para investigar as alteracdes sobre o balanco energético num animal
“pubere” e num “adulto jovem”.

Para analisar a inducédo da obesidade pela dieta no nosso modelo, foram
avaliados parametros biométricos (peso, indice de Lee e de adiposidade) e
bioguimicos (leptina, insulina e NEFAs), sendo que o desempenho fisico dos
animais foi determinado pela capacidade de realizacao de trabalho.

A andlise do peso corporal e da ingestdo alimentar do nosso modelo mostrou
gue nao houve diferencas entre o ganho de peso dos grupos experimentais
treinados por 4 e 8 semanas (Tabelas 07 e 08), nem para a ingestao alimentar e
caldrica dos mesmos (Tabela 09). Entretanto, a andlise do peso corporal de uma
forma isolada ndo € um bom pardmetro indicativo de obesidade (CESARETTI e
cols., 2006). O indice de Lee dos animais também ndo apresentou diferencas
(Tabela 12). Por se tratar de um parametro biométrico que indica o estado nutricional
do animal (LEE, 1929), ele ndo se correlaciona adequadamente com a gordura
corporal de ratos normais, pois 0 CNA é insatisfatorio para estimar a massa livre de
gordura em animais de mesma idade e de mesma histéria nutricional (SEPHENS,
1980). A literatura descreve que alteracfes significativas no indice de Lee séao
observadas em modelos experimentais de obesidade por lesdo hipotalamica,
especificamente do nucleo arqueado, por infusdo de glutamato monossodico (LEME
e cols., 2008; ARAUJO e cols., 2009) e em modelos de obesidade que recebem
dieta hipercalérica por mais de 9 semanas apdés o desmame (CESARETTI e cols.,
2006). Estes relatos nos motivaram a utilizar o indice de adiposidade (Figura 13B)
para verificar o grau de obesidade dos grupos experimentais, o qual apresentou
alteracoes decorrentes da associacdo entre dieta e treinamento para os dois
periodos avaliados. A avaliacdo do grau de adiposidade também foi realizada pela
correlacdo linear (coeficiente de Pearson) entre o ganho de peso e o indice de
adiposidade. A correlacdo positiva observada entre estas duas variaveis nos grupos
DS e DTE por 4 semanas (Figura 15) sugere que 5 semanas de dieta ap0s o
desmame sdao suficientes para induzir obesidade, uma vez que o ganho de peso foi
acompanhado pelo aumento da adiposidade corporal (LEVIN, 1992; GREGOIRE e
cols., 1998; GESTA e cols., 2007). Para o grupo submetido a 9 semanas de dieta,
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houve correlagdo positiva significativa para as mesmas variaveis somente para o
grupo DS (Figura 13A), sugerindo que o aumento do ganho de peso do grupo DTE
nao foi decorrente apenas do aumento de gordura corporal (BROUNS e cols., 1998;
EGUCHI e cols., 2008).

De modo geral, os nossos resultados mostraram um aumento no depoésito
retroperitoneal decorrente da associagcdo entre dieta e treinamento ap6s 8 semanas
e um aumento do TA inguinal induzido pela dieta ap6s 9 semanas, enquanto a
associacao entre dieta e treinamento resultou num aumento do coxim a partir de 4
semanas. Ainda, a comparacao entre os dois periodos de treinamento mostrou que
a dieta ndo permite a reducdo do coxim inguinal no grupo DS, observada nos
animais CS, CTE e DTE apés 8 semanas (Tabela 10). Estes resultados séo
corroborados pelos trabalhos de CHAVES e cols. (2006), que relataram que o
excesso de carboidratos da dieta aumenta a taxa de sintese de acidos graxos no
TAB, bem como a sua sintese, resultando em acumulo de gordura corporal, e por
outros autores que descreveram um aumento nos depositos retroperitoneal e
epididimal de ratos alimentados com dietas ricas em carboidratos e lipideos
(FESTUCCIA e cols., 2003a; FESTUCCIA e cols., 2003b; CESARETTI e cols., 2006;
BRITO e cols., 2006; EGUCHI e cols., 2008). Visto que a obesidade é caracterizada
por um aumento de peso decorrente de um aumento na adiposidade, nosso modelo
foi eficiente para induzir obesidade em ratos, independentemente do periodo de
oferecimento da dieta (5 ou 9 semanas).

Nossos resultados mostraram que o TAM teve seu aumento influenciado pela
dieta e a associacdo da mesma com o treinamento fisico ndo impediu este efeito
para os dois periodos avaliados (Figura 12). E bem descrito na literatura que dietas
ricas em carboidratos sdo capazes de estimular a atividade simpatica para o TAM,
resultando em aumento do peso do tecido devido ao aumento do numero de células
(LEVIN, 1992; MIGLIORINI e cols., 1997; BOWERS e cols., 2004; CANNON e cols.,
2004; SELL, 2004; CHAVES e cols., 2006; FESTUCCIA e cols., 2008). Isso ocorre
porque os adipécitos marrons sdo densamente inervados pelo SNS, o qual libera NE
gue ativa a proteina G acoplada a receptores B adrenérgicos, iniciando a transdugao

do sinal que culmina na ativacdo da expressdo de proteinas mitocondriais
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desacopladoras (UCPs), responséaveis pela geracédo de calor sob estimulo simpético
(ROTHWELL e cols., 1983; MIGLIORINI e cols., 1997; SELL, 2004).

A andlise da capacidade de realizacdo de trabalho dos animais mostrou que o
exercicio fisico de inicio precoce (p6s-desmame) resulta em melhoras no
desempenho fisico a partir de 4 semanas (Figura 16), proporcionando uma reducéo
no TA inguinal a partir deste periodo e impedindo o desenvolvimento do TA
retroperitoneal ap6s 8 semanas. Entretanto, este efeito € observado apenas nos
animais que recebem dieta padréo balanceado (CTE). Como nao houve diferenca de
peso entre 0s grupos e ocorreu uma reducéo de gordura subcutanea no grupo CTE,
possivelmente o treinamento fisico em esteira por 4 semanas levou ao aumento de
massa magra e de glicogénio muscular (BROUNS e cols., 1998; EGUCHI e cols.,
2008). Estudos prévios demonstraram que o treinamento fisico aumenta a
capacidade de mobilizacdo da gordura existente e que a predominancia da utilizacéo
dos substratos de fonte lipidica esta fortemente regulada pelo tipo, duracédo e
intensidade do exercicio, assim como pela acdo hormonal e dieta ingerida (RUBY e
cols., 1994; EGUCHI e cols., 2008), corroborando com os resultados descritos neste
trabalho e sugerindo a ocorréncia de um balanco energético negativo em resposta
ao treinamento, aumentando o gasto energético, através do trabalho muscular.
Entretanto, a eficiéncia do exercicio parece ocorrer apenas para quem recebe uma
dieta balanceada, uma vez que nao foram observadas reducbes nos depdsitos dos
animais que receberam dieta hiperglicidica e foram submetidos ao mesmo protocolo
de treinamento fisico em esteira (Figura 11).

Também foi objetivo deste trabalho determinar o efeito da dieta hiperglicidica
e do treinamento fisico em esteira sobre os parametros bioquimicos estabelecidos
para confirmacdo da obesidade (leptina, insulina e NEFAS). Os resultados sobre os
niveis plasmaticos de leptina sdo apresentados na Tabela 15 e Figura 17. Foi
observado que a dieta hiperglicidica induziu um aumento de 47% nos niveis de
leptina circulantes e que o treinamento fisico em esteira por 4 semanas provocou
uma reducao nos niveis plasmaticos de leptina tanto para o grupo CTE quanto para
o grupo DTE, o que néo foi observado para os animais que treinaram em esteira por

8 semanas (Figura 17). Além disso, o exercicio fisico por 8 semanas nao inibiu o
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efeito da dieta sobre a hiperleptinemia. Também foi possivel observar que a reducao
nos niveis de leptina observadas no grupo CTE por 4 semanas ndo foram
acompanhadas por alteragbes significativas na gordura corporal, enquanto o
treinamento fisico em esteira por 8 semanas, apesar de reduzir os depésitos de
gordura, n&o foi capaz de impedir o desenvolvimento da hiperleptinemia (Figuras 11
e 17).

Vale ressaltar que os resultados descritos na literatura correlacionando niveis
de leptina circulantes e exercicio fisico, sdo conflitantes, além disso, esta relagdo
pode ser influenciada pela adiposidade e género. RACETE e cols. (1997)
demonstraram que o aumento da atividade fisica de moderada intensidade, em curto
prazo, nao altera o metabolismo da leptina (producéo e concentragdo na circulagao)
em humanos do sexo masculino com idade de 38,4+1,7 anos. PERUSSE e cols.
(1997) determinaram os niveis de leptina plasmatica, antes e apos 12 minutos de
cicloergometria a 50W, e imediatamente apds o alcance do esforco maximo, e nao
verificaram alteracdes nos niveis plasmaticos de leptina em resposta ao efeito agudo
da atividade fisica. Outros estudos reforcam que o treinamento fisico ndo é capaz de
reverter o estado de hiperleptinemia (KRAEMER e cols., 2002). No entanto, alguns
estudos mostram reducdes nos niveis de leptina plasmatica apos treinamento fisico,
associados, principalmente, a diminuicdo do peso do TA (KIMURA e cols., 2004).
Outra hipotese é que a reducao da concentracdo desse horménio em decorréncia do
exercicio pode ser devida a alteracGes da disponibilidade ou do fluxo de nutrientes
nos adipdcitos, decorrente da oxidacdo de substratos energéticos para o exercicio,
como a glicose e os acidos graxos (KRAEMER e cols., 2002; HULVER e cols.,
2003).

Por outro lado, como a leptina exerce um papel central na regulacdo do
balanco energético e do peso corporal, espera-se que a funcdo deste horménio
esteja alterada na obesidade. Neste sentido, os resultados apresentados neste
trabalho corroboram essa hipotese e também sugerem que ndo houve qualquer
efeito compensatorio da alta concentracdo de leptina circulante sobre a reducédo da
ingestdo energética ou do peso corporal dos animais (Tabelas 07, 08 e 09),

sugerindo que a hiperleptinemia disparou mecanismos de resisténcia a este
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horménio. Essa hipotese parece muito atrativa, uma vez que, 0 mecanismo potencial
de resisténcia a leptina induzida pela dieta, causando a hiperleptinemia na
obesidade, inclui diminuicdo do acesso da leptina a alvos hipotalamicos, reducdo na
responsividade dos neurdnios centrais a leptina ou modificacdo na transducdo do
sinal mediada pelo peptideo nos tecidos-alvos, bem como um somatério destes
fatores (CONSIDINI e cols., 1995; HAMILTON e cols., 1995; LONNQUIST e cols.,
1995; MAFFEI e cols., 1995; CONSIDINI e cols., 1996; MAFFEI e cols., 1996;
MYERS e cols., 2008; MORRISON e cols., 2009). Recentemente, KOZAK e cols.
(2010) sugeriram que o aumento de peso decorrente da obesidade induzida pela
dieta pode ser mediado pela resisténcia a leptina, resultando num ciclo vicioso que
culmina com o agravamento do quadro patoldgico.

Aléem disso, dados da literatura relatam que a perda ou ganho de peso
corporal parecem provocar, respectivamente, a diminuicio e o aumento das
concentragcfes de leptina. Um bom exemplo deste comportamento foi descrito por
CONSIDINE e cols. (1996) que observaram uma reducédo de 10% do peso corporal
em humanos obesos € suficiente para reduzir em 53% os niveis de leptina sérica.
Por outro lado, 10% de aumento do peso corporal causaram um aumento de 300%
nos niveis de leptina (KOLACZYNSKI e cols., 1996). Esses dados corroboram com a
hipétese de que quando o balanco energético esta em equilibrio, a expresséo e a
secrecdo de leptina refletem a massa de tecido adiposo tanto em ratos quanto em
humanos. Por outro lado, a privacdo de alimentos (12h a 48h) resulta na queda
significativa da expressédo da leptina (LI e cols., 1997). Alteracbes mais sutis no
balanco energético também produzem efeitos profundos nessa expresséao.
Considerando esses dados e os resultados descritos neste trabalho, a molécula de
leptina ndo funcionaria apenas como uma molécula sinalizadora ao cérebro sobre a
situacdo dos depdsitos de energia do corpo, mas também como um sensor do
balanco energético (HOUSEKNECHT e cols., 1998). Desta forma, para avaliar se
havia uma correlacdo entre dieta hiperglicidica e treinamento fisico em esteira com a
secrecdo de leptina e expressdo do gene ob e do seu receptor, 0s niveis destes
MRNAs foram avaliados utilizando a técnica de qRT-PCR no TA retroperitoneal. Os

resultados da Figura 26 mostram que ndo ha diferenca entre os niveis de mMRNA
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para leptina entre os grupos de animais com 4 semanas de dieta/ treinamento. Para
0s animais treinados por 8 semanas, 0s niveis de expressao do gene aumentaram
0,3 vezes no grupo DS e 1 vez no grupo CTE em relacdo ao calibrador, enquanto a
associacao entre dieta e treinamento reduziu em 0,7 vezes 0s niveis do transcrito no
grupo DTE (em relagdo ao grupo CTE). Apesar de até o momento ndo termos
avaliado a expressdo do gene ob no TA inguinal, nem determinado o tamanho dos
adipdcitos, os resultados sugerem que ndo ha uma correlacéo direta entre niveis de
MRNA e leptina neste modelo experimental. Vale ressaltar que foi utilizado como
criterio uma diferenca significativa um aumento de pelo menos duas vezes nos
niveis de mRNA. HARRIS e cols. (2002) demonstraram que a expressdo do mRNA
de leptina em ratos € maior no retroperitoneal e paramentrial que perirenal e
inguinal, mas néo correlaciona com a propensao de diferentes depdsitos ampliarem
pela diferenciagdo ou hipertrofia (WAGONER e cols., 2006). A continuidade desta
linha de investigacdo, avaliando a expressdo do gene ob no TA inguinal podera
indicar mecanismos de regulacdo na sintese da leptina no tecido adiposo. A
correlacdo entre os niveis de mRNA de leptina e da proteina mostrou-se inexistente
em todos os grupos avaliados, exceto CTE por 8 semanas.

Com relacdo ao padrédo de expressao do receptor de leptina, ndo foi
observado nenhum efeito direto da dieta, do treinamento e da associacdo dieta/
treinamento em sua expressao (Figura 27). Foi descartada a hipotese de o primer
ser inespecifico, pois as analises de bioinformatica mostraram que a sequéncia
utilizada era referente a isoforma longa do receptor. A isoforma longa tem o dominio
de sinalizacdo intracelular, sendo a Unica capaz de iniciar a cascata de transducao
de sinal. As outras isoformas, que também sao geradas por splicing alternativo e
processamento poés-traducional, parecem agir como sequestradores e
transportadores, ligando-se a leptina sem consequente transducéo do sinal (SOUSA
e cols., 2009). A literatura ndo traz grandes contribuicdes sobre alteracfes na taxa
de transcricdo dos receptores periféricos de leptina em animais com obesidade
induzida pela dieta; dessa forma, novos experimentos sao necessarios para
compreendermos se ha um efeito direto da dieta/ treinamento sobre os niveis de
RNAm do rLep.
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Também foi objetivo deste trabalho avaliar o efeito da dieta, do treinamento e
da associagdo dieta/ treinamento sobre os niveis plasmaticos de insulina. Os
resultados apresentados pela Tabela 16 e Figura 18 mostram que a associagao
entre dieta e treinamento resultou numa reducdo nos niveis de insulina no grupo
DTE por 4 semanas. Entretanto, ndo houve alteracdes nos niveis plasméaticos de
insulina nos animais submetidos ao treinamento fisico em esteira por 8 semanas. A
comparacao entre os dois periodos de treinamento estudados mostrou um aumento
nos niveis circulantes do hormoénio no grupo CTE (Figura 18). Posteriormente, foi
avaliado o padrédo de expressdo do rins. Como mostra a Figura 29, ndo foram
encontrada diferencas significativas na expressao do gene rins no TA retroperitoneal
correlacionada com a dieta, treinamento ou associacdo entre ambos, entretanto, foi
possivel verificar uma correlacéo negativa significativa entre o transcrito do gene rins
e 0s niveis de insulina no plasma do grupo CTE por 4 semanas (Figura 30),
sugerindo uma reducdo dos niveis circulantes do horménio decorrente de um
aumento na expressao do rins neste grupo. Estudos demonstraram que a
sensibilidade a insulina pode aumentar com exercicios fisicos, independentemente
da reducéo do peso e de mudancas na composicéo corporal (O'DONOVAN e cols.,
2005), e que o principal efeito do exercicio pode ser o0 aumento da expressao de
elementos intracelulares da via de sinalizacdo da insulina, em particular dos
transportadores de glicose (GLUT-4) na musculatura esquelética (TERAN-GARCIA e
cols., 2005). Por outro lado, a pratica de exercicio fisico promove um aumento na
sensibilidade a insulina, devido ao aumento da oxidacdo de acidos graxos, da
captacdo e utilizacdo da glicose no tecido adiposo e no musculo esquelético e de
reducdo da producéo hepatica de glicose, levando a um melhor controle dos niveis
séricos de glicose, de acidos graxos livres e de TAG (RAJALA e cols., 2003;
MATTISON e cols., 2003). Esses efeitos podem ser observados até em uma Unica
sessdo de exercicio, podendo perdurar por varias horas apés o término da atividade
e ainda serem incorporados de forma crbnica com a pratica regular do exercicio
(GOODYEAR e col., 1998). Durante o exercicio fisico a contracdo muscular aumenta

a translocacao de GLUT4 independentemente da presenca de insulina.
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Também foi observado neste trabalho uma correlagdo positiva significativa
entre o transcrito do gene rins e os niveis de insulina no plasma do grupo CS (Figura
31), sugerindo um aumento na transcricdo do mRNA de rins é acompanhado pelo
aumento da insulina plasméatica. Esse resultado pode ser explicado, pelo menos em
parte, pelo tamanho das reservas adiposas dos animais do grupo CS, uma vez que
a secrecdo de insulina estd diretamente relacionada ao balanco energético
(O'DONOVAN e cols., 2005).

Considerando que o exercicio fisico causa uma série de modificacOes
metabdlicas no organismo, o desenho experimental deste trabalho nos permitiu avaliar
um efeito agudo (4 semanas) e um efeito cronico (8 semanas) do treinamento fisico
em esteira. Esperavamos que, no efeito agudo, houvesse um aumento do gasto
energético necessario para a realizacdo do exercicio e a mobilizagdo de substratos
energeéticos especificos, enquanto na forma crbnica, considerando a adaptacdo do
organismo ao treinamento, almejavamos a modificagdo na composi¢cao corporal e a
capacidade aumentada de armazenar carboidratos e TAG no musculo esquelético.
Como a insulina é secretada em resposta a alimentacéo e a leptina, secretada em
proporcéo direta ao metabolismo dos adipdécitos, avaliamos se haveria uma correlacéo
entre os niveis de insulina e leptina plasmaticos. Os resultados da Figura 17 mostram
gue ndo houve uma correlacéo direta entre insulina e leptina. Desta forma, a hipotese
levantada foi de que a dieta hiperglicidica elevou os niveis de leptina, entretanto, a
ativacdo simpatica induzida pela dieta provavelmente impediu o efeito da insulina
sobre a leptina. Sabe-se que a insulina regula a expressao do gene ob em ratos e
que os adrenoceptores B3 exercem papel central na regulacdo da liberacdo de
leptina pelos adipocitos (GETTYS e cols., 1996), entretanto, também sao
responsaveis pela inibicdo adrenérgica do transporte de glicose estimulado pela
insulina em adipécitos de ratos (CARPENE e cols., 1993), bloqueando
completamente o efeito da insulina sobre a producéo de leptina, devido a ativacéo
simultdnea de PKA. Esses relatos corroboram com os resultados obtidos neste
trabalho.

Dando continuidade na investigacdo dos efeitos da dieta hiperglicidica sobre o

metabolismo no TA, nosso préximo obijetivo foi investigar os niveis do NEFAs. Os
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resultados da Figura 19 mostram que ndo houve um efeito da dieta, treinamento e
da associacdo dieta/ treinamento sobre os niveis de NEFAs. Vale ressaltar que
apesar da hiperleptinemia observada nos animais que receberam dieta por 5 e 9
semanas, nao houve aumento dos NEFAs nestes grupos. COLLINS e cols. (1997)
relataram que uma reducédo na funcao dos receptores -adrenérgicos no TA apos o
consumo crénico de dietas ricas em lipideos (58% de gordura) sugerindo uma menor
eficiéncia do tdnus simpatico. Essas observacfes analisadas em conjunto com 0s
resultados descritos neste trabalho levantam questdes interessantes como, por
exemplo, que o consumo crdnico da dieta hiperglicidica por animais “adultos jovens”
pode exercer o mesmo efeito do consumo crénico de dieta hiperlipidica, entretanto,
novos experimentos estdo sendo realizados para confirmar essa hipétese.

Foi observado uma correlacédo negativa significativa entre os niveis de leptina
e NEFAs circulante do grupo DTE por 8 semanas (Figura 20), sugerindo que o
aumento da leptina circulante foi acompanhado pela reducdo nos niveis plasmaticos
de acidos graxos. A literatura relata que o aumento do gasto energético pela
termogénese € decorrente da elevacédo do turnover da NE pela leptina em tecidos
termogénicos (COLLINS e cols., 1996) e do favorecimento da expressao de UCPs
(SCARPACE e cols., 1997; ZHOU e cols., 1997; CUSIN e cols., 1998; COMMINS e
cols., 1999; ROURU e cols., 1999; SCARPACE e cols., 1998), além de estimular a
taxa de lipolise e a expressdao de enzimas envolvidas com a oxidacdo de acidos
graxos em células adiposas (WANG e cols., 1999; SIEGRIST-KAISER e cols., 1997)
e pancreéticas (ZHOU e cols., 1997), causando uma reducdo do conteudo de TAG
nestas células que ndo € acompanhado pela liberacdo de acidos graxos (WANG e
cols., 1999). Juntos, estes resultados sugerem que a leptina favorece o consumo
interno de &cidos graxos como combustiveis termogénicos, o que corrobora 0s
resultados descritos.

O préximo obijetivo foi avaliar a expressao de Ucpl, Adrb3 e Adra2a no TAM.
Vale ressaltar que a estimulacdo do SNS via receptores B3 provoca a hidrolise de
acidos graxos e leva ao desacoplamento da producédo de energia pela inducédo da
expressdo das UCPs, tanto no TAM quanto no TAB de ratos (SCARPACE e col.,

1998). Entretanto, o0 mecanismo da termogénese adaptativa € bem compreendido
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apenas para o TAM, cuja producao de calor pode ser estimulada pelo frio (CIT —
cold-induced thermogenesis) e pela dieta (DIT — diet-induced thermogenesis)
(ROTHWELL e cols., 1979; NICHOLLS e cols., 1984) e é direcionado pela UCP1
(PALOU e cols., 2000).

Os resultados da Figura 21 mostram que n&o houve um efeito direto do
treinamento sobre a expressao da Ucpl para os animais submetidos a 4 semanas
de treinamento em esteira, enquanto ap6s 9 semanas de dieta houve um aumento
2,6 vezes na expressao do gene no grupo DS (em relacdo ao CS). O treinamento
em esteira por 8 semanas induziu um aumento significativo expressao da Ucpl no
grupo CTE, ao passo que a associacao entre dieta e treinamento reduziu em 2,2
vezes 0s niveis do transcrito no grupo DTE. A comparacao da expressao génica do
Ucpl entre os dois periodos de treinamento mostrou um aumento de 2,5 vezes em
sua expressdo no grupo DS e um aumento significativo no grupo CTE por 8
semanas, sugerindo que a dieta em longo prazo provoca mudangas no mecanismo
termogénico que séo influenciadas pela associacdo da mesma com o treinamento
em esteira por 8 semanas.

E bem estabelecido pela literatura que, em animais de laboratorio, o
oferecimento de dietas de cafeteria em longo prazo é acompanhado pela hiperplasia
do TAM e aumento da expressdao de UCP1 (PUIGSERVER e cols., 1991; ROCA e
cols., 1999), e também de UCP2 (ROCA e cols., 1999) no TAB, uma resposta que
confere uma relativa protecdo contra a obesidade (ROTHWELL e col., 1979). Os
nossos resultados apresentaram esta correlacdo em curto prazo (4 semanas), uma
vez que houve uma correlacdo positiva significativa entre o aumento do TAM e os
niveis de Ucpl nos animais que receberam dieta (DS) (Figura 22). Entretanto, foi
possivel verificar que o aumento do TAM decorrente da dieta nos animais treinados
por 8 semanas em esteira foi acompanhado de uma reducdo nos niveis de mRNA
do gene Ucpl nos grupos DS e DTE, efeito ilustrado pela existéncia de uma
correlacdo negativa significativa entre as variaveis nestes grupos (Figuras 23A e C,
respectivamente), enquanto o0 treinamento per si provocou um aumento na

transcricdo do gene provavelmente em decorréncia do aumento da massa do tecido,
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observado nos animais do grupo CTE por 8 semanas, devido a existéncia de uma
correlacdo positiva significativa entre as duas variaveis (Figura 23B).

A segquir foi avaliado o efeito da dieta, do treinamento e da associagao entre
ambos sobre a expressao de Adra2a e Adrb3 no TAM. A Figura 24 mostra que 0s
niveis de expressdo do gene Adra2a foram iguais ao do calibrador (CS). Por outro
lado, foi detectado que tanto a dieta quanto o treinamento em esteira por 4 semanas
ndo induziram alteracbes na expressdo de Adrb3, enquanto apdés 8 semanas
ocorreu um aumento de 0,2 vezes na expressdo do gene no grupo DS e de 0,4
vezes para CTE. Entretanto, a associagao entre dieta e treinamento reduziu os
niveis de expressdo do Adrb3 no DTE 0,3 vezes (Figura 25). DEIULLIS e cols.
(2010) mostraram que uma exposi¢ao cronica ao frio altera a cascata de transdugéo
do sinal envolvendo os adrenoceptores no TAM, sugerindo que estimulo simpatico
cronico no tecido modula esta atividade. Nao podemos descartar a possibilidade de
gue a dieta estimula o tdnus simpatico de forma crdnica e, portanto, influencia a taxa
de transcricdo destes genes. Entretanto, novos experimentos sdo necessarios para
confirmarmos estes resultados.

Neste trabalho, a termogénese adaptativa também foi avaliada indiretamente
pela expressao de Ucp2 no TA retroperitoneal, bem como por sua associacdo com o
indice de adiposidade. Como apresentado pela Figura 32, ndo houve diferencas na
expressdo do gene dos animais submetidos a 4 semanas de treinamento, ao passo
gue a associacao entre dieta e treinamento fisico em esteira por 8 semanas reduziu
em 0,1 vez a expressdo do transcrito no grupo DTE (em relacdo ao DS). Em relacéo
ao indice de adiposidade e a expressdo de Ucp2, foi possivel verificar uma
correlacdo positiva significativa entre as variaveis para o grupo DTE por 4 semanas
(Figura 33), sugerindo que o aumento da massa de gordura neste grupo foi
acompanhado por uma melhora na termogénese adaptativa induzida pela dieta.
Entretanto, para o grupo submetido ao treinamento fisico em esteira por 8 semanas
foi observada uma correlacédo negativa significativa entre o indice de adiposidade e
0s niveis de mRNA do transcrito no grupo DS (Figura 34A), sugerindo que a oferta
da dieta hiperglicidica em longo prazo provocou uma piora na eficiéncia energética,

ao passo que a existéncia de uma correlacdo positiva significativa entre as variaveis
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analisadas para o grupo CTE por 8 semanas (Figura 34B) sugere que o treinamento
fisico associado a uma dieta balanceada melhora a termogénese adaptativa.

A relacdo entre niveis de Ucp2 e massa de gordura € controversa na
literatura. MILLET e cols. (1997) estudaram individuos magros e obesos e
mostraram correlacao direta entre o indice de massa corporal (IMC) e a expressao
do mRNA da Ucp2. Enquanto a dieta era proporcional ou excessiva a necessidade
de energia, a expressao de Ucp2 permanecia aumentada, provavelmente como um
mecanismo para evitar o acumulo de gordura. Por outro lado, OBERKOFLER e cols.
(1998), relataram que a expressdo génica da Ucp2 foi significativamente menor no
TA de obesos em comparacdo aos individuos magros, permanecendo menor
mesmo apés a reducdo do peso corporal. Além disso, ndo foi observada uma
influéncia significativa da dieta sobre a expressao da proteina desacopladora nem a
existéncia de uma correlagéo positiva entre massa de gordura e expressao da Ucp2
(OBERKOFLER e cols., 1998).

A andlise da expressao dos genes Adra2a e Adrb3 também foi avaliada no TA
retroperitoneal (Figuras 35 e 36, respectivamente). Os niveis de mRNA do gene
Adra2a foram similares ao do calibrador (grupo CS) (Figura 35), enquanto nao houve
diferencas na expressdao de Adrb3 nos grupos submetidos a 4 e 8 semanas de
treinamento fisico em esteira. Poucos sao os dados que descrevem a capacidade da
dieta em alterar o mRNA dos receptores adrenérgicos a, e 3. Nossos resultados
sdo provenientes do TA retroperitoneal e dados da literatura apontam para uma
expressao diferencial destes receptores no TA inguinal (MIRANDA e cols., 2010).
Portanto, novos experimentos serdo formulados para avaliar a expressao destes

receptores adrenérgicos no TA inguinal.

94



VI CONCLUSAO



VI Concluséo

Os principais resultados obtidos neste trabalho foram:

O modelo proposto induz obesidade apds 5 semanas de dieta, uma vez que o
ganho de peso dos animais que recebem dieta hiperglicidica € decorrente do
aumento da gordura corporal e, a partir deste periodo, € observada
hiperleptinemia nos animais;

A distribuicdo da adiposidade corporal é influenciado pela dieta, pelo
treinamento e pela associacdo entre ambos.

A dieta ndo altera o TA retroperitoneal, mas a associagdo com o treinamento
resulta no aumento do tecido apés 8 semanas. Sobre o TA inguinal, a dieta
exerce o0 seu efeito a partir de 9 semanas, enquanto o resultado da sua
associacdo com o treinamento aumenta o depdésito a partir de 4 semanas.
Ainda, a comparacao ente os dois periodos de treinamento mostra que a dieta
nao permite a reducao do coxim inguinal no grupo DS, observada nos animais
CS, CTE e DTE apo0s 8 semanas. O TAM tem seu aumento influenciado pela
dieta e a associacdo da mesma com o treinamento fisico ndo impede este
efeito para os dois periodos avaliados.

O exercicio fisico de inicio precoce (pos-desmame) resulta em melhoras no
desempenho fisico dos animais a partir de 4 semanas, proporcionando uma
reducdo no TA inguinal a partir deste periodo e impedindo o desenvolvimento
do TA retroperitoneal apds 8 semanas. Entretanto, este efeito € observado
apenas nos animais que recebem dieta padrdo balanceada (CTE).

O treinamento em esteira por 4 semanas atenua a hiperleptinemia provocada
pela dieta em “ratos puberes”, mas este efeito ndo é observado em longo
prazo (8 semanas);

A expressao génica de Ucpl e Adrb3 no TAM é aumentada pela dieta apés 9
semanas e a associagcdo com o0 treinamento resulta numa queda destes
niveis.

A expressdao de Leptina no TA retroperitoneal foi influenciada pela dieta e pelo
treinamento ap6s 8 semanas, mas a associacao entre dieta e treinamento

resultou numa diminuicdo dos seus niveis. Ainda, este aumento no transcrito
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ndo foi acompanhado pelo aumento da proteina plasmética, exceto para o
grupo CTE por 8 semanas.

e A eficiéncia energética é influenciada pelo treinamento apds 8 semanas,
corroborada pelo aumento da expressao de Ucpl e Adrb3 no TAM e Ucp2 no

TAB apenas de animais que recebem dieta balanceada.

Sendo assim, a andlise dos dados apresentados sugere que um periodo de 5
semanas de dieta é suficiente para o estabelecimento de um modelo de
obesidade e que a capacidade de realizacdo de trabalho é aumentada pelo
treinamento fisico em esteira a partir de 4 semanas. Além do mais, o treinamento
fisico provoca alteracdes no perfil metabdlico que ndo sdo mantidas apos 8
semanas, havendo uma adaptacdo dos animais ao desafio proposto e o

estabelecimento de alteragdes metabdlicas mais atenuadas no tecido adiposo.
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VI Perspectivas

O conhecimento de um crescente numero de genes e moléculas implicantes

nos trés tipos de processo que levam a obesidade (comportamento alimentar,

eficiéncia energética e adipogénese) e de suas relacbes metabdlicas levara a

compreensao dos eventos moleculares do sistema de regulacdo do peso corporal e

das vias centrais que regulam a homeostase energética, fornecendo subsidios para

o surgimento de novos métodos de controle da obesidade. Assim, futuros

experimentos seréo realizados para:

Analisar a expressao de genes envolvidos com a diferenciacao celular de pré-
adipécitos (DIk, Smad 4), com o metabolismo lipidico (Fabp4, Gpc4) e de
fatores de transcricdo ativados no processo (HoxA5, Pparj2, Stat-3), além de
genes relacionados ao proteassoma [Psma6 (Alfa6), Psmd4 (RPN10)] ,
fosforilacdo (Mapk3) e modificagcbes pos-traducionais (ubiquitinacdo e
sumoilacéo) [Ubiquitina C e Ube2gl (Ubc7), Smt3_Sumol e Ube2i (Ubc9)];
Analisar a expressdo génica relativa de Leptina, rLep, rins, Ucp2, Adra2 e
Adrb3 no TA inguinal;

Mensurar a atividade da enzima citrato sintase no musculo séleo dos animais
gue treinaram em esteira por 4 e 8 semanas, por se tratar de uma enzima
com a modulacédo induzida pelo exercicio e estabelecer a intensidade do
treinamento em cada periodo avaliado;

Estabelecer um modelo precoce (apds o desmame) de treinamento fisico por
natacdo (sem carga) e avaliar todos o0s parametros mensurados no
treinamento fisico em esteira, inclusive a comparacgao entre os dois modelos e
entre as implicacbes metabdlicas resultantes dos diferentes tipos de

treinamento;
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Anexo 01: Grafico de amplificacdo referente as curvas de eficiéncia dos genes
rRNA18S, Adra2, Adrb3, Ucp2, Leptina, rLep e rins utilizando diluic&do seriada de 4x de
cDNA de TAM e TAB. Em X esta demonstrado o valor dos ciclos de PCR e em Y os valor
de ARn. As intercessdes da linha verde com as curvas indicam o Cq da curva de
amplificacao.
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Anexo 02: Curvas padréo referentes aos genes rRNA18S, Adra2, Adrb3, Ucp2, Leptina,
rLep e rins utilizando diluicdo seriada de 4x de cDNA de TAM e TAB. Em X estdo
demonstrados os valores de Log da concentragdo de cDNA e em Y os valores de Cq

correspondes a cada diluicao.
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Anexo 03: Curvas de dissociagdo referentes aos amplicons dos primers rRNA18S,
Adra2, Adrb3, Ucp2, Leptina, rLep e rins. No eixo x esta representado a temperatura de
dissociagdo do amplicon gerado pela reacdo de PCR e no eixo Y a derivada do valor de

emissado de fluorescéncia.
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s o TARETRO TANSG NG LU (A o) NS ) WA

1A 326,96 3,193 5,581 0,4435 0,3204 4,1531 3,936 1,313 0,8165
2A 293 1,693 3,834 0,3689 0,3118 2,8850 4,134 2,033 0,4705
7 328 1,678 3,512 0,2933 0,3466 2,5100 = = =
3A 308,1 1,1045 2,8965 0,417 0,3127 1,9944 2,657 1,07 0,6575
4A 288 1,25 3,165 0,4016 0,3206 2,3696 3,7 0,218 0,7155
5A 288,35 2,509 5,063 0,612 0,3477 4,0141 4,331 0,821 0,887
6A 254,09 0,942 2,366 0,336 0,3136 2,2149 4,505 1,059 1,0715
7A 223,15 1,19 3,199 0,413 0,2944 3,2189 4,273 1,482 1,343
8A 283,3 1,812 4,35 0,407 0,3457 3,0860 3,238 1,546 0,7075
9A 287,6 1,392 3,82 0,69 0,3456 2,8553 6,157 1,391 0,5205
10A 271,8 1,32 2,95 0,228 0,3322 2,6904 3,957 1,255 0,6685
11A 278,3 0,65 1,984 0,425 0,3037 1,6692 3,551 0,687 0,58
12A 351 2,117 5,833 0,689 0,3281 3,2207 = = 0,9055
n 13 13 13 13 13 13 11 11 12
Média 290,8961538 1,603884615  3,734884615 0,440330769 0,324853846 2,83705 4,039909091 1,170454545 0,778625
SD 33,09225049 0,688231313 1,186365215 0,141562262 0,017752775 0,72359 0,881705104 0,484119482 0,24687788
EPM  1,766333659 0,473014004 0,4912159  0,170544564 0,030992966 0,20069 0,265844092 0,145967516 0,071267505

Anexo 04: Parametros biométricos (peso, peso do TA retroperitoneal, inguinal e marrom, indice de Lee e de adiposidade) e bioquimicos
(leptina, insulina e NEFASs) dos animais CS de 4 semanas. Na primeira coluna estdo apresentados os animais utilizados no estudo e a letra “A”
seguinte ao nimero representa o grupo de 4 semanas. Os “-“ indicam que os valores nao foram mensurados. RETRO - retroperitoneal; ING —
inguinal; IA — indice de adiposidade; SD — desvio padrdo; EPM — erro padrao da média.
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[res o TARETIO G TANSG ARG LU oA o) N i) WAoo |

1A 317,3 3,794 5,923 0,7136 0,3248 4,9271 4,96 3,538 1,433
2A 399 4,509 7,445 0,7762 0,3393 4,3738 6,80 1,384 1,8385
7 212 1 2,394 0,3853 0,2981 2,6830 = = =
3A 255,1 1,282 3,383 0,517 0,2936 2,7589 6,98 2,895 1,1935
4A 328,67 4,27 4,17 0,7975 0,3173 4,6411 3,00 0,111 1,349
5A 302,5 1,847 3,148 0,512 0,3093 2,7273 7,97 0,802 1,4375
6A 270,27 1,461 2,647 0,669 0,3514 2,6823 4,21 1,089 1,152
7A 321,88 3,707 6,828 0,701 0,3144 4,8626 5,05 0,662 1,093
8A 325,4 3,279 5,543 0,724 0,3339 4,0900 6,52 4,343 0,7765
9A 324,6 2,131 6,153 0,899 0,3242 4,5936 5,50 1,731 0,5905
10A 289 2,027 5,214 0,357 0,3306 3,5519 7,96 1,378 0,438
11A 238,2 0,769 1,763 0,518 0,3099 1,8353 6,19 1,186 1,1155
12A 286,5 2,825 4,195 0,412 0,3296 3,8232 = = =
n 13 13 13 13 13 13 11 11 11
Média 297,7246154 2,530846154 4,523538462 0,613969231 0,321261538 3,6577 5,921 1,738090909 1,128818182
SD 47,74640503 1,277891091 1,804575694 0,173686962 0,016350053 1,02227 1,551448356 1,304858035 0,404631331
EPM  13,24247012  0,35442322  0,500499246 0,048172096 0,004534689 0,28353 0,46777928 0,393429501 0,122000937

Anexo 05: Parametros biométricos (peso, peso do TA retroperitoneal, inguinal e marrom, indice de Lee e de adiposidade) e bioquimicos
(leptina, insulina e NEFASs) dos animais DS de 4 semanas. Na primeira coluna estdo apresentados os animais utilizados no estudo e a letra “A”
seguinte ao numero representa o grupo de 4 semanas. Os “-“ indicam que os valores ndo foram mensurados. RETRO - retroperitoneal; ING —
inguinal; IA — indice de adiposidade; SD — desvio padrao; EPM — erro padrdo da média.
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. CTE@SEMANAY

RATOS PESO(g) TARETRO(g) TAING (9) TAM (g) I. LEE IA LEPTINA (ng/mL) INSULINA (ng/mL) NEFA (mmol/L)
1A 279,3 1,347 1,527 0,3422 1,8458 2,62 0,565 1,2135
2A 274,3 7,92 7,94 0,2935 0,3079 9,8402 2,04 1,196 1,2975
3A 276,2 1,171 2,469 0,274 0,3072 2,0231 2,95 0,588 1,8645
4A 269,02 1,16 2,11 0,276 0,3031 2,0623 3,45 0,648 1,753
5A 237,9 0,525 1,989 0,318 0,3261 1,7375 2,53 0,861 1,1525
6A 195,4 0,307 0,985 0,326 0,3154 1,1995 2,66 0,652 0,64
7A 175,33 0,577 1,64 0,346 0,3058 2,1784 2,79 0,883 0,6985
8A 262,9 1,597 4,308 0,387 0,3372 3,5068 2,65 0,771 0,7475
9A 252,8 0,992 1,865 0,278 0,3243 1,7361 1,82 0,407 0,558
10A 295,2 1,083 3,002 0,319 0,3171 2,1503 2,00 0,64 0,4415
11A 285,2 0,551 2,374 0,314 0,2992 1,7863 = = =
12A 321,2 2,188 4,156 0,427 0,3215 3,1809 4,3 0,893 1,306

n 12 12 12 11 12 12 11 11 11
Média 260,3958333 1,618166667 2,86375 0,3235 0,31725 2,7706 2,708727273 0,736727273 1,061136364
SD 40,93148276  2,052430924  1,884961351 0,048035924 0,013536449 2,31429 0,701991608 0,214033685 0,481225576
EPM 11,8159013  0,592485773 0,544141472 0,014483376 0,003907636 0,66808 0,211658434 0,064533584 0,14509497

Anexo 06: Parametros biométricos (peso, peso do TA retroperitoneal, inguinal e marrom, indice de Lee e de adiposidade) e bioquimicos
(leptina, insulina e NEFAs) dos animais CTE de 4 semanas. Na primeira coluna estdo apresentados os animais utilizados no estudo e a letra
“A” seguinte ao numero representa o grupo de 4 semanas. Os “-“ indicam que os valores nao foram mensurados. RETRO - retroperitoneal; ING —
inguinal; IA — indice de adiposidade; SD — desvio padrao; EPM — erro padrdo da média.
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RATOS| PESO(g) | TARETRO(g)| TAING (g) TAM (g) . LEE IA

LEPTINA (ng/mL) | INSULINA (ng/mL)

NEFA (mmol/L)
2,0535
1,4985
1,324
0,571

0,7655

0,778
Média 287,1725 3,161166667 5,060333333 0,55375 0,324833333 4,44376 4,575416667

1,049416667 1,0265
11,69117993

0,595116666 0,657986798 0,052354823 0,004543816 0,57358

0,387165309 0,121239149 0,128091365

Anexo 07: Parametros biométricos (peso, peso do TA retroperitoneal, inguinal e marrom, indice de Lee e de adiposidade) e bioquimicos
(leptina, insulina e NEFAs) dos animais DTE de 4 semanas. Na primeira coluna estdo apresentados os animais utilizados no estudo e a letra

“A” seguinte ao numero representa o grupo de 4 semanas. Os “-“ indicam que os valores ndo foram mensurados. RETRO - retroperitoneal; ING —
inguinal; IA — indice de adiposidade; SD — desvio padrao; EPM — erro padrdo da média
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oS POl RO TANGE TG L % TSRO WSO () NP )|

1 421,5 2,3 2,8 0,6 0,3318 2,4052 3,326 1,088 =

2 407 5,53 1,89 0,1233 0,3369 3,5474 3,127 1,236 0,737

3 416 6,91 1,8 0,3562 0,3393 3,5821 6,062 0,936 =

4 384,3 2,01 0,67 0,2681 0,3305 1,7334 3,189 1,558 0,6225

5 364 3,6 1,16 0,2902 0,3231 2,3507 1,214 1,064 0,727

6 419,9 2,73 2,2 0,3019 0,3256 2,3377 3,212 1,291 1,5825

n 6 6 6 6 6 6 6 6 4

Média 402,1166667 3,846666667 1,753333333 0,323283333 0,3312 2,659416667 3,355 1,1955 0,91725
SD  23,14678523 1,964226735 0,753861172 0,156362341 0,006259712 0,743074627 1,550003871 0,218337125 0,446512504

EPM  9,449635501 0,801892207 0,307762535 0,063834658 0,002555517 0,303358946 0,632786431 0,089135758 0,223256252

Anexo 08: Parametros biométricos (peso, peso do TA retroperitoneal, inguinal e marrom, indice de Lee e de adiposidade) e bioquimicos
(leptina, insulina e NEFAs) dos animais CS de 8 semanas. Na primeira coluna estdo apresentados os animais utilizados no estudo e a
auséncia da letra “A” seguinte ao numero indica o grupo de 8 semanas. Os “-“ indicam que os valores ndo foram mensurados. RETRO -
retroperitoneal; ING — inguinal; 1A — indice de adiposidade; SD — desvio padrdo; EPM — erro padrdo da média.
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aros Peso() TARETRO ARG T LR h LT omt) M (i) NP )|

1 431,4 6,5 6,1 0,458 0,3343 4,7998 7,824 2,399 0,8775

2 462,4 9,9 5,3 0,755 0,3422 5,9469 7 2,688 1,1905

3 331,5 1,12 0,806 0,43 0,3409 1,593 1,935 1,516 1,249

4 455,4 6,84 5,04 0,437 0,3497 3,9933 4,064 1,392 =

5 336,7 2,58 0,755 0,595 0,3313 2,6556 4,848 0,796 0,718

6 468,87 7,83 3,83 0,5272 0,3468 4,3504 8,76 1,587 =

n 6 6 6 6 6 6 6 6 4

Média 414,3783333 5,795 3,6385 0,5337 0,340866667 3,889833333 5,7385 1,729666667 1,00875
SD  63,48334913 3,309777938 2,330582223 0,125386363 0,007066164 1,554423681 2,574245812 0,695437896 0,253321436

EPM  25,91696875 1,351211185 0,951456208 0,051188768 0,002884749 0,63459081 1,050931452 0,283911332 0,126660718

Anexo 09: Parametros biométricos (peso, peso do TA retroperitoneal, inguinal e marrom, indice de Lee e de adiposidade) e bioquimicos
(leptina, insulina e NEFAs) dos animais DS de 8 semanas. Na primeira coluna estdo apresentados os animais utilizados no estudo e a
auséncia da letra “A” seguinte ao numero indica o grupo de 8 semanas. Os “-“ indicam que os valores ndo foram mensurados. RETRO -
retroperitoneal; ING — inguinal; 1A — indice de adiposidade; SD — desvio padrdo; EPM — erro padrdo da média.
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RATOS PESO(g) TARETRO(g) TAING(g) TAM(g) . LEE 1A LEPTINA (ng/mL) INSULINA (ng/mL) NEFA (mmol/L)
1 398,8 2,3 2,3 0,1431 0,3408 2,3464 4,014 3,31 1,3885
2 375,6 2,3 0,8 0,1922 0,3123 1,786 2,393 1,118 0,676
3 427,6 2,25 0,66 0,2665 0,3139 1,5283 4,984 0,487 -
4 407,9 3,26 1,45 0,446 0,3224 2,6334 6,815 2,779 1,008
5 351,7 1,49 0,64 0,256 0,3165 1,4117 3,122 1,739 0,8235
6 310,13 0,567 0,052 0,239 0,3119 - 1,935 0,953 0,4395
n 6 6 6 6 6 5 6 6 5
Média 378,6216667 2,027833333 0,983666667 0,257133333 0,319633333  1,94116 3,877166667 1,731 0,8671
SD  42,63397256 0,909839638 0,784194279 0,103255405 0,011063032 0,528741802  1,812164829 1,106363231 0,358110563
EPM 17,40524642 0,371440477 0,320145974 0,042153843 0,004516464 0,236460522  0,739813193 0,451670898 0,160151912

Anexo 10: Parametros biométricos (peso, peso do TA retroperitoneal, inguinal e marrom, indice de Lee e de adiposidade) e bioquimicos
(leptina, insulina e NEFASs) dos animais CTE de 8 semanas. Na primeira coluna estdo apresentados os animais utilizados no estudo e a

auséncia da letra “A” seguinte ao numero indica o grupo de 8 semanas. Os

retroperitoneal; ING — inguinal; 1A — indice de adiposidade; SD — desvio padrdo; EPM — erro padrdo da média.

indicam que os valores ndao foram mensurados. RETRO -
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Média 409,7683333 6,055833333 3,974333333 0,545016667 0,330083333 4,155833333 5,781166667

1,563166667 0,842125

EPM  7,485345869 0,719516524 1,104219835 0,018573663 0,004848327 0,460944892 1,141720206 0,208552059 0,103436449

Anexo 11: Parametros biométricos (peso, peso do TA retroperitoneal, inguinal e marrom, indice de Lee e de adiposidade) e bioquimicos
(leptina, insulina e NEFASs) dos animais DTE de 8 semanas. Na primeira coluna estdo apresentados os animais utilizados no estudo e a

auséncia da letra “A” seguinte ao numero indica o grupo de 8 semanas. Os “-“ indicam que os valores ndo foram mensurados. RETRO -
retroperitoneal; ING — inguinal; 1A — indice de adiposidade; SD — desvio padrdo; EPM — erro padrdo da média.
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