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RESUMO

O diabetes mellitus do tipo 2 (DM2) ¢ uma doenca multifatorial caracterizada pela
hiperglicemia cronica. O consumo de dietas hipercaldricas associado ao sedentarismo sao
fatores contribuintes para o aumento da prevaléncia de obesidade ¢ DM2 na populagao
mundial. Embora o consumo de flavan6is do cacau (CF) esteja associado a diversos
beneficios para a saude, os seus efeitos combinados ao exercicio aerdbico (EXE) sobre o
metabolismo e estado inflamatorio, em condigdes de resisténcia a insulina (IR) ainda sao
desconhecidos. O objetivo da tese foi verificar os efeitos agudos e cronicos do EXE e da
suplementagdo de CF sobre o desempenho aerdbico, sobre o metabolismo ¢ mediadores
inflamatorios em ratos IR. Os estudos foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA-UFMG, protocolo n°. 110/2016). Ratos Wistar machos (250 + 10g) foram
submetidos a um protocolo de inducao de IR por meio de dieta hiperlipidica e bebida rica em
frutose de forma combinada durante 30 dias. Os ratos controles (CON) permaneceram com
dieta padrao pelo mesmo periodo de tempo. No estudo 1, apds a indugdo da IR, os ratos CON
e IR foram suplementados agudamente com soluc¢do de CF (45 mg'kg'1 de massa corporal) ou
solugdo placebo (PLA) e submetidos a uma sessdo aguda de corrida em esteira (60% VOapico)
(EXE) ou permaneceram em repouso (REST) por 30 minutos. Os ratos foram eutanasiados 30
minutos apos a sessao experimental. No estudo 2, a intervencdo com PLA ou CF combinada
ao REST ou EXE nos ratos IR foi realizada uma vez ao dia, cinco dias por semana durante
oito semanas. Os ratos foram eutanasiados 48h apos a ultima sessao de interven¢do, em jejum
de 6 hora. A suplementacdo aguda de CF atenuou a hiperglicemia dos ratos IR apoés o
exercicio aerdbio submaximo (p < 0,001) promovendo efeitos aditivos aos do EXE na
fosforilacdo da proteina Akt (pAkt) no figado dos ratos IR. O EXE e CF per si também
aumentaram fosforilagdo da proteina AMPK (pAMPK) no figado (p < 0,001) e no musculo
esquelético (p < 0,001), reduziram a expressao de TRB3 (p < 0,01) e aumentaram a expressao
de CPT-la (p < 0,001) no figado dos ratos IR. Cronicamente, a suplementagdo de CF e o
EXE per si melhoraram o quadro de intolerancia a glicose e o perfil lipidico, reduziram as
concentracgoes de leptina (p < 0,001 e p <0,001), glicose (p < 0,001 e p <0,001), insulina (p <
0,001 e p < 0,001) e o indice HOMA (p < 0,001 e p < 0,001). Além disso, melhoraram o
perfil inflamatério nos tecidos estudados. Quando combinadas, as intervengdes induziram
aumento de GLUT4 no musculo esquelético em maior magnitude (p < 0,001) quando
comparadas as intervencdes per si. Portanto, o exercicio aerdbico e a suplementacdo de
flavanois do cacau induziram alteragdes no metabolismo, no perfil inflamatério e na
expressdao de proteinas chaves para o tratamento e prevencdo da IR, sugerindo que a
combinacdo de ambas as intervengdes pode contribuir efetivamente na atenuacdo das
complicacdes metabolicas decorrentes do DM2.

Palavras-chave: Diabetes do tipo 2. Citocinas. GLUT4. Polifenodis. Treinamento fisico.



ABSTRACT

Type 2 diabetes mellitus (DM2) is a multifactorial disease characterized by chronic
hyperglycemia. The consumption of hypercaloric diets associated with a sedentary lifestyle
has been responsible to increase the prevalence of obesity and DM2 in the world population.
Although the consumption of cocoa flavanols (CF) is associated with several health benefits,
its combined effects with aerobic exercise (EXE) in conditions of insulin resistance (IR) are
still unknown. The objective this thesis was to verify the acute and chronic effects of EXE and
CF supplementation on aerobic performance, metabolism and inflammatory markers in IR
rats. The studies were approved by the Ethics Committee on the Use of Animals (CEUA-
UFMG, protocol No. 110/2016). Male Wistar rats (250 £ 10g) were submitted an insulin
resistance induction protocol through a high-fat diet and a high-fructose beverage in
combination for 30 days, control rats (CON) remained on standard rodent diet for the same
period of time. In study 1, after the induction of IR, the CON and IR rats were supplemented
with CF (45mg.kg-1 of body mass) or placebo solution (PLA) and submitted to running on a
treadmill (60% VO2peak) or remained at rest (REST) for 30 minutes. The rats were
euthanized 30 minutes after the experimental session. In study 2, the intervention with PLA or
CF combined with the REST or EXE in the IR rats was performed once a day, five days a
week for eight weeks. The rats were euthanized 48h after the last 6-hour fasting intervention
session. Acute CF supplementation attenuated hyperglycemia after submaximal aerobic
exercise promoting additive effects to that of EXE on the phosphorylation of Akt protein in
the liver of IR mice. EXE and CF also increased phosphorylation of the AMPK protein in the
liver and skeletal muscle, reduced the expression of TRB3 and increased the expression of
CPT-1a (p<0.001). Chronically, CF supplementation and EXE per se improved the condition
of glucose intolerance and the lipid profile, reduced the concentrations of leptin, glucose,
insulin and HOMA index (p<0.001 and p<0.001) and improved the inflammatory millieu in
tissues studied. In addition, when both interventions were combined, the increase in GLUT4
in the skeletal muscle was greater when compared to the interventions per se. Therefore the
present thesis demonstrated the efficacy of EXE and CF in improving key factors in the
treatment and prevention of IR, suggesting that the combination of both interventions can
effectively contribute to the reduction of metabolic complications resulting from DM?2.

Keywords: Type 2 diabetes. Cytokines. GLUt4. Polyphenols. Physical training.
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1 INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

O diabetes mellitus (DM) ¢ considerado ndo apenas uma doenca, mas um grupo
heterogéneo de disturbios do metabolismo de carboidratos, lipidios e proteinas, que culminam
no aumento da concentracdo de glicose (hiperglicemia) resultantes da deficiéncia na secre¢ao
de insulina (DM tipo 1) e/ou resisténcia a acdo da mesma (DM tipo 2) (ALBERTI; ZIMMET,
1998; BRASIL, 2013; INZUCCHI et al., 2015). Caracterizada como uma doenga cronica
multifatorial, diversos fatores podem contribuir para o desenvolvimento e a progressao do
diabetes mellitus do tipo 2 (DM2), dentre eles, fatores genéticos, sobrepeso e¢/ou obesidade,

insonia, além de fatores econdmicos e psicossociais (HU, 2011).

Dados da Organizagio Mundial da Satde (WHO, 2016) apontam que
aproximadamente 422 milhdes de pessoas no mundo tenham diabetes. Somente no Brasil,
estima-se que mais de 12 milhdes de pessoas estejam em tratamento de DM e apesar da pré-
disposicdo genética, o risco de desenvolvimento do DM tem aumentado em virtude do

crescimento e envelhecimento populacional e da crescente prevaléncia de obesidade, consumo

de dietas hipercaldricas e sedentarismo (BRASIL, 2013; DEFRONZO et al., 2015).

O DM2 possui a maior frequéncia (90 a 95%) entre todos os casos de diagnosticos da
doenga, prevalecendo na populagdo com idade entre 30 e 69 anos (DESHPANDE et al., 2008;
ADA, 2014; IDF, 2014). A diminui¢do da sensibilidade dos tecidos-alvos ao efeito
metabolico da insulina ¢ uma das caracteristicas principais do DM2 que se caracteriza por
quadro clinico de hiperglicemia cronica (ALBERTI; ZIMMET, 1998; ADA, 2014;
INZUCCHI et al., 2015).

Evidéncias tém mostrado que o quadro hiperglicémico pode ocasionar diversas
alteragdes metabolicas, incluindo disfun¢do mitocondrial e aumento na produgdo de espécies
reativas de oxigénio (COHEN; TONG, 2010; SHENOUDA et al., 2011; WANG et al., 2015),
diminui¢do da biodisponibilidade do 6xido nitrico (DE VRIESE et al., 2000; OLOKOBA et
al., 2012), aumento na expressdo de citocinas de agdo pro-inflamatorias, tais como
interleucina 6 (IL-6) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) (LIN; SUN, 2010), aumentos na
formagdo de produtos finais da glicacdo avangada (BARBOSA et al., 2008), aumentos do
tonus vascular e da permeabilidade das células endoteliais (STRATTON et al., 2000; TABIT,
et al., 2010), que se ndo controladas e/ou revertidas, contribuem efetivamente para o
surgimento de complicagdes micro e macrovasculares e doencas cronico degenerativas

(DEFRONZO et al., 2015).
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Embora a resisténcia hepatica a insulina seja considerada um dos principais
contribuintes da hiperglicemia de jejum no DM2 (MARINHO et al., 2012; PEREIRA et al.,
2017), a resisténcia a insulina podem ocorrer também em diversos tecidos, tais como,
musculo esquelético (FERRANINI, 2010), tecido adiposo (GUILHERME et al., 2008), rins
(GERICH et al., 2001), endotélio vascular (MEIJER ef al., 2012) e cérebro (BLAZQUEZ et
al.,2014).

Estudos demonstraram que a ativagdo de vias inflamatoérias, incluindo, o complexo
IKK, c-jun amino-terminal kinase 1 (JNK1/MAPKS) e p38 MAPK pode levar a fosforilagao
do substrato do receptor de insulina em residuos de serina, o que bloqueia a cascata de
sinalizag¢do da insulina em diversos tecidos (De ALVARO et al., 2004; ARKAN, et al., 2005).
Além disso, foi demonstrado que o TRB3 (mammalian homolog of Drosophila tribbles), um
inibidor endégeno da proteina quinase B (Akt), possui um papel determinante na resisténcia
hepética a insulina, o que bloqueia a a¢do da insulina no figado ao se ligar a enzima Akt e

reduzir sua fosforilagdo (MARINHO et al., 2012).

Devido ao fato da resisténcia a insulina ser ocasionada em diversos tecidos por
alteracdes fisiologicas anteriormente comentadas, diversas intervengdes ndo medicamentosas
tem demonstrado ser eficazes para atenuar as complicacdes metabdlicas decorrentes da
resisténcia a insulina, e tém sido propostas para o tratamento do DT2, dentre elas a pratica
regular de exercicios fisicos, modificacdes nos habitos alimentares e ainda a utilizagdo de
fitoquimicos, tais como os flavanoéis do cacau (BISSON et al., 2008; UMPIERRE et al., 2013;
MARTIN et al., 2016). Embora possam promover beneficios a satide, a combinacdo destas
intervengoes, tais como o exercicio fisico e a suplementagdo dos flavanois do cacau, em
condi¢des de obesidade e resisténcia a insulina ainda precisam ser elucidados. Portanto, a
compreensdo dos mecanismos associados as alteragdes da resisténcia a insulina nos diferentes
tecidos e a compreensao dos mecanismos fisiologicos envolvidos na melhora do metabolismo
em decorréncia das intervengdes ndo medicamentosas tem sido considerada de grande

relevancia em estudos experimentais.
1.1. Exercicio fisico e resisténcia a insulina

Na tentativa de reverter ¢/ou minimizar as alteragdes metabolicas decorrentes do da
resisténcia a insulina e do DM2, os exercicios fisicos tém sido considerados como uma
estratégia nao farmacoldgica efetiva para o controle da doenca (ALBRIGHT et al., 2000;
YATES et al., 2007, UMPIERRE et al., 2013). A pratica regular de exercicios fisicos, de
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forma supervisionada e controlada, ¢ recomendada pelo Ministério da Saude do Brasil, nao
apenas para a prevenc¢do da doenga, mas para minimizar as alteracdes metabodlicas decorrentes
da resisténcia a insulina e contribuir para a reducao do risco de desenvolvimento de diversas

comorbidades (BRASIL, 2013).

Diversos estudos demonstraram que tanto os efeitos agudos quanto cronicos do
exercicio fisico sobre o controle glicémico tém implicagdes importantes para individuos
diabéticos (LIMA et al., 2009; YI et al., 2013; ROHLING et al., 2016). Neste sentido, os

efeitos benéficos do exercicio fisico ja foram bem descritos na literatura.

A realizagdo do exercicio aerdbio com intensidade moderada pode aumentar a
captagdo e utilizacdo de glicose em tecidos periféricos, minimizar o quadro hiperglicémico e
reduzir o percentual de hemoglobina glicada (HbA1), promover a diminui¢cdo de marcadores
inflamatorios e de estresse oxidativo € aumentar as concentragdes de enzimas antioxidantes
(BAYNARD, et al., 2005; YATES, et al., 2007; UMPIERRE, et al., 2013). Além disso, o
exercicio fisico aerobio pode aumentar a oxida¢do de acidos graxos, aumentar o fluxo de
sangue para musculos esqueléticos, ativar vias de sinalizagdo celular (independentes da
insulina) culminando na translocacdo de GLUT4 a membrana celular, melhorando assim a
sensibilidade a insulina, (ALBRIGHT et al., 2000; COLBERG et al., 2010; McGINLEY, et
al., 2015).

O aprimoramento dos mecanismos moleculares associados a sensibilidade a insulina
em resposta ao exercicio fisico pode estar relacionado ao aumento da expressdo e/ou a
ativagdo de proteinas reguladoras do metabolismo de carboidratos, tais como, o aumento na
expressao de GLUT4, fosfatidilinositol-3 kinase (PI3K) e Akt (ROCKL et al., 2008; DA
SILVA et al., 2010). Além disso, diversos estudos demonstraram que mesmo uma Unica
sessao de exercicio fisico pode melhorar a sinalizagdo da insulina em diversos tecidos,
incluindo, o tecido hepatico (HOENE et al, 2009), musculo esquelético e hipotadlamo

(FLORES et al., 2006; ROPELLE et al., 2006; PAULI et al., 2008).

Embora os beneficios do treinamento aerdbico estejam bem descritos na literatura, os
seus efeitos associados a diferentes intervencdes nutricionais, tais como, a suplementacao de
polifen6is em condi¢cdes de obesidade e resisténcia a insulina ainda sdo desconhecidos.
Portanto, a compreensdo dos mecanismos fisioldgicos envolvidos na resposta aguda e cronica

do exercicio fisico e da suplementacao de flavandis do cacau em diferentes tecidos periféricos
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podera elucidar os efeitos de ambas as intervengdes sobre as alteragdes metabodlicas e

inflamatorias encontradas em condigdes de obesidade e resisténcia a insulina.
1.2. Suplementacio de flavandis e resisténcia a insulina

Intervengdes nutricionais também tém sido consideradas de grande relevancia para o
controle das alteragdes decorrentes da resisténcia a insulina. Dietas ricas em polifendis,
especificamente em flavanois, um grupo de flavonoides encontrados em diversas bebidas, tais
como, chd verde e vinho, em vegetais e principalmente no cacau (Theobroma cacao), sao
eficientes para a prevengdo de comorbidades e melhora do déficit cognitivo associado ao
diabetes (BISSON et al., 2008; SPENCER, 2010; DESIDERI et al., 2012; SOKOLOV et al.,
2013; RULUTERS et al., 2013; BRICKMAN et al., 2014).

Os polifenois, ou compostos fendlicos, sao obtidos das plantas, produzidos por elas
por meio do metabolismo secundario, que tém sido amplamente estudados devido aos efeitos
benéficos que proporcionam a saide (BRAVO, 1998; EFRAIM; ALVES; JARDIM, 2011;
YAMASHITA et al., 2012; FERNADEZ-MILLAN et al., 2015). Divididos em duas classes:
taninos (polifenodis poliméricos) e flavonoides, os polifenodis presentes no cacau incluem o
flavanol, flavonol, antocianinas, flavonas e flavanonas. Entre eles, os flavanois sdo o mais
abundantes, sendo a (+)-catequina e (-)-epicatequina os principais mondmeros bioativos

presentes no cacau (EFRAIM; ALVES; JARDIM, 2011).

Diversos estudos demonstraram que a ingestdo aguda de flavanois, especificamente (-
)-epicatequina, pode aumentar a biodisponibilidade de 6xido nitrico (VLACHOPOULOS et
al., 2005), e o fluxo sanguineo para tecidos periféricos (HOOPER et al., 2012; LIN et al.,
2016), e melhorar a vasorreatividade ¢ fun¢ao endotelial (HERMANN ez al., 2006;
HEISS et al., 2007; WEST et al., 2014). Além disso, a melhora da capacidade antioxidante
(HUSSAIN et al., 2016), incluindo, aumento das enzimas glutationa peroxidase e redutase
(FERNADEZ-MILLAN et al., 2015), a diminui¢do das concentracdes de espécies reativas de
oxigénio e substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) (COOPER et al., 2008), a
diminui¢do das concentracdes de citocinas de agdo pro-inflamatdrias (SHAY et al., 2015;
SUEN et al., 2016) e consequentemente a diminui¢ao do risco de doencas cardiovasculares e
resisténcia a insulina (CURTIS et al., 2012; YAMASHITA et al., 2012; HOOPER et al.,
2012), também tém sido considerados os principais beneficios do consumo crénico de

flavanois.
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Baseando-se nos efeitos conhecidos dos flavanois, estudos recentes tém investigado os
efeitos da suplementacdo desses polifendis sobre o desempenho fisico de atletas
(SOMERVILLE; BRINGANS; BRAAKHUIS, 2017). Embora haja evidéncias que mesmo de
forma aguda a suplementacdo de flavandis possa contribuir para a redu¢ao do estresse
oxidativo induzido pelo exercicio fisico (DAVISON et al., 2012), melhorar a fungdo vascular
(BERRY et al., 2010) e o metabolismo de gorduras e carboidratos durante a realizacdo do
exercicio fisico (ALLGROVE et al., 2011; STELLINGWERFF et al., 2014), parece que sua
suplementagdo ndo apresenta efeitos ergogénicos sobre o desempenho fisico de atletas

(DECROIX et al., 2018).

Especificamente no DM2, os mondmeros bioativos do cacau, tais como, (+)-
catequinas e (-)-epicatequinas, podem agir diretamente em diferentes vias de sinalizagdes no
figado, pancreas, tecidos adiposos e musculo esquelético, culminando na diminui¢do do
estresse oxidativo e do perfil inflamatoério, no aumento da capacidade antioxidante, na
reducdo da apoptose celular e na melhora da sensibilidade a insulina (FRANCIS ef al., 2008;
MACREADY et al., 2009; WLLIANS; SPENCER, 2012; MARTIN et al., 2016).

Entretanto, os mecanismos subjacentes aos efeitos benéficos observados com a
suplementagdao de flavandis nao foram totalmente elucidados. Estudos realizados em ratos
diabéticos demonstraram que a suplementacgao de flavanodis pode aumentar a fosforilacdo dos
substratos do receptor de insulina (BETTAIEB et al, 2014), da proteina quinase B
(AKT/PKB) (CORDERO-HERRERA et al., 2015) e da proteina quinase ativada por AMP
(AMPK) (SANCHEZ et al., 2010) levando ao aumento da sensibilidade a insulina, da
captagdo de glicose, resultando consequentemente na diminui¢do do indice de avaliacdo da
homeostase (HOMA-IR). Além disso, a suplementacdo de flavandis pode reduzir a
fosforilagdo de SREBP1-c (CORDERO-HERRERA et al., 2015), diminuir as concentragdes
das citocinas inflamatorias IL-6 e TNF-a (BETTAIEB et al., 2014), TBARS e reduzir a
atividade de caspase 3 (FERNANDEZ et al., 2015) levando a diminui¢do da lipogénese,

inflamacao, estresse oxidativo e apoptose celular, respectivamente.

Embora a suplementagdo com flavandis em longo prazo possa ocasionar diversos
beneficios relacionados a saude, os seus efeitos metabdlicos agudos e cronicos associados ao
exercicio fisico foram poucos investigados. Além disso, os efeitos da suplementacao aguda de
flavanois per si e/ou combinada com o exercicio fisico sobre o desempenho fisico em

diabéticos e/ou resistentes a insulina ainda precisam ser elucidados. Do mesmo modo, ndo ha
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relatos na literatura se o treinamento fisico aerdbio associado a suplementacdo cronica de
flavandis pode reverter e/ou minimizar as alteragdes metabolicas e inflamatdrias decorrentes

da resisténcia a insulina.
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2 OBJETIVO GERAL DA TESE

O objetivo geral da tese foi verificar os efeitos agudos e cronicos do exercicio fisico e
da suplementagdo de flavandis do cacau sobre o desempenho fisico, o metabolismo e

mediadores inflamatdrios em ratos resistentes a insulina.

Para alcangar o objetivo proposto, o presente trabalho estd estruturado em dois estudos
(capitulos) os quais visam: 1) verificar os efeitos agudos (estudo 1); e ii) cronicos (estudo 2)
do exercicio fisico e da suplementacao de flavandis do cacau sobre o desempenho aerobico, o

metabolismo e sobre o perfil inflamatoério em ratos Wistar resistentes a insulina.

Os estudos foram aprovados pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA-
UFMG, protocolo n°. 110 / 2016; ANEXO A) e todos os procedimentos realizados
obedeceram aos Principios Eticos da Experimentagdo Animal (CEUA-UFMG) e as normas
estabelecidas pelo Conselho Nacional de Controle e Experimentacdo Animal (CONCEA),
sendo o pesquisador responsavel pela presente tese capacitado no uso e manejo de animais de
laboratorio (ANEXO B).

Os estudos realizados nesta tese foram financiados pela Fundacdo de Amparo a
Pesquisa (FAPEMIG) por meio da contemplacdo do projeto ECODIA (Exercise, Cocoa,
Cognition and Diabetes). O projeto ECODIA ¢ um projeto desenvolvido na Universidade
Federal de Minas Gerais (Belo Horizonte, Brasil) sob a orientacdo da Prof*. Dr* Danusa Dias
Soares, na Université de Lille (Lille, Franca) sob a orientacao da Prof®. Dr*. Elsa Heyman e na
Vrije Universiteit Brussel (Bruxelas, Bélgica) sob a orientagdo do Prof. Dr. Romain Meeusen
o qual objetiva-se estudar os efeitos do exercicio fisico e da suplementacdo de flavanois do

cacau sobre os aspectos cognitivos € metabdlicos associados ao Diabetes Mellitus.
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3 ESTUDO 1: Efeitos agudos da suplementacido dos flavandis do cacau (Theobroma
cacao) sobre as respostas metabdlicas e inflamatorias decorrentes do exercicio
submaximo em ratos resistentes a insulina

RESUMO

Introducio: A resisténcia a insulina ¢ caracterizada por um estado cronico de hiperglicemia e
estd associada a obesidade e inflamacgdo de baixo grau. Agudamente, a suplementacdo dos
flavanois do cacau (CF) melhora a vasorreatividade, a fungdo cognitiva e aumenta a atividade
de enzimas antioxidantes. Entretanto, os mecanismos fisioldgicos envolvidos na captagdo de
glicose, no perfil inflamatério e seus efeitos associados ao exercicio fisico ainda sdo
desconhecidos em populagdes acometidas com doencas metabolicas. Objetivo: Explorar os
efeitos da suplementagdo aguda per si de CF e/ou combinada com o exercicio fisico sobre os
mecanismos fisiologicos envolvidos na captagdo de glicose e nos mediadores inflamatérios de
ratos resistentes a insulina. Métodos: 64 ratos Wistar machos (250 + 10g) foram alocados
aleatoriamente em dois grupos: controle (CON, n=32) e resistentes a insulina (IR, n= 32). A
resisténcia a insulina associada a obesidade foi induzida por meio de uma dieta hiperlipidica
associada a ingestao de bebida enriquecida com frutose durante 30 dias. Apds este periodo, os
ratos de cada grupo (CON e IR) foram suplementados por gavagem oral com solucdo de CF
(45 mg'kg'1 de massa corporal) ou solucao placebo (PLA) e permaneceram por 30 minutos em
repouso ou foram submetidos a corrida em esteira com intensidade 60% VOxpeax pelo mesmo
periodo. Os ratos foram eutanasiados 30 minutos apds a sessdo experimental. As
concentracdes de citocinas pro e anti-inflamatorias no figado, pancreas, tecido adiposo e
musculo esquelético foram quantificadas por ELISA. A expressdo génica de TRB3 e CPT1 no
figado e musculo esquelético foram avaliadas por qPCR real-time e a fosforilacdo das
proteinas Akt e AMPK por imunohistoquimica. Resultados: A suplementagdo aguda de CF
per si atenuou a hiperglicemia ap6s a realizagdo do exercicio aerdbio subméximo nos ratos IR
(p <0,001). No figado, CF promoveu efeitos aditivos aos do exercicio fisico na fosforilacdo
da proteina Akt, possivelmente contribuindo para o aumento da captagdo de glicose nos ratos
IR. O exercicio aerdbico submaximo ¢ CF também aumentaram a fosforilagdo de AMPK no
figado (p < 0,001) e no musculo esquelético (p < 0,001), reduziram a expressao de TRB3 (p <
0,01), aumentaram a expressao de CPT1 (p < 0,001) e melhoraram o perfil inflamatorio no
figado, pancreas, tecido adiposo e no musculo esquelético. Conclusdo: Agudamente, a
suplementagdo de CF previamente a realiza¢do do exercicio aerobico submaximo promoveu a
ativacdo de proteinas e genes envolvidos na captagdo e metabolismo da glicose e lipidios e
melhorou os mediadores inflamatorios dos ratos com resisténcia a insulina.

Palavras-chaves: Diabetes do tipo 2, captagdo de glicose, citocinas, polifendis, exercicio
fisico.
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INTRODUCAO

O diabetes do tipo 2 (DM2) ¢ uma complexa doenga resultante de fatores genéticos,
epigenéticos e ambientais. O sedentarismo e o consumo de dietas hipercaloricas t€ém sido
considerados os principais contribuintes para o aumento da incidéncia e desenvolvimento da
obesidade e resisténcia a insulina na populacao mundial (SKYLER et al., 2017; HU et al.,
2018). A resisténcia a insulina precede o diabetes do tipo 2 e esta altamente associado a
obesidade e inflamagao de baixo grau (De FRONZO ef al., 2015). O aumento de citocinas
inflamatoérias, incluindo interleucina 6 (IL-6), interleucina 18 (IL-1P) e o fator de nucrose
tumoral alfa (TNF-a) promove, dentre outros, a inibi¢do da via de sinalizagdo da insulina

contribuindo para o status hiperglicémico no DM2 (CHENG et al., 2015).

Recentemente, estudos demonstraram que a proteina mammalian Tribbles homolog 3
(TRB3) promove disfuncdo no metabolismo de glicose e estd altamente expressa em quadros
de obesidade e resisténcia a insulina (NOURBAKHSH et al., 2017; REN et al., 2019). A
proteina TRB3 ¢ capaz de se ligar diretatmente a proteina Akt inibindo sua fosforilagdo e
diminuindo a captagdo de glicose no figado, musculo esquelético e no tecido adiposo (CHOI
et al., 2019). Especificamente no figado, a inibi¢do da proteina Akt promove o aumento da
glicogenolise e da gliconeogénese favorecendo a liberagdo hepatica da glicose e
consequentemente o aumento da glicose sanguinea (MARINHO et al., 2015). A glicogendlise
e a gliconeogénese hepatica sdo os principais determinantes da hiperglicemia de jejum no
DM2. Cronicamente, o status hiperglicémico promove o aumento do estresse oxidativo,
disfungdo mitocondrial e endotelial, inflamagdo, além de complicagdes micro e
macrovasculares (De FRONZO et al., 2015). Portanto, estratégias capazes de atenuar as
complicacdes metabdlicas e inflamatorias associadas a resisténcia a insulina tém sido

consideradas de grande relevancia no cendrio atual.

O exercicio fisico representa uma estratégia ndo farmacolodgica efetiva para o controle
glicemico no DM2 (YATES et al., 2007, UMPIERRE et al., 2013). O treinamento aerdbico
realizado com intensidade moderada (55-65%VOomax) pode promover diversos beneficios
para individuos com resisténcia a insulina, incluindo, aumento da densidade mitocondrial e de
enzimas antioxidantes, melhora da sensibilidade a insulina e da vasorreatividade periférica,
além de reduzir a hemoglobina glicada e as citocinas inflamatorias (COLBERT et al., 2016).

Adicionalmente, de forma aguda o exercicio aerobico também ¢ capaz de aumentar a captagao
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de glicose, reduzir a expressdo de TRB3 no figado e reduzir a produgdo hepatica de glicose

(LIMA et al., 2009).

Intervengdes nutricionais associadas ao exercicio fisico, também tém sido
consideradas de grande relevancia no controle da disfun¢do metabolica ocasionada pela
resisténcia a insulina. Dietas ricas em polifendis, especificamente em flavanois, um grupo de
flavonoides encontrados em diferentes bebidas, tais como, chd verde, vinho, vegetais e em
grande quantidade no cacau, t€ém demonstrado diversos beneficios para a saude (BRAVO,

1998; VINAYAGAM; XU, 2015).

Os monomeros bioativos do cacau (Theobroma cacao), incluindo (-)-epicatequina e
(+)-catequina, apresentam propriedades antioxidantes (HUSSAIN et al, 2016) e anti-
inflamatorias (SHAY et al., 2015). Além disso, os flavandis do cacau podem melhorar a
vasorreatividade, a fun¢do endotelial (LIN ef al., 2016; HERMANN et al., 2006; WEST et
al., 2014) e consequentemente reduzir o risco de doengas cardiovasculares e de resisténcia a

insulina (CURTIS et al., 2012; MARTIN et al., 2015; NING REN, et al., 2019).

Assim, em funcdo de suas acdes fisioldgicas, diversos estudos tém investigado os
efeitos da suplementagdo dos flavanodis do cacau sobre o desempenho fisico em atletas
(SOMERVILLE et al., 2017; DECROIX et al., 2018). Contudo, apesar da aparente auséncia
de efeitos ergogénicos em atletas, evidéncias indicam que a suplementa¢do aguda dos
flavanois do cacau pode reduzir o estresse oxidativo induzido pelo exercicio fisico, melhorar a
fungdo vascular e alterar o metabolismo de lipidios e carboidratos durante a realizacdo do
exercicio fisico (DECROIX et al., 2018). Entretanto, os seus efeitos no desempenho fisico em
populagdes que apresentam alteracdes metabdlicas, tais como as observadas na resisténcia a

insulina, ainda ndo foram investigados.

Cronicamente a suplementagdo com flavandis do cacau agem diferentes vias de
sinalizagdes no figado, musculo esquelético e tecido adiposo melhorando o perfil
inflamatorio, a capacidade antioxidante, a sensibilidade a insulina e consequentemente o
metabolismo de glicose (MARTIN et al., 2016; RAMOS et al., 2017; NING REN, et al.,
2019). Entretanto, os mecanismos envolvidos na captacdo de glicose mediados pela
suplementagdo aguda de flavan6is do cacau ndo foram completamente elucidados em
populagdes acometidas com doengas metabdlicas. Apesar de ja ser conhecido que,
agudamente o exercicio fisico aerdbico aumenta a captagdo de glicose em individuos

resistentes a insulina (ROHLING et al., 2016; SYLOW et al., 2017), ndo se sabe se a
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suplementagdo de flavandis do cacau previamente a esta sessdo de exercicio pode
potencializar os efeitos do exercicio sobre o metabolismo glicidico e sobre as respostas
inflamatérias nestas populagdes. Portanto, objetivamos explorar os efeitos agudos da
suplementagao dos flavanois do cacau per si sobre o metabolismo glicidico em ratos
resistentes a insulina bem como estudar estes mesmos pardmetros e analisar também as
respostas inflamatorias nesta populagdo, em resposta a uma sessdo aguda de exercicio

aerobico subméximo sem e com a suplementagdo aguda prévia com flavanois do cacau.

MATERIAIS E METODOS
Animais e Cuidados Eticos

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA-UFMG,
protocolo n°. 110 / 2016 — ANEXO A) e realizado de acordo com as normas estabelecidas
pelo Conselho Nacional de Controle e Experimentacdo Animal (CONCEA). Sessenta e quatro
ratos Wistar machos (230-250g) provenientes do Instituto de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal de Minas Gerais foram utilizados neste experimento. Os ratos foram
alocados em caixas coletivas (4 ratos por caixa) e mantidos no biotério do Laboratorio de
Fisiologia do Exercicio com temperatura controlada (24 + 1°C) e fotoperiodo 14/10h (ciclo

claro iniciando as 5 horas e ciclo escuro as 19 horas) durante todo o periodo experimental.

Delineamento experimental

A figura 1 apresenta o delineamento experimental. Os ratos foram aleatorizados em
dois grupos: controle (CON, n = 32) e resistentes a insulina (IR, n = 32). Para a indugdo de
resisténcia a insulina nos ratos, foram realizados dois estudos preliminares aos dois
apresentados nesta tese para a padronizagao de um modelo adequado de resisténcia a insulina.
Inicialmente, em funcdo de dados da literatura (REED et al, 2000; SKOVSO, 2014;
GHORBANZADEH et al., 2016) verificamos os efeitos de unica dose (35 mgkg” de massa
corporal) de estreptozotocina (STZ) apds o consumo de dieta hiperlipidica (HFD) por 30 dias.
Os resultados obtidos mostraram que a combinagdo desta dieta e STZ foram capazes de
induzir o ganho de peso dos ratos, promover alteracdes no teste de tolerancia a insulina e
tolerancia oral a glicose. Entretanto, os valores glicémicos (acima de 300 mg'dL™") em jejum e
a perda significativa da massa corporal durante os trinta dias apds a administragdo de STZ
indicaram que para estudos com intervencdes cronicas com este modelo, poderia haver a
necessidade de insulinoterapia e/ou a administragdo de farmacos hipoglicemiantes para

aumentar a sobrevida dos ratos (MELO et al., APENDICE A). Neste sentido, realizamos um
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segundo estudo preliminar, no qual verificamos que o consumo de HFD combinado com a
ingestdo de bebida rica em frutose (FRT) durante 30 dias promoveu intolerancia a glicose,
aumentou as citocinas inflamatorias € modulou os parametros histomorfométricos no figado,
pancreas e tecido adiposo, demonstrando ser um modelo util, efetivo e de curto prazo de
inducdo de resisténcia a insulina, apropriado para estudos com intervengdes longas em ratos

Wistar (MELO et al., APENDICE B).

Assim, a resisténcia a insulina associada a obesidade foi induzida por meio do
consumo de uma dieta hiperlipidica (HFD com a seguinte composi¢do dos macronutrientes
em %kcal totais: 48,39% gorduras, 21,54% proteinas; 30,06% carboidratos; densidade
calorica de 457,9 kcal'100g™) combinada com a ingestdo de bebida rica em frutose (solugdo
30%; Synth™), oferecida ad libitum durante 30 dias. A intolerancia a glicose foi confirmada
por meio do teste de tolerancia oral a glicose (OGTT). Os ratos com escore corporal regular e
com tolerancia normal a glicose (CON) receberam rag¢do padrdo para roedores (composi¢ao
macronutrientes %kcal totais: 8,53% gordura, 38,47% proteina; 52,99% carboidratos;
densidade calérica 263,94 kcal 100g™; Presence®- Brasil) pelo mesmo periodo de tempo

(MELO et al., dados em submissdao; APENDICE C).

Apo6s a inducdo da resisténcia a insulina, os ratos dos dois grupos (CON e IR) foram
aleatorizados e divididos em dois subgrupos os quais foram suplementados com solucdo
placebo (n=16) ou flavandis do cacau (n=16). Uma hora apds a suplementacdo, estes dois
subgrupos foram divididos novamente em outros dois subgrupos (figura 5), sendo um
mantido em repouso por 30 minutos e outro submetido a corrida em esteira a 60% do

consumo pico de oxigéncio (VOapeak) pelo mesmo periodo de tempo.

Os quatros subgrupos (n=8/subgrupo) de ratos CON (PLA.SED; PLA.EXE;
COCOA.SED; COCOA.EXE) e os quatro subgrupos (n=8/subgrupo) de ratos IR (PLA.SED;
PLA.EXE; COCOA.SED; COCOA.EXE) foram eutanasiados por decapitagdo 30 minutos
ap6s o fim da sessdo experimental. Amostras de sangue foram colhidas, processadas e
estocadas em freezer 80°C para posterior analise de glicose e insulina. O figado, pancreas,
musculo esquelético gastrocnémio e tecido adiposo epididimal foram coletados, pesados e
estocados em freezer 80'C ou fixados em paraformoldeido para posterior anélises de
citocinas inflamatérias e expressdao génica de TRB3 e CPT1 ou quantificacio de pAKT e

pAMPK, respectivamente.
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Figura 1. Delineamento experimental do estudo 1. OGTT: teste de tolerancia oral a glicose; CON:
ratos magros com tolerancia normal a glicose; IR: Resisténcia a insulina; PLA: Placebo; SED: Sedentarios
(repouso); EXE: Exercicio Fisico; CF: Flavanodis do cacau; Suppl.: Suplementacdo; Vpico: Velocidade pico;
TTE: Tempo Total de Exercicio; TAE: Tecido adiposo epididimal.

Os efeitos da suplementacdo dos favanois do cacau sobre o desempenho fisico foram
investigados em um outro estudo realizado concomitante a esta tese na qual verificamos que a
suplementagdo dos flavanois do cacau prévia ao exercicio fisico ndo alterou o desempenho
aerobico dos ratos, entretanto, melhorou o metabolismo glicémico durante a recuperagao apds
o exercicio fisico em ratos resistentes a insulina (MELO et al.,, dados em submissdo,
APENDICE D). Portanto, aqui exploramos os possiveis mecanismos fisiologicos envolvidos
sobre os efeitos agudos da suplementacdo dos flavandis do cacau e do exercicio aerdbico

submaximo sobre o metabolismo e mediadores inflamatorios.
Teste de Tolerdncia Oral a Glicose (OGTT)

A intolerancia a glicose foi confirmada pelo teste de tolerancia oral a glicose (OGTT)
apés o jejum de 6 horas. Amostras de sangue foram obtidas através de lancentagem da
extremidade distal da cauda nos momentos basal (0), 15, 30, 60, 90 e 120 minutos apds a
gavagem oral de solugdo de glicose (1 gkg”, 40% solution, Sinth™). As concentrages de
glicose foram analisadas por meio de glicosimetro portatil (Accu-Check Performa®, Roche

Diagnostic, Franga).
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Suplementagdo de flavanois do cacau e solugdo placebo

A suplementacdo dos flavanois do cacau foi realizada por meio do extrato em p6 de
cacau enriquecido com 30% de flavandis (composicdo (g100g™): 1,39g (+)- catequinas; 6,10g
(-)- epicatequinas, 0,89¢g cafeina; 5,01g teobromina, NATUREX" Powder, Avignon, Franca)
dissolvido em 4gua (18 mgml™). A soluc¢do placebo (PLA) continham a mesma quantidade
de caféina e teobromina (composi¢do (g100g™): 0,89¢g cafeina; 5,01g teobromina, SIGMA-
ALDRICH®, Missouri, EUA) que a solucdo com falavanois de cacau (COCOA). As duas
solugoes (PLA ¢ COCOA) foram administadas via gavagem oral uma hora previamente a
realizacdo do exercicio aerobico submaximo utilizando a mesma dose equivalente a 45 mgkg
! de massa corporal. A escolha do momento da suplementacio (1 hora previamente ao
exercicio) se deve ao fato do pico de concentragdo no plasma de catequinas e epicatequinas
em ratos Wistar. Em um estudo realizado em nosso laboratorio, apds a gavagem oral de
solucao com flavanois do cacau (dose de 45 mg'kg'1 de massa corporal), identificamos que o
pico de concentracdo de catequina e epicatequina no plasma dos ratos foi entre 60 e 75

minutos, respectivamente (TEIXEIRA et al., APENDICE E).
Familiarizacdo a corrida e teste incremental em esteira

Os ratos foram inicialmente familiarizados com corrida em esteira (Panlab’Havard
Apparatus, Cornella Spain) por 10 minutos durante cinco dias consecutivos prévios a
realizagdo do primeiro teste incremental. A velocidade foi ajustada diariamente (10, 10, 11, 13
and 15 m'min™), com inclinagio (5%) e estimulo elétrico de 0,2 mA mantidos durante toda a

familiarizacao (adaptado de PRIMOLAS-GOMES, 2009).

O teste incremental de corrida na esteira para roedores iniciou com velocidade de 10
mmin” e consistiu de incrementos de 1 mmin™' a cada trés minutos. A fadiga foi determinada
por meio da permanéncia dos ratos na grade de estimulo elétrico por 10 segundos
ininterruptos. O consumo de oxigénio foi avaliado continuamente durante todo o teste
incremental por meio de calorimetria indireta de fluxo aberto (Gas Analyzer Panlab’Havard
Apparatus, Cornella Spain). O consumo de oxigénio pico (VOapeak) foi considerado o maior
valor obtido durante o protocolo incremental. O desempenho aerdbico foi avaliado pelo
VOypeax, tempo total de exercicio (TTE) e pela velocidade pico (Vpeak) obtidos durante o
teste incremental. A Vpeak foi considerada a maior velocidade registrada durante o teste
incremental e ajustada pela equagdo Vpeak = v + (t/180), na qual v = velocidade completada

no ultimo estagio e t = tempo percorrido do estagio incompleto (KUIPERS et al., 1985).
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Ensaio de imunoabsor¢do enzimatica (ELISA)

As concentragdes de interleucina 6 (IL-6), interleucina 10 (IL-10), interleucina 1p (IL-
1B) e do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) foram avaliadas no figado, pancreas, muasculo
gastrocnémio e no tecido adiposo epididimal por meio de ELISA (R&D Systems, Inc.,
Minneapolis, MN, USA; DuoSet kits DY506, DY 522, DY501, and DY510, respectivamente).
A concentragdo de insulina foi determinada por meio do kit EZRMI-13K (ELISA, EMD
Millipore Corporation®, MA, USA) e a glicose por meio do método colorimétrico (kit Gold
Analisa®, Belo Horizonte, Brasil). Todas as analises foram realizadas seguindo todas as

recomendacoes do fabricante.
PCR quantitativo em tempo real para TRB3 e CPT-1a

O RNA total foi isolado do figado e do musculo gastrocnémio utilizando 750 pl de
Trizol (Invitrogen; Life Technologies, Carlsbad, CA). O RNA foi ressuspenso em 20 pl de
agua DEPEC e tratadas com kit DNase (turbo-DNAFreeTM; Life Technologies) seguindo
todas as recomendacOes do fabricante. A concentragdo de RNA foi quantificada por
espectrofotometria (Nanodrop, Willmington). Um micrograma de RNA total foi reversamente
transcrito com Superscript III RT (200 U/ul, SuperScript III Reverse Transcriptase; Life
Technologies) usando random primers (100 ng/ul, Invitrogen; Life Technologies) a 25°C por
5 min, 50°C por 50 min e 70°C por 15 min (tabela 1). O RNA ribossomico 18S (50 nM of
primers) foi utilizado como normalizador no presente estudo. A quantificacdo da expressao
dos genes alvos foi realizada por meio do método comparativo do ciclo limiar (Cr). O valor
de ACr foi determinado por meio da subtracdo do Ct de cada amostra do normalizador (18S).
A média do ACt do grupo de ratos sedentarios e suplementados com placebo (PLA-SED) foi
subtraido de cada valor de ACr, obtendo portanto o AACt. A expressdo génica relativa foi

determinada por meio 2T (LIVAK et al., 2001).

Tabela 1. Descri¢ao dos primers utilizados no PCR quantitativo em tempo real

Gene Referéncia Sequéncia dos Primes (5 para 3”)
Rattus TRB3 NM 144755 Forward: 5> TGCGTCGCTTTGTCTTCAGCAACT 3’
Reverse: 5> ATCCAGTCACGCAGGCATCTT 3’

Rattus CPT-1a NM_031559 Forward: 5> TCCCAGGCAAAGAGACAGACTTGC 3’
Reverse: 5> GCAGGCGCGAGCCCTCATAG 3’

Rattus 18S AHO001747 Forward: 5> CGGCTACCACATCCAAGGAA 3’
Reverse: 5> GCTGGAATTACCGCGGCT 3’

TRB3: Mammalian homolog of Drosophila Tribbles 3; CPT1: Carnitine Palmitoyl-transferase 1.
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Analises Imunohistoquimica

Amostras de figado e musculo gastrocnémio foram obtidas em diferentes areas de seus
parénquimas e fixadas em paraformoldeido. Apods a fixacdo os fragmentos foram
desidratados, clareados e embebidos em parafina. Secgdoes de 5 um foram montadas em
laminas e submetidas ao ensaio de imunoperoxidase utilizando os anticorpos primarios de
human/mouse/rat Phospho-Akt (S473) Pan Specific Antibody (pAKT; Catalog number
AF887, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) e pAMPK alpha (Phospho-Thr172) antibody
(pAMPK; Biorbyt Ltd, Cambridge, UK). Para a exposi¢do dos epitopos especificos, as
seccoes foram submetidas a recuperacdo antigénica em tampao citrato pH 6,0 a 95°C por
30min. A atividade da peroxidase endogena foi bloqueada com solucdo de peroxido de
hidrogénio (3%) em PBS. O bloqueio de ligacdes inespecificas foi realizado utilizando
solugdo de albumina sérica bovina (BSA) a 2%. As secgdes foram incubadas com anticorpo
primério (dilui¢do 1:200) overnight a 4°C em camara umida. Para o controle negativo, o
anticorpo primdrio foi omitido em um corte de cada lamina avaliada. O anticorpo secundario
biotinilado (Daki EnVision™ + Dual Link System-HRP) foi utilizado por 60 min. 3’3
diaminobenzidina (DAB) foi o substrato utilizado para as reagdes colorimétricas e as secgdes

do figado e musculo esquelético foram contracorados com hematoxilina.

As células marcadas com pAKT e pAMPK no figado e no musculo gastrocnémio
foram fotografadas por meio de uma camera digital (UC-50) acoplada ao microscopio (BX-60
Olympus). A quantificagdo da fosforilacdo foi realizada por meio do software Imagel
(ABRAMOFF et al., 2004) e Adobe Photoshop CC 2017 (8 ratos por grupo, 15 imagens por

rato) e 1000 células foram contadas para a quantificacdo total de células fosforiladas.
Andalise estatistica

A normalidade e a homocedasticidade dos dados foram analisadas pelos testes de
Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Os resultados estdo expressos em média + desvio
padrdo, exceto quando descrito nas legendas das figuras. As concentragdes da glicose capilar
em resposta a0 OGTT e os pardmetros do desempenho aerodbico (VOypear, TTE and Vpeak)
obtidos antes e apds o periodo de inducao da resisténcia a insulina foram comparadas entre os
grupos (IR vs. CON) e ao longo do tempo por meio ANOVA two-way com medidas repetidas
no fempo. A érea sob a curva (AUC) da glicose em resposta ao OGTT foi comparada entre

ambos os grupos pelo teste T de Tukey.
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A comparacdo dos efeitos agudos do exercicio subméximo e da suplementacdo dos
flavanois sobre o metabolismo e parametros inflamatorios foi realizada por meio ANOVA
two-way dentro de cada grupo (CON e IR) considerando suplementa¢do (PLA ou COCOA) e
atividade (SED ou EXE). As concentracdes de glicose antes e durante a recuperagao apos a
realizacdo do teste incremental de corrida foi comparada por meio de ANOVA three-way
considerando grupo (CON ou IR), suplementagcdo (PLA ou COCOA) e tempo com medidas
repetidas na suplementagdo e tempo. A éarea sob a curva (AUC) da glicemia capilar antes e
apods o teste incremental foi comparada por meio da ANOVA two-way considerando grupo
(CON ou IR) e suplementagdo (PLA ou COCOA) com medidas repetidas na suplementagdo.
Para todas as ANOVA supracitadas, quando encontradas interagdes significativas, o teste post

hoc de Tukey foi realizado para comparar as diferengas entre os pares.

Em adicdo as analises de ANOVA, comparamos também os ratos IR ¢ CON
sedentdrios e suplementados com placebo (PLA+SED) por meio do teste T de Tukey para
explorar o impacto da resisténcia a insulina nas vias moleculares do metabolismo da glicose.
Todas as analises estatisticas foram realizadas por meio do software SigmaPlot (versao 11.0,

SYSTAT SOFTWARE, USA), adotando o nivel de significancia de o = 5% (p < 0.05).
RESULTADOS

Efeitos do consumo da dieta hiperlipidica (high-fat) e bebida rica em frutose sobre o

metabolismo da glicose e desempenho fisico

Apos trinta dias de intervengao, os ratos alimentados com dieta high-fat e bebida rica
em frutose (IR) apresentaram aumento significativo na massa corporal (401,37 + 39,23 g vs.
380,81 + 27,61 g; p = 0,041) e intolerancia a glicose em resposta ao OGTT (figura 2a-b)
quando comparado aos ratos CON. Além disso, ambos os grupos reduziram o desempenho
fisico apos o periodo de indugdo de resisténcia a insulina, incluindo VOypear, TTE e Vpeak,

sem diferencas intergrupos (IR vs. CON) (figura 2c-e).
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Figura 2. Teste de tolerancia oral a glicose (a), area sob a curva do OGTT (b), consumo pico
de oxigénio (c), velocidade pico (d) e tempo total de exercicio (e) apds 30 dias de consumo de
racdo padrao para roedores (CON) ou dieta hiperlipidica associada a ingestdo de bebida rica
em frutose (IR).

Dados expressos em média e erro padrao da média.

Figura 2b: teste-t de Tukey, *** p <0,001 comparado com CON;

Figuras 2a,c,d,e: Apenas os efeitos principais da ANOVA que foram significativos sdo
exibidos nos graficos.

Andlise post hoc para efeito de grupo: * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001 para ratos IR vs.
CON;

Anadlise post hoc para efeito de tempo: & p < 0,05; 336 p < 0,001, vs. baseline (0).



38

Velocidade média de corrida durante o exercicio aerobico submdximo e volume da solucdo

de gavagem

O exercicio aerobico submaximo foi realizado durante 30 minutos a 60% VOapeak €m
esteria rolante, uma hora apos a gavagem oral. A velocidade média de corrida equivalente a
60% VOspcak fo1 semelhante quando comparados os ratos IR e CON (16,32 + 0,60 vs. 15,94 +
0,40 m'min™'; F = 1.70; p = 0.202, respectivamente) e também semelhante quando comparado os
ratos suplementados com placebo e flavanois do cacau (16,77 £ 0,70 vs 15,72 + 0,38 m'min’,
F = 0.04; p = 0.838, respectivamente). O volume da solu¢do administrada pela gavagem oral de
solucao placebo e flavanoéis do cacau foi semelhante nos ratos CON (F = 1.04; p = 0.316; F = 1.16;
p=0.290) e nos ratos IR (F=0.09; p = 0.921; F = 0.04; p = 0.360) independente da situacao repouso

(SED) ou exercicio aerébio (EXE), respectivamente.

Efeitos agudos da suplementac¢do de flavanois do cacau na concentra¢do de glicose na

recupera¢do ao teste incremental de corrida

O efeito agudo da suplementacdo dos flavanois do cacau (CF) nas concentracdes de
glicose antes e apds o exercicio aerdbico submaximo em ratos controles e resistentes a
insulina estdo apresentados na figura 3. O aumento nas concentragdes de glicose apds a
gavagem oral com solucao placebo ou flavanois do cacau foi observado nos ratos controles e
resistentes a insulina independente da realizacao do exercicio fisico (Figura 3a,c; F = 85.957;
p <0.001). Nos ratos resistentes a insulina, a suplementa¢do de flavanois do cacau atenuou o
aumento na concentracdo de glicose 60 minutos apds a gavegem oral, possibilitando que os
ratos suplementados com CF apresentassem menores valores glicémicos prévio a realizagao
do exercicio fisico quando comparados aos ratos suplementados com placebo (Figura 3c; F =
3.827; p < 0.001). Além disso, o quadro hiperglicémico encontrado nos ratos resitentes a
insulina apo6s a realizacdo do exercicio aerdbico submaximo foi atenuado pela suplementagao
prévia de CF, demonstrando assim um efeito benéfico dos CF na melhoria do controle

glicémico durante a recuperagao apos o esfor¢o (figura 3¢,d; F =30.099; p <0.001).
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Figura 3. Efeitos agudos da suplementag@o dos flavanodis do cacau na concentracao da glicose
antes e apos o exercicio aerdbico submaximo.
Dados estdo expressos em média e erro padrdo da média.
Figuras 3a,d: Apenas os efeitos principais da ANOVA que foram significativos sdo exibidos
nos graficos;
Analise post hoc para efeito de atividade: $ p < 0,05; para EXE vs. Rest;
Andlise post hoc para efeito de tempo: * p < 0,05; vs. baseline (0);
Andlise post hoc para efeito de suplementagao: # p < 0,05; para PLA vs. COCOA.

Concentragdo de glicose e insulina

O exercicio aerdbico submaximo realizado por 30 minutos a 60% VOapeax reduziu a
concentragdo de insulina nos ratos CON independente da suplementacdo dos flavandis do
cacau. Os ratos IR que permaneceram em repouso e suplementados com placebo
apresentaram status de hiperglicemia e hiperinsulinemia quando comparado aos ratos CON na
mesma condicdo, evidenciando o quadro de resisténcia a insulina. O exercicio aerdbico
submaximo e os flavanéis do cacau per si reduziram a concentragdo de insulina nos ratos IR,

entretanto, sem efeitos aditivos quando combinados ambas intervengdes. Além disso, o
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exercicio aerobico submaximo reduziu a concentra¢do de glicose nos ratos IR indenpedente

da suplementacao dos flavanois do cacau (figura 4).

a. Insulin Main effects by ANOVA b. Glucose
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Figura 4. Efeitos agudos do exercicio aerobico submaximo e dos flavandis do cacau sobre a
concentragdo de glicose e insulina em ratos CON e IR.

Dados estdo expressos em média e erro padrdo da média.

Figura 4a,b: Test-t de Tukey, ** p < 0,01 vs. ratos CON sedentarios suplementados com
placebo;

Figuras 4a,b: Apenas os efeitos principais da ANOVA que foram significativos sdo exibidos
nos graficos;

Andélise post hoc para efeito de atividade: ; $$ p < 0,01; for EXE vs. SED;

Andlise post hoc para efeito de suplementagdo: ## p < 0,01 for PLA vs. COCOA.

Efeitos agudos do exercicio aerobico submaximo e dos flavanois do cacau sobre pardmetros

metabolicos e inflamatorios no figado

Os ratos IR sedentarios e suplementados com solugdo placebo apresentaram menor
numero de células marcadas com pAKT e pAMPK (figura 5¢-d), menor expressao de CPT-1a
(figura 5e), maior expressdo de TRB3 (figura 5f) e maiores concentragdes de IL-6 (figura 5g)
e TNF-a (figura 5h) no figado quando comparado aos ratos CON nas mesmas condigdes,
caracterizando o perfil metabdlico e inflamatoério esperado no tecido hepatico na resisténcia a
insulina. A realizagdo do exercicio aerébico submaximo ¢ a administragdo de flavanois do
cacau resultaram, de maneira independente, no aumento da fosforilacdo de Akt e AMPK
(figura 5c-d), da expressao de CPT-1a (figura 5¢) bem como da concentracao de IL-10 (figura
5j) e reduziram a expressao de TRB3 (figura 5f) e as concentragdoes de IL-6 (figura 5g) e
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TNF-a (figura 5h) nos hepatocitos dos ratos IR. Entretanto, quando combinadas as
intervengdes, ou seja a realizacdo do exercicio apds suplementagdo com os flavanois do
cacau, observou-se efeitos aditivos na fosforilagdo de Akt quando comparado a
suplementagdao de flavanois de cacau por si so (figura 5¢). Nos ratos CON, houve efeito
isolado da suplementac¢do dos flavandis do cacau, promovendo aumento na fosforilagdo de
Akt e AMPK (pAKT e pAMPK, figura 5c-d), redugdo na expressdo de TRB3 (figura 5e) e na
concentracdo de TNF-a (figura S5h), independente da realizacdo do exercicio aerdbico

submaximo.

Efeitos agudos do exercicio aerobico submdximo e dos flavandis do cacau sobre os

pardametros metabdlicos e inflamatorios no musculo gastrocnémio

Os ratos IR sedentarios e suplementados com solugdo placebo apresentaram menor
numero de células marcadas com pAKT (figura 6¢), maior expressdo de TRB3 (figura 6f) e
maiores concentracdes de TNF-a (figura 6h) e IL-1B (figura 6i) no musculo esquelético
gastrocnémio quando comparado aos ratos CON nas mesmas condigdes, evidenciando
também o perfil metabolico e inflamatério esperado no tecido muscular esquelético em
decorréncia da resisténcia a insulina. O exercicio aerobico submaximo e a suplementa¢do com
flavanois do cacau aumentaram a pAkt e pAMPK (figura 6¢-d), reduziram a expressdo de
TRB3 (figura 6f) e a concentragdo de IL-1p (figura 61) no musculo gastrocnémio dos ratos IR,
entretanto, sem efeito aditivo quando combinadas as intervengdes. Além disso, nos ratos IR,
0 exercicio aerdbico submaximo também reduziu a concentragdo de TNF-a, independente da
suplementagdo dos flavandis do cacau. Nos ratos CON, o exercicio e os flavandis do cacau
aumentaram a pAkt e pAMPK (figura 6¢-d) no musculo gastrocnémio. Por outro lado, o
exercicio aerobio submaximo aumentou a concentragao de IL-6 (figura 6g) nos dois grupos de

animais (CON e IR) independentes da suplementa¢do com os flavandis do cacau.
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Figura 5. Efeitos agudos do exercicio aerébio subméaximo e dos flavanodis do cacau na fosforilacio de AKT e AMPK, na expressdao génica de TRB3 e

CPT-1a e nas citocinas de a¢do pro e anti-inflamatérias no figado de ratos CON e IR.

Dados estao expressos em média e erro padrdao da média.
Figura 5c-h: Test-t de Tukey,

Figuras 5c-j: Apenas os efeitos principais da ANOVA que foram significativos sdo exibidos nos graficos;

Analise post hoc para efeito de atividade: $$$ p < 0,001; para EXE vs. SED;

Analise post hoc para efeito de suplementagao: # p < 0,05; ## p <0,01; ### p <0,001 para PLA vs. COCOA.

* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001 vs. ratos CON sedentarios suplementados com placebo;
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Figura 6. Efeitos agudos do exercicio aerdbio subméaximo e dos flavanois do cacau na fosforilacdo de Akt e AMPK, na expressdo génica de TRB3 e CPT-1a e
nas citocinas de agdo proé e anti-inflamatorias no musculo gastrocnémio de ratos CON e IR..
Dados estao expressos em média e erro padrao da média;
Figura 6c¢,f,h,i: Teste-t, * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001 vs. ratos CON sedentérios suplementados com placebo;
Anélise post hoc para efeito de atividade: §$ p <0.01; $$§ p <0.001; para EXE vs. SED;

Andlise post hoc para efeito de suplementagao: ### p < 0.001 para PLA vs. COCOA.
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Efeitos agudos do exercicio aerobico submdximo e dos flavanois do cacau sobre os

pardmetros inflamatorios no pancreas

Os ratos IR sedentarios e suplementados com solug¢do placebo apresentaram maior
concentracdo de TNF-a (figura 7b) e menor de IL-10 (figura 7d) no pancreas quando
comparado aos ratos CON nas mesmas condigoes, indicando um perfil inflamatério coerente
com a resisténcia a insulina O exercicio aerobico submaximo reduziu a concentragao de IL-6
(figura 7a) nos ratos IR independente dos flavandis do cacau. A suplementagdo com flavandis
do cacau aumentou a concentracdo de IL-10 (figura 7d) nos ratos IR, entretanto, este efeito
ndo ocorreu quando combinado ao exercicio aerdbico. Além disso, a suplementacdo dos
flavandis do cacau também reduziu a concentracdo de IL-6 nos ratos CON (figura 7a),

independente do exercicio aerdbico submaximo.

a. IL-6
Main effects by ANOVA b. TNF-a
) Suppl.. p = 0.05 —_
_ 300- Main effects by ANOVA Activity p < 0.05 < 400- *
- Suppl.: p <0.05 5
£ 270 = 350
: 2
g 240 _;; 3004
2 210+ < 250
3 1804 5
S 150 7 g 2001
c
5 7 i
9 90 % 100 %
= 0 Z £ 50
SED EXE SED EXE SED EXE SED EXE
CON CON IR
— PLA mm COCOA 1 PLA mm COCOA
K Main effects by ANOVA
C IL-1B d. IL-10 Suppl.: p < 0.001
Activity: p < 0.05
< 70.01 < 100 Suppl. x Activity: p < 0.01
E E 90- $$
2 60.0- 2 80 #ad
p @ 70
2 50.0 2 601
g S 50+
[ [vd
o 40.0 o 40 *
: s =
= 30.04 = 20
SED EXE SED EXE SED EXE SED EXE
CON IR CON IR

1 PLA mm COCOA

1 PLA mm COCOA

Figura 7. Efeitos agudos do exercicio aerobico subméaximo e da suplementagdo dos flavanois
do cacau sobre as concentragdes de citocinas no pancreas.

Dados estao expressos em média e erro padrao da média;

Figura 7b,d: Teste-t de Tukey, * p < 0,05 vs. CON sedentarios suplementados com placebo;
Figuras 7a-d: Apenas os efeitos principais da ANOVA que foram significativos sdo exibidos
nos graficos;

Analise post hoc para efeito de atividade: $$ p < 0,01para EXE vs. SED

Andlise post hoc para efeito de suplementagdo: ### p < 0.001 para PLA vs. COCOA.
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Efeitos agudos do exercicio aerobico submdximo e dos flavanois do cacau sobre os

pardmetros inflamatorios no tecido adiposo

Assim, como observado nos outros tecidos estudados, os ratos IR sedentarios e
suplementados com solugdo placebo apresentaram maiores concentragdes de IL-6 (figura 8a)
e TNF-a (figura 8b) além de menor concentragdo de IL-10 (figura 8d) no tecido adiposo
epididimal quando comparado aos ratos CON nas mesmas condi¢des, quadro caracteristico da
resisténcia a insulina. O exercicio aerobico submaximo e a suplementagdo dos flavandis do
cacau reduziram a concentracdo de TNF-a nos ratos IR (figura 8b), entretanto, sem efeitos
aditivos quando combinadas as 2 intervengdes. O exercicio aerdbico também reduziu a
concentragdo de IL-6 nos ratos IR (figura 8a), independente dos flavandis do cacau. Nos ratos
CON, a suplementac¢do dos flavanois do cacau aumentou a concentragdo de IL-10 (figura 8d)

e diminui a concentragdo de TNF-a (figura 8b), independente do exercicio aerdbico

submaximo.
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Figura 8. Efeitos agudos do exercicio aerdbico submaximo e da suplementacdo dos flavandis
do cacau sobre as concentragdes de citocinas no tecido adiposo.

Dados estdo expressos em média e erro padrao da média.

Figura 8a,b,d: Teste-t-test de Tukey, * p < 0,05; ** p < 0,01 vs. ratos CON sedentarios
suplementados com placebo;

Analise post hoc para efeito de atividade: $$$ p < 0.001 para EXE vs. SED;

Andlise post hoc para efeito de suplementagdo: ### p < 0.001 para PLA vs. COCOA.
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DISCUSSAO

A suplementacdo aguda de flavandis do cacau prévio ao exercicio aerdbico
submaximo atenuou a hiperglicemia durante a recuperacio apos o esforco possivelmente por
promover uma melhora nas vias de sinalizacdo do metabolismo glicidico nos tecidos
envolvidos na captagao de glicose (principalmente musculo esquelético, figado e tecido
adiposo) em ratos resistentes a insulina. O exercicio aerdbico submaximo e a suplementagao
dos flavanois do cacau aumentaram a fosforilagdo de Akt e AMPK no figado e no musculo
esquelético e melhoraram o perfil inflamatorio no pancreas, figado, musculo esquelético e
tecido adiposo nos ratos IR. Além disso, quando combinadas as duas intervengdes, a
suplementagao dos flavandis do cacau promoveu efeitos aditivos ao exercicio aerdbico na

fosforilagao da Akt nos hepatdcitos dos ratos IR.

O consumo da dieta hiperlipidica combinada a ingestdo de bebida rica em frutose
promoveu a intolerancia a glicose 30 dias apds o consumo da dieta. Nosso estudo prévio
demonstrou que esta combinacao da dieta hiperlipidica com a bebida rica em frutose,
fornecida pelo mesmo periodo de tempo, promoveu alteragdes metabolicas e inflamatdrias em
diversos tecidos sendo considerado um modelo adequado para induzir resisténcia a insulina
em ratos Wistar (MELO et al., Apéndice 1I). Embora os pardmetros do desempenho aerobico,
incluindo, VOypeax, Vpeak € TTE tenham reduzido apds o periodo da dieta, estas alteragdes
foram similares as encontradas nos ratos alimentados com dieta padrao (CON), evidenciando
aqui um efeito do tempo sobre os parametros do desempenho fisico. Portanto, o consumo de
hiprlipidica associada a ingestdo de frutose por 30 dias, pode ser caracterizado como um
modelo de resisténcia a insulina que ndo provoca diferencas no desempenho aerdbico quando
comparados a ratos Wistar com escore corporal regular e apresentando tolerancia normal a

glicose.

Nossos resultados indicam que a suplementacao aguda dos flavanéis do cacau atenuou
a hiperglicemia dos ratos IR apds o exercicio aerébio submaximo em esteira. Os mecanismos
envolvidos no aumento da captagao de glicose mediados pelos flavanois do cacau podem estar
associados ao aumento da vasodilatagdo periférica, mediada tanto pelo aumento da
biodisponibilidade de 6xido nitrico (NO) quanto pela diminui¢do na produ¢do das espécies
reativas de oxigénio. Neste sentido, os flavandis do cacau sdo capazes de inibir a enzima L-
arginase, responsavel pela inativacao de NO e sdo também capazes de promover a ativacao da

enzima Oxido nitrico sintase endotelial (eNOS), aumentando a conversdo de L-arginina em L-
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citrulina, elevando a disponibilidade de NO no endotélio vascular (HEISS et al., 2006;
FRAGA et al., 2011). O 6xido nitrico derivado do endotélio ¢ um potente vasodilatador para

os vasos periféricos favorecendo o suprimento de insulina aos diversos tecidos, contribuindo

assim para a captacao de glicose (KATZ et al., 2011; STRAT et al., 2016).

Embora diversos estudos tenham demonstrado que o consumo créonico de flavanois do
cacau pode ativar diferentes vias de sinalizagdes intracelulares no figado, musculo
esquelético, pancreas e tecido adiposo melhorando a sensibilidade a insulina e
consequentemente, a captagdo de glicose (MARTIN et al., 2016; RAMOS et al., 2017), os
mecanismos fisiologicos envolvidos na captacdo de glicose mediados pela suplementacdo
aguda dos flavandis do cacau na resisténcia a insulina e no diabetes do tipo 2 ainda sdo pouco
elucidados. Portanto, nés exploramos os possiveis mecanismos pelos quais o exercicio
aerdbico submaximo e a suplementacdo aguda de flavanodis do cacau podem melhorar a

captagdo de glicose em diversos tecidos em ratos resistentes a insulina.

Em nosso estudo, o exercicio aerdbico submaximo realizado a 60%VO;peak por 30
minutos e a suplementacao de flavandis do cacau aumentaram a fosforilacdo de Akt e AMPK
no figado e no musculo esquelético, melhorando a captacdo de glicose em ratos IR,
independente da acdo da insulina. Além disso, no figado, a suplementacao dos flavanois do

cacau promoveu efeitos aditivos ao exercicio aerdbico na fosforilacdo de Akt nos ratos IR.

A proteina Akt esta envolvida em diversas vias de sinalizacdo intracelular, incluindo,
crescimento e sintese proteica, migracdo, proliferagdo e metabolismo da glicose
(WHITEMAN et al., 2002). No figado, musculo esquelético e tecido adiposo, a fosforilagdo
da proteina Akt em substrato de tirosina promove a translocacdo de GLUT4 para a membrana
celular aumentando a captagdo de glicose (WHITEMAN et al., 2002; PETERSEN et al.,
2017).

Em cultura de células hepaticas (HepG2 cells) o tratamento por 24h com flavanoéis do
cacau aumentou a fosforilagdo do receptor de insulina e seu substrato 1/2 (IRS-1/2), aumentou
a quantidade da enzima fosfatidilinositol 3 kinase (PI3K) e a fosforilagdo de Akt
(CORDEIRO-HERREIRA et al., 2013). Estes resultados sugerem que os flavandis do cacau
podem ter uma acao direta nos hepatocitos. A fosforilacdo de Akt também promove a redugdo
da glicogenolise e da gliconeogénese os quais poderiam explicar em parte a atenuagdo da
elevacdo na concentragao de glicose no periodo de recuperagdo, observada apos o teste

incremental de corrida nos ratos IR suplementados com flavanois do cacau.
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Especificamente no figado, a fosforilagdo da proteina Akt promove a inibicdo da
enzima glicogénio sintase kinase-3 (GSK3) uma enzima inibitéria da enzima glicogénio
sintase, promovendo consequentemente, a inibicao da glicolise (BEUREL et al., 2015). Além
disso, a enzima fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK) também pode ser inibida pela
fosforilacdo de Akt e AMPK, o que levaria a reducdo da gliconeogénese e consequentemente

da producdo hepatica de glicose (CORDEIRO-HERRERA, et al., 2013).

A proteina AMPK age como um sensor de energia intracelular e ¢ ativada em resposta
a uma variedade de estimulos estressores metabolicos que provocam aumento na razao
AMP/ATP intracelular, decorrente do aumento da quebra de ATP e/ou reducao da ressintese
de ATP, portanto, uma das principais proteinas envolvida no controle do metabolismo
energético (FORETZ et al., 2018). Devido ao fato da AMPK estar reduzida em varios tecidos
em quadros de resisténcia a insulina e diabetes do tipo 2, diversos medicamentos que agem
nas vias de sinalizacao desta molécula tém sido utilizados na clinica para o tratamento desta
doenca (ZHANG et al., 2016). Durante o exercicio fisico, a ativagdo de APMK no musculo
esquelético promove a translocacido de GLUT4 para a membrana celular aumentando a
captacdo de glicose independente da acdo da insulina (ROHLING et al., 2016; VIOLLET,
2017). Além disso, no figado, a proteina AMPK ¢ capaz de suprimir a gliconeogénese por
meio da inibi¢do da enzima PEPCK e aumentar assim a oxidagdo de acidos graxos livres
mediante a inibigdo da enzima acetil CoA carboxilase (ACC) e consequente diminui¢do da
sintese de malonil-CoA, moléculas que agem inibindo a captag¢do de &cido graxos para dentro

da mitocondria via acao da enzima CPT-1 (HARDIE, 2011; FORETZ et al., 2018).

Outro resultado importante observado em nosso trabalho foi que o exercicio aerdbico
submaximo e a suplementagcdo com flavandis do cacau também aumentaram a expressao
génica da enzima CPT-la no figado dos ratos IR. A CPT-la ¢ uma importante proteina
envolvida no metabolismo de lipidios promovendo a captacao de acidos graxos para dentro da
mitocondria, contribuindo assim para o processo de B-oxidacdo (QU et al., 2016). Durante o
exercicio aerdbico com intensidade moderada (55-65% VOymax), @ ativagao de AMPK, a
inibicdo de ACC e malonil-CoA, reduzem a inibi¢do de CPT-1 aumentando portanto, a

captacao de acidos graxos e a oxidacao de destes (LUNDSGAARD et al., 2018).

O metabolismo de lipidios estd comprometido em quadros de resisténcia a insulina, ¢ a
glicogenodlise e a gliconeogénese hepatica sdo considerados os principais mecanismos

responsaveis pelo status hiperglicémico em jejum na resisténcia a insulina e no diabetes do
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tipo 2 (PETERSEN et al., 2017). Assim, nossos resultados mostram que os aumentos na
fosforilagdo de Akt e AMPK e na expressdo génica de CPT-1a mediados pelo exercicio
aerobico submaximo e pela suplementagdo dos flavandis do cacau podem contribuir
efetivamente para a melhora das complica¢des metabdlicas associadas a resisténcia a insulina,
indicando, portanto, que as duas estratégias ndo farmacoldgicas pode promover a ativacao de
vias de sinalizagdo no figado e no musculo esquelético envolvidas diretamente no

metabolismo de lipidios e da glicose.

Outra proteina envolvida no metabolismo ¢ a TRB3. Demonstramos que além do
exercicio aerébico submaximo, a suplementacao dos flavanodis do cacau também reduziu a

expressao génica desta proteina (TRB3) no figado e no musculo esquelético dos ratos IR.

A proteina TRB3 ¢ capaz de se ligar diretamente na Akt inibindo a sua fosforilagdo em
diversos tecidos, sendo superexpressa em quadros de obesidade e resisténcia a insulina
(LIMA et al., 2009). A inibi¢do de Akt, mediada pela TRB3, promove o aumento na
concentracdo da enzima PEPCK mediada pela ativacao da proteina Forkhead box class O
protein (FOXO), favorecendo portanto, a glicogendlise e a gliconeogénese as quais
contribuem para o status hiperglicémico caracteristico da resisténcia a insulina (MARINHO et
al., 2015). Além disso, a proteina TRB3 também ¢ capaz de inibir a enzima AMPK e
promover a ativacdo da enzima ACC, favorecendo o actimulo de triglicerideos (REN ef al.,
2019). No musculo esquelético, a proteina TRB3 também pode promover a degradagdo de
Akt por meio da estimul¢do do complexo ubiquitina-proteassoma (KWON et al., 2018), além
de induzir atrofia e reducdo da massa muscular em quadros de privagdao alimentar (CHOI et

al., 2019).

Embora os mecanismos fisiologicos envolvido na redu¢do de TRB3 em decorréncia do
exercicio fisico e da suplementa¢do de flavandis do cacau ainda sejam desconhecidos, a
proteina adaptadora endosomal (APPL1) parece participar dessa modulacdo. A APPL1 ¢
aumentada pelo exercicio aerdbico e compete diretamente com a TRB3 na ligagdo a proteina
Akt, promovendo a sua fosforilacao e contribuindo para a melhora do quadro de resisténcia a

insulina (MARINHO et al., 2015).

A inflamag¢do de baixo grau presente na resisténcia a insulina também pode prejudicar
a captacdo e o metabolismo de glicose em diversos tecidos. No presente estudo, nos
demonstramos que os ratos IR apresentaram altas concentragdes de citocinas inflamatérias em

diversos tecidos, incluindo, IL-6 no figado e no tecido adiposo, IL-1p no musculo esquelético
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e TNF-a no figado, musculo esquelético, pancreas e tecido adiposo quando comparado aos
ratos CON. Entretanto, agudamente o exercicio aerobico submaximo e a suplementag¢do dos
flavanois do cacau reduziram as concentragdes destas citocinas nos ratos IR evidenciando

uma melhora no perfil inflamatério destes animais.

Os flavandis do cacau reduziram a concentracdo de IL-6 no figado e no pancreas,
reduziram a concentracdo de TNF-a no figado e no tecido adiposo, reduziram a concentracao
de IL-1B no musculo esquelético e aumentaram a citocina anti-inflamatoria (IL-10) no figado,
pancreas e no tecido adiposo, independente do exercicio aerdbico subméximo. Embora
diversos mecanismos fisioldgicos possam estar envolvidos nestas respostas, j4 foi mostrado
que a agdo anti-inflamatoéria mediada pelos flavanois do cacau pode ser explicada pelo
downregulation dos sinais sensiveis a redox, tais como, MAPK (ERK/JINK/p38), inibi¢ao da
transcri¢do de genes envolvidos na sintese de citocinas inflamatorias, incluindo o fator nuclear
kappa B (NF-kB) e complexo IKK (IKK1/IKK2/IKp), reducao da atividade de enzimas chaves
envolvidas na inflamacdo, tais como ciclooxigenase 2 (COX-2), diminui¢do da células de
adesdo vascular (VCAM) e das moléculas de adesao intracelular (ICAM) (ELLINGER et al.,
2016; GOYA et al., 2016; MARTIN et al., 2016). Portanto, em conjunto, a combinagao da
acao desses fatores, mediados pelos flavanois do cacau, pode ter contribuido para a redugdo

da sintese de citocinas inflamatorias observada nos diversos tecidos estudados.

O exercicio aerdbico submaximo também reduziu a concentragdo de TNF-a no figado,
musculo esquelético e tecido adiposo, reduziu a concentracdo de IL-1f no musculo
esquelético e aumentou a concentracdo de IL-10 no figado de ratos IR, independente dos
flavanois do cacau. Embora o exercicio aerébico tenha reduzido a concentracdo de IL-6 no
figado, promoveu o aumento desta citocina no musculo esquelético em ambos os grupos

(CON e IR).

Os mecanismos fisiologicos envolvidos no aumento de IL-6 no musculo esquelético
apos o exercicio fisico podem ser elucidados pelo aumento na concentra¢io de Ca”" citosolico
mediado pela contragdo muscular, ativacdo do complexo calcineurin (CaN) e p38MAPK
levando a ativacdo de fatores transcricionais envolvidos na sintese de citocinas inflamatorias
(BENATTI et al., 2015). A liberagdao de IL-6 pelo musculo esquelético durante o exercicio
fisico contribui para adaptacdes e remodelamento da fibra muscular esquelética e esta
diretamente associada a intensidade e duracdo do exercicio fisico, além do conteudo de

glicogénio muscular e aptidao fisica dos individuos (OSTROWSKI et al., 2000; PEDERSEN,
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2017). Embora a IL-6 seja considerada uma citocina de acdo pro-inflamatdria, a auséncia de
aumento nas concentragdes de TNF-a e IL-1P apos o exercicio fisico, mostram que a resposta
inflamatoéria (observada pelo aumento da IL-6) ¢ diferente entre a endotoxemia e a induzida
pelo exercicio (PEDERSEN, 2017). Além disso, a liberagdo de IL-6 pelo exercicio agudo ¢
um importante estimulo para aumentar a produgdo do receptor antagonista de IL-1 (IL-1ra) e
IL-10 por meio das células mononucleares e consequentemente inibir a sintese e secreg¢do de
citocinas inflamatorias, tais como, IL-1p ¢ TNF-o (STEENSBERG et al., 2003; BENATTI et
al., 2015).

Portanto, demonstramos os beneficios do exercicio aerdbico submaximo e a
suplementagdo aguda dos flavandis do cacau sobre o metabolismo e pardmetros inflamatérios
em diversos tecidos em ratos resistentes a insulina. Embora a resisténcia a insulina esteja
associada a inflamacdo cronica de baixo grau, nossos resultados indicam que agudamente, o
exercicio aerdbico subméaximo e os flavandis do cacau promovem alteragdes nas
concentracoes de citocinas melhorando ao millieu inflamatorio associado a resisténcia a
insulina. Entretanto, nenhum efeito aditivo foi encontrado quando combinada ambas as

intervencgoes.
CONCLUSOES

Os flavanois do cacau atenuaram a hiperglicemia induzida por um esforco fisico de
intensidade subméxima em ratos resistentes a insulina. A suplementacdao aguda destes
polifendis foi também capaz de promover alteragdes importantes nas vias de sinalizagdo
celular envolvidas na captagdo de glicose, levando, portanto, ao aumento da captacdo de
glicose em tecidos como o musculo esquelético e figado em ratos resistentes a insulina. Além
disso, os flavanois do cacau foram também capazes de promover, via altera¢ao na fosforilagao
de proteinas chaves, a reducdo na produgdo hepatica de glicose via glicogendlise e
gliconeogénese nos ratos IR. Cabe salientar que no tecido hepatico, os flavandis do cacau
trouxeram efeitos aditivos aos do exercicio aerdbio na captagdao de glicose. Além disso, o
exercicio aerdbico subméaximo e a suplementacao dos flavandis do cacau foram capazes de
melhorar o metabolismo de glicose e oxidagdo de lipidios no figado e no musculo esquelético

de animais resistentes a insulina, bem como melhoraram o perfil inflamatoério nestes e em

outros tecidos destes animais.

Portanto, concluimos que a suplementacdo aguda de flavandis do cacau associado ao

exercicio aerobico submaximo € capaz de promover a ativagdo de vias de sinalizagdo em
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diversos tecidos, contribuindo para o aumento na captaciao e metabolismo da glicose e lipidios
e a melhora do millieu inflamatorio associados a resisténcia a insulina, melhorando de

maneira geral a saude desta populagao.
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4 ESTUDO 2: Efeitos do treinamento fisico aerébico e da suplementacio crénica de
flavanéis do cacau (Theobroma cacao) sobre o desempenho fisico, os parimetros
metabdlicos e sobre os mediadores inflamatorios e lipidico em ratos resistentes a insulina

RESUMO

Introducio: O diabetes mellitus do tipo 2 (DM2) ¢ uma doenga multifatorial caracterizada
pelo estado hiperglicémico cronico. Embora o consumo de flavandis do cacau (CF) esteja
associado a melhora da sensibilidade a insulina e a redugdo de processos inflamatorios
associados ao DM2, os seus efeitos, quando suplementados cronicamente combinados ao
treinamento aerobico (EXE), sobre o desempenho aerobico, metabolismo e perfil inflamatorio
em individuos e animais resistentes a insulina ainda sdo desconhecidos. Objetivo: Verificar
os efeitos do EXE e da suplementacdo cronica de CF sobre o desempenho aerdbico,
parametros metabolicos e perfis inflamatério e lipidico em ratos resistentes a insulina.
Métodos: 32 ratos Wistar machos (230-250g) foram alimentados por meio de uma dieta
hiperlipidica associada a ingestao de bebida rica em frutose durante 30 dias para a inducdo da
resisténcia a insulina associada a obesidade. Apds este periodo, os ratos foram balanceados e
separados em quatro grupos os quais foram submetidos a gavagem oral de solucdo placebo ou
suplementagao de CF (45 mg'kg'1 de massa corporal) e permaneceram sedentarios ou
realizaram corrida em esteira com intensidade de 60% da velocidade pico (Vpeak) durante 30
minutos. Este exercicio na esteira e a gavagem foram realizada uma vez ao dia, cinco dias por
semana durante oito semanas. O desempenho fisico foi avaliado pelo tempo total de exercicio,
velocidade pico e consumo maximo de oxigénio. Os ratos foram eutanasiados 48h apods a
ultima sessdo de exercicio sob jejum de 6 horas. Amostras de sangue foram colhidas e
processadas para analise de glicose, insulina, perfil lipidico, leptina e adiponectina. As
concentragdes de citocinas pro e anti-inflamatorias foram quantificadas no figado, pancreas,
tecido adiposo e musculo esquelético por meio de ELISA. Analises morfométricas foram
realizadas no pancreas e tecido adiposo para a quantifica¢do da area das ilhotas de Langerhans
e dos adipocitos, respectivamente. GLUT4 foi quantificado no musculo esquelético por meio
de imunohistoquimica. Resultados: A suplementagdo de CF e o EXE melhorou o
desempenho fisico, atenuou o ganho de massa corporal (p = 0,034 ¢ p = 0,049), o indice de
adiposidade (p = 0,022; p = 0,034) e a area dos adipocitos (p = 0,001 e p < 0,001). Quando
analisados per si, tanto a suplementacdo de CF quanto o EXE melhoraram o quadro de
intolerancia a glicose e o perfil lipidico, reduziram as concentragdes de leptina (p < 0,001 e p
<0,001), glicose (p < 0,001 e p <0,001), insulina (p < 0,001 e p <0,001), o indice HOMA (p
< 0,001 e p <0,001) e melhoraram o millieu inflamatério nos tecidos estudados, entretanto,
sem provocar efeitos aditivos quando combinadas as duas intervengdes. J& no musculo
esquelético, a suplementacdo de CF e o treinamento aerdbico per si aumentaram a expressao
de GLUT4 (p < 0,001 e p <0,001), apresentando efeitos aditivos quando combinadas ambas
as intervencgdes (p < 0,001 e p < 0,001). Conclusdo: Em conjunto, nossos resultados
demonstraram a eficacia dos flavanois do cacau e do treinamento aerdbico em melhorar
fatores chaves no tratamento e prevencdo da resisténcia a insulina, sugerindo que a
combinagdo destas intervengdes pode ser considerada uma estratégia de tratamento ndo
farmacologico importante para o DM?2.

Palavras-chaves: Diabetes do tipo 2, citocinas, GLUT4, chocolate, exercicio fisico.
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INTRODUCAO

O diabetes mellitus do tipo 2 (DM2) é uma doenca multifatorial caracterizada pelo
estado hiperglicémico cronico ocasionado pela reducdo na captacdo de glicose em tecidos
periféricos associado ao aumento da glicogendlise e gliconeogénese hepatica decorrentes da
resisténcia a a¢do da insulina (RODEN et al., 2016; BRIL; CUSI, 2017). O DM2 representa
aproximadamente 90-95% de todos os casos de diagndstico de diabetes e a sua prevaléncia
tem aumentado constantemente nas ultimas décadas (WHO 2019). O consumo de dietas
hipercaloricas associada ao sedentarismo sdo fatores marcantes para o desenvolvimento da
obesidade e resisténcia a insulina na populagdo mundial (CZECH, 2017). Neste sentido,
intervengdes nutricionais e a pratica regular de exercicios fisicos sdo importantes estratégias
nao medicamentosas para a prevengao e controle das alteragdes metabolicas ocasionadas pelo

DM2 (RAVEENDRAN et al., 2018; KUMAR et al, 2019).

O exercicio aerdbico ¢ capaz de melhorar a sensibilidade a insulina e atenuar o estado
hiperglicémico do DM2 (KUMAR et al, 2019). Além disso, o aumento da captacdo de glicose
em tecidos periféricos independente da acdo da insulina também tem sido associado aos
efeitos benéficos do exercicio aerobico (EVANS et al., 2019). Cronicamente, o exercicio
aerobico ¢ capaz de aumentar a quantidade de GLUT4 no musculo esquelético e tecido
adiposo, reduzir o peso corporal, aumentar a capacidade antioxidante, melhorar o perfil
inflamatorio e lipidico contribuindo para a melhoria das complicagdes metabodlicas
decorrentes do DM2 (STANFORD et al., 2014; YARIBEYGI et al., 2019). Embora os
beneficios do treinamento aerdbico estejam bem descritos na literatura, os seus efeitos
associados as intervengdes nutricionais, tais como, o consumo cronico de polifendis em

condi¢cdes de obesidade e resisténcia a insulina ainda sdo muito pouco elucidados.

Os polifendis sdo compostos organicos encontrados em diversas plantas. Divididos em
classes, tais como, flavonoides, estilbeno, acidos fendlicos e lignanas, o consumo cronico de
polifendis tem sido associado a diversos beneficios a satide (CORY et al., 2018; FRAGA et
al., 2019). Dietas ricas em flavandis, um subgrupo de flavonoides encontrados no cha-verde,
em alguns vegetais e em grande quantidade no cacau tém demonstrado ser uma estratégia
importante para a redug¢do do risco de desenvolvimento de obesidade (CORONADO-
CACERES et al., 2019), diabetes mellitus (RAMOS et al., 2017; MASKARINEC et al.,
2018) e doencas cardiovasculares (LUDOVICI et al., 2017).
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Os compostos bioativos presentes no cacau (Theobroma cacao), tais como, a
catequina e a epicatequina possuem diversas propriedades bioldgicas, incluindo agdo anti-
inflamatoéria, antioxidante e antimicrobiana (PRAKASH et al., 2019). Além disso, a melhora
da funcdo endotelial (JIMENEZ et al., 2012), o aumento da biodisponibilidade de 6xido
nitrico e do fluxo sanguineo cerebral, também tem sido associada ao consumo de dietas ricas
em epicatequinas levando a melhora da funcdo cardiovascular e fungdes cognitivas

(HASKELL-RAMSAY et al., 2018; DECROIX et al., 2016; DECROIX et al., 2019).

Embora os flavandis derivados do cacau possam aumentar a secrecao de insulina,
melhorar a sensibilidade a insulina em tecidos periféricos e prevenir danos oxidativos e
inflamatérios associados ao DM2 (RAMOS et al., 2017; FLORES, 2019), os seus efeitos
associados ao treinamento aerdbico na resisténcia a insulina ou no DM2 ainda n3o foram
investigados. Além disso, os mecanismos fisiologicos e moleculares envolvidos na possivel
melhora do desempenho aerdbico, metabolismo e mediadores inflamatorios decorrentes da
combinagdo de ambas as intervencdes ainda sdo desconhecidos. Portanto, no presente estudo
objetivou-se verificar os efeitos do treinamento aerdbico e da suplementagdo cronica dos
flavanois do cacau sobre o desempenho aerdbico, metabolismo e mediadores inflamatérios e
lipidicos em ratos resistentes a insulina (IR). Exploramos os mecanismos subjacentes as
alteracdes no metabolismo e no perfil inflamatorio em diversos tecidos periféricos, incluindo,

figado, pancreas, musculo esquelético e tecido adiposo de ratos IR.
MATERIAIS E METODOS
Animais e Cuidados Eticos

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA-UFMG,
protocolo n®. 110 /2016 — ANEXO 1) e realizado de acordo com as normas estabelecidas pelo
Conselho Nacional de Controle e Experimentacio Animal (CONCEA). Trinta e dois ratos
Wistar machos (230-250g) provenientes do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade
Federal de Minas Gerais foram utilizados neste estudo. Os ratos foram alocados em caixas
coletivas (4 ratos por caixa) e mantidos no biotério do Laboratorio de Fisiologia do Exercicio
(Lafise-EEFFTO) com temperatura controlada (24 £ 1°C) e fotoperiodo 14/10h (ciclo claro

iniciando as 5 horas e ciclo escuro as 19 horas) durante todo o protocolo experimental.

Delineamento experimental
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A figura 9 apresenta o delineamento experimental. A resisténcia a insulina associada a
obesidade foi induzida por meio do consumo de dieta hiperlipidica (HFD, composi¢do dos
macronutrientes %kcal totais: 48,39% gorduras, 21,54% proteinas; 30,06% carboidratos;
densidade calorica 457,9 kcal 100g™") combinada com a ingestdo de bebida rica em frutose
(solugao 30%; Synth®), oferecida ad libitum durante 30 dias (MELO et al., dados em
submissdo). A intolerancia a glicose foi confirmada por meio do teste de tolerancia oral a

glicose (OGTT) realizado antes e apds o periodo da dieta.

Apbs a indugdo e confirmagdo da intolerancia a glicose, os ratos foram submetidos a
um protocolo de intensidade incremental de corrida em esteira para avaliagdo do desempenho
aerdbico. Em seguida, os ratos foram balanceados de acordo com a velocidade pico (Vpeak)
obtida no teste incremental e entdo separados em quatro grupos (n = 8 ratos/grupo), os quais
foram submetidos a gavagem oral de solugdo placebo ou suplementagdo de flavandis do cacau
e permaneceram sedentarios ou realizaram corrida em esteira com intensidade de 60% Vpeak
durante 30 minutos. A intervengdo foi realizada uma vez ao dia, cinco dias por semana

durante oito semanas (semanas 5 a 12).

Intervencio: 5 dias/semana / 1x dia /

i l':d“_cﬁ? da i Treinamento aerdébico e/ou
Resisténcia i insulina Suplementagio de flavandis do cacau
(4 semanas) (B semanas)
A A
{ LI | \

— PLA+SED (n = 8)

Dieta high-fat e PLA+EXE (n =8)
+
Frutose =
(HFD+FRT; n=32) — COCOA+SED (n = 8)

— COCOA+EXE (n = 8)

Semamas 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
[ 1 ] ] 1 ] 1 ] 1 1 ] oecrT
A A A
L1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 | Vpeak
A A A
L1 1 | ] ] | ] | ] | | ] Eutanasia
A

Figura 9. Delineamento experimental do estudo 2. OGTT: teste de tolerancia oral a glicose;
PLA: Placebo; SED: Sedentarios; EXE: Exercicio Fisico; COCOA: Flavanois do cacau;
Suppl.; Vpeak: Velocidade pico.
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Apds quatro semanas de intervengdo com treinamento aerdbico os ratos foram
submetidos novamente a um teste incremental de corrida em esteira para a avaliacdo do
desempenho aerdbico e consequentemente para o ajuste, caso necessario, da velocidade
correspondente a 60%Vpeak. O teste de desempenho aerdbico e o OGTT foram realizados
também ao final da ultima semana de intervengdo para avaliar os possiveis efeitos da
suplementagdo cronica dos flavandis do cacau e/ou do treinamento aerdbico sobre estas
variaveis. Quarenta e oito horas apds a ultima sessao de treinamento aerobico os ratos foram
eutanasiados sob jejum de 6 horas por meio de decaptacdo em guilhotina sem sedacdo prévia.
Amostras de sangue foram colhidas, processadas e estocadas em freezer 80 C para posterior
analise de perfil lipidico, glicose, insulina, adiponectina e leptina. Figado, pancreas, musculo
esquelético gastrocnémio e tecido adiposo epididimal foram coletados, pesados e estocados
em freezer 80°C ou fixados em paraformoldeido para posteriores analises de citocinas
inflamatorias e quantificacdo de GLUT4 por meio de ELISA e imunohistoquimica,

respectivamente.
Teste de Tolerdncia Oral a Glicose (OGTT)

A intolerancia a glicose foi confirmada pelo teste de tolerancia oral a glicose (OGTT)
apés o jejum de 6 horas. Amostras de sangue foram obtidas através de lancetagem na
extremidade distal da cauda nos momentos basal (0), 15, 30, 60, 90 e 120 minutos apos a
gavagem oral de solugdo de glicose (1 gkg', 40% solution, Sinth®). As concentragdes de
glicose foram analisadas por meio de glicosimetro portatil (Accu-Check Performa®™, Roche

Diagnostic, Franca).
Suplementagdo de flavandis do cacau e solug¢do placebo

A suplementacdo dos flavanodis do cacau foi realizada por meio do extrato em po de
cacau enriquecido com flavandis (composicdo (g100g™): 1,39g (+)- catequinas; 6,10g (-)-
epicatequinas, 0,89g cafeina; 5,01g teobromina, NATUREX® Powder, Avignon, Franga)
dissolvido em 4gua (18 mgml™). A solugio placebo foi equilibrada com a suplementagdo dos
flavandis do cacau em caféina e teobromina (composic¢io (g'100g™): 0,89g cafeina; 5,01g
teobromina, SIGMA-ALDRICH®, Missouri, EUA). Ambas solugdes (flavanois do cacau e
placebo) foram administradas via gavagem oral uma hora antes da realizacdo do exercicio
aerdbico utilizando a dose equivalente a 45 mgkg™ de massa corporal. A escolha do momento

da gavagem (1 hora antes prévio ao exercicio aerobico) se deve ao fato do pico de
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concentragdo de catequina e epicatequina no plasma de ratos ocorrer entre 60 e 75 minutos

apos a gavegem oral com solugdo de flavanois do cacau (TEIXEIRA et al., Apéndice IV).
Familiarizacdo a corrida e teste incremental em esteira

Os ratos foram inicialmente familiarizados com corrida em esteira (Panlab'Havard
Apparatus, Cornella Spain) por 10 minutos durante cinco dias consecutivos, previamente a
realizagdo do primeiro teste incremental. A velocidade foi ajustada diariamente (10, 10, 11, 13
and 15 m'min™), com inclinagio (5%) e estimulo elétrico de 0,2 mA mantidos durante toda a

etapa de familiarizag¢do (adaptado de PRIMOLAS-GOMES, 2009).

O teste incremental de corrida iniciou com velocidade de 10 mmin” e consitiu de
incrementos de 1 mmin" a cada trés minutos. A fadiga foi determinada por meio da
permanéncia dos ratos na grade de estimulo elétrico por 10 segundos ininterruptos. O
consumo de oxigénio foi avaliado continuamente durante todo o teste incremental por meio de
calorimetria indireta de fluxo aberto (Gas Analyzer Panlab'Havard Apparatus, Cornella
Spain). O consumo de oxigénio pico (VOapeax) fo1 considerado o maior valor obtido durante o
protocolo incremental. O desempenho aerdbico foi avaliado pelo VOjpeak, tempo total de
exercicio (TTE) e pela velocidade pico (Vpeak) obtidos durante o teste incremental de
corrida. A Vpico foi considerada a maior velocidade registrada durante o teste incremental e
ajustada pela equacao Vpico = v + (t/180), na qual v = velocidade completada no ultimo

estagio e t = tempo percorrido do estagio incompleto (KUIPERS et al., 1985).
Dosagens séricas

Apos a coleta, o sangue foi centrifugado (1500 rpm x 20 minutos — Centrifuga
SIGMA® 2K15). Aliquotas de soro foram separadas em tubos de plasticos de 2 mL
(Eppendorfs®) e foram estocadas em freezer "80°C para as andlises de glicose, insulina,
leptina, adiponectina, colesterol total, triglicerideos e lipoproteinas de baixa (LDL) e alta
densidade (HDL).

A glicose foi analisada por meio do método enzimatico-colorimétrico (kit MS
80022230084 Glicose — PP, Gold Analisa®, Belo Horizonte, Brasil); insulina (EMD Millipore
Corporation” Kit — EZRMI-13K, MA, USA), leptina e adiponectina (Kit R&D systems) por
meio de ensaio imunoenzimatico (ELISA). A resisténcia a insulina foi avaliada por meio do
modelo de avaliagdo da homeostase (homeostasis model assessment — HOMA2). O HOMA2-

IR foi calculado por meio das concentragdes plasmaticas de glicose e insulina em jejum
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utilizando o HOMA2 model calculator (https://www.dtu.ox.ac.uk/homacalculator)

(LOZANO, et al., 2016). As analises do perfil lipidico incluindo colesterol total, triglicerideos
e lipoproteinas de baixa (LDL) e alta densidade (HDL) foram realizadas por meio do método

enzimatico-colorimétrico (kit LabTest” Diagnostica S.A. Lagoa Santa, Brasil).
Indice de adiposidade

Os tecidos adiposos retroperitoneal (TAR), mesentérico (TAM) e epididimal (TAE)
foram pesados em balanga (SHIMADZU® Modelo BL320H, precisio de 0,001g) para a

determinagdo do indice de adiposidade (IA) por meio da seguinte equacgdo: [A =

(TAR+TAM+TAE
Massa corporal

) x 100 (LACERDA, et al., 2015).

Citocinas pro e anti-inflamatorias: perfil inflamatorio

As concentragdes de interleucina 6 (IL-6), interleucina 10 (IL-10), interleucina 1 (IL-
1B) e do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) foram avaliadas no figado, pancreas, muasculo
gastrocnémio e no tecido adiposo epididimal por meio de ELISA (R&D Systems, Inc.,
Minneapolis, MN, USA; DuoSet kits DY506, DY 522, DY501, and DY510, respectivamente)

seguindo todas as recomendag¢des do fabricante.
Andlises Imunohistoquimicas

Amostras do musculo gastrocnémio foram obtidas em diferentes areas de seus
parénquimas e fixadas em paraformoldeido. Apds a fixagdo os fragmentos foram
desidratados, diafanizados e embebidos em parafina. Os blocos de parafina foram cortados em
secgoes de 5 um, montados em laminas histoldgicas (3 cortes/lamina) e submetidas ao ensaio
de imunoperoxidase utilizando o anticorpo primario de GLUT4 (NOVUS BIOLOGICALS,
NBP1-49533, Franga). Para exposi¢do dos epitopos especificos, as sec¢des foram submetidas
a recuperacdo antigénica em tampao citrato pH 6,0 a 95°C por 30 min. A atividade da
peroxidase endogena foi bloqueada com solucao de perdxido de hidrogénio (3%) em PBS. O
bloqueio de ligagdes inespecificas foi realizado utilizando solu¢ao de albumina sérica bovina
(BSA) a 2%. As secgdes foram incubadas com anticorpo primario (dilui¢do 1:200) overnight
a 4°C em uma camara umida. Para o controle negativo, o anticorpo primario foi omitido em
um corte de cada lamina analisada. O anticorpo secundario biotinilado (Daki EnVision™ +

Dual Link System-HRP) foi utilizado por 30 min. O 3’3 diaminobenzidina (DAB) foi o
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substrato utilizado para as reagdes e as seccdes do figado e musculo esquelético foram

contracorados com hematoxilina.

Para mensurar o efeito das intervengdes sobre o padrao de distribui¢do de GLUT4 no
musculo gastrocnémio foram fotografados 15 campos por animal (n = 8) utilizando
microscopio optico (BX-60 Olympus) com camera digital (UC-50) acoplada. As imagens
foram avaliadas por meio do programa Image] (ABRAMOFF et al., 2004) e o nimero de
c¢lulas marcadas foi obtido a partir do total de 1000 células contadas. GLUT4 também foi
analisado no figado (APENDICE F).

Andlises morfométricas

O pancreas e tecido adiposo foram seccionados em regides variadas de seu
parénquima e os fragmentos obtidos foram fixados por imersdo em solucdo de Glutaraldeido
4% em tampao fosfato 0,05 M, pH 7,3 por um periodo de 24 horas. Na sequéncia do processo,
eles foram desidratados e incluidos em resina plastica histologica (LEICA® - HistoResin).
Seccoes de 4 um foram inseridas em laminas histoldgicas, coradas com azul de toluidina-
borato de sédio e fotografadas (Camera UC-50) em microscopio de luz (BX-60 Olympus) em
aumento de 40X, as quais foram utilizadas para as analises morfométricas. A quantificagio
da area correspondente as ilhotas de Langerhans e dos adipdcitos foram realizadas por meio

do software Imagel, utilizando 8 ratos por grupo e 15 fotos por animal experimental.
Analises estatisticas

A normalidade e a homocedasticidade dos dados foram analisadas pelos testes de
Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Os resultados estdo expressos em média £ desvio
padrdo, exceto quando descrito nas legendas das figuras. As concentragdes da glicose capilar
em resposta a0 OGTT obtidos antes e apds o periodo de inducdo da resisténcia a insulina (30
dias) foram comparadas entre os momentos (antes vs. apds) € ao longo do tempo por meio da
ANOVA two-way com medidas repetidas no fempo. A éarea sob a curva (AUC) da glicose em

resposta ao OGTT foi comparada entre os momentos pelo teste T de Tukey.

A comparacdo dos efeitos do treinamento aerdbico e da suplementacdo cronica dos
flavanois do cacau sobre os pardmetros do desempenho aerobico (VOypico, TTE € Vpeak),
sobre o metabolismo, pardmetros inflamatorios e perfil lipidico foi realizada por meio da
ANOVA two-way considerando suplementag¢ao (PLA ou COCOA) e atividade (SED ou EXE).

As concentracdes de glicose em resposta ao OGTT obtidas antes e apds o periodo de
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interveng¢d@o com suplementa¢do dos flavandis do cacau e/ou treinamento aerdbico foram
comparadas por meio da ANOVA three-way considerando suplementagao (PLA ou COCOA),
atividade (SED ou EXE) e tempo com medidas repetidas na suplementagdo e tempo. A éarea
sob a curva (AUC) da glicemia capilar foi comparada por meio da ANOVA two-way
considerando suplementa¢do (PLA ou COCOA) e atividade (SED ou EXE) com medidas

repetidas na suplementagdo.

Para todas as ANOVAs supracitadas, quando encontradas interagdes significativas, o
teste post hoc de Tukey foi realizado para comparar as diferencgas entre os pares. Todas as
analises estatisticas foram realizadas por meio do software SigmaPlot (versdo 11.0, SYSTAT

SOFTWARE, USA), adotando o nivel de significancia de o = 5% (p < 0.05).
RESULTADOS

Ap6s trinta dias de consumo de dieta hiperlipidica associada a ingestdo de bebida rica
em frutose os ratos apresentaram aumento significativo na massa corporal (375,57 = 10,24 g
vs. 256,42 + 6,36 g; p < 0,001; t = -119,50) e intolerancia a glicose (figura 10a-b) quando

comparado ao momento pré dieta, respectivamente.

a. OGTT Main effects by ANOVA:
Moment. p < 0.001
220+ - Time: p < 0.001

210+ ﬁit; Moment x Time: p < 0.01
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= 160+
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b. AUC. OGTT
19000+
=18000-
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t5 16000-
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G 15000-
o
o After < 14000-
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Time (mim) Before After
Figura 10. Teste de Tolerancia Oral a Glicose (OGTT) realizado antes e apds o consumo de
dieta high-fat e bebida rica em frutose.
Dados estdo expressos em média e erro padrao da média.
Figura 10b: Test-t de Tukey, *** p < 0,001 vs. Before;
Figura 10a: Apenas os efeitos principais da ANOVA que foram significativos sdo exibidos
nos graficos.
Andlise post hoc para efeito de momento: ** p <0.01; *** p <0.001 para Before vs. After
Analise post hoc para efeito de tempo: 606 p < 0.01; 606 p < 0.001, vs. baseline (0).

A suplementacdo cronica dos flavandis do cacau e o treinamento aerdbico atenuaram o

ganho de massa corporal, reduziram o indice de adiposidade (figura 1la-b), promoveram
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aumento nas concentracdes de adiponectina (figura 11c) e na razdo adiponectina / leptina
(figura 1le) favorecendo, portanto, a melhora do controle neuroendécrino da homeostase
energética e da disfuncao do tecido adiposo, respectivamente. Os flavanodis do cacau e o
treinamento aerdbico per si reduziram as concentragdes de leptina (p < 0,001 e p < 0,001,
respectivamente), entretanto, sem apresentar efeitos aditivos quando combinadas as duas

intervengdes (figura 11d).
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Figura 11. Delta (A) da massa corporal (a), indice de adiposidade (b), concentragdo de
adiponectina (c), leptina (d) e razdo adiponectiona / leptina (e) apds oito semanas de
intervengdo com suplementac¢do de flavandis do cacau e/ou treinamento aerdbico. Dados estao
expressos em média e erro padrao da média. Figuras 11a-e: Apenas os efeitos principais da
ANOVA que foram significativos sdo exibidos nos graficos. Andlise post hoc para efeito de
atividade: $$$ p < 0,001 para PLA.SED vs. PLA.EXE; Analise post hoc para efeito de
suplementagdo: ### p < 0,001 para PLA.SED vs. COCOA.SED.

Adip./Leptin Ratio (n
e el
TLTeTS e




68

As concentracgdes de glicose obtidas durante o OGTT estdo apresentadas na figura 12.
A suplementacdo cronica dos flavandis do cacau e o treinamento aerdbico melhoraram o
metabolismo glicémico durante o OGTT (figura 12a-b). Embora os ratos suplementados com
flavanois tenham apresentado uma atenua¢ao no aumento da concentracdo de glicose 60
minutos ap6s a gavagem quando comparados aos ratos suplementados com placebo, os ratos
treinados apresentaram uma resposta semelhante por até 120 minutos apds a exposi¢ao a

glicose, quando comparados aos ratos sedentarios (figura 12a).

a. OGTT Main effects by ANOVA:
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Figure 12. Teste de tolerancia oral a glicose OGTT (a) e area sob a curva (b) apds oito
semanas de intervencdo com suplementa¢do de flavandis do cacau e/ou treinamento aerdbico.
Dados estao expressos em média e erro padrao da média.

Figuras 12a-b: Apenas os efeitos principais da ANOVA que foram significativos sdo exibidos
nos graficos;

Anélise post hoc para efeito de atividade: $§ p < 0,05; $$ p < 0,01; $$$ p < 0,001 para
PLA.SED vs. PLA.EXE;

Andlise post hoc para efeito de suplementagao: # p < 0,05; ## p < 0,001 para PLA.SED vs.
COCOA.SED;

Andlise post hoc para efeito de tempo: 6 p < 0,05; 360 p < 0,001, vs. baseline (0).
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A suplementacdo cronica com os flavanois do cacau e o treinamento aerobico per si
reduziram a concentragdo de glicose, insulina e indice HOMA (figura 13a-c) e, reduziram as
concentragdes de colesterol total, LDL e triglicerideos (figura 13d,f-g) apds oito semanas de
intervencao. Entretanto, a combinagcdo de ambas as intervengdes nao resultou em efeitos
aditivos quando comparadas as intervencdes per si (Figura 13a-c). Os ratos treinados também
apresentaram um aumento significativo nas concentragdes de HDL (p < 0,001) quando
comparados aos ratos sedentarios, independente da suplementacdo dos flavandis do cacau

(Figura 13e).
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Figura 13. Concentragdo de glicose e insulina em jejum, indice HOMA e perfil lipidico apds oito semanas de intervencdo com suplementacao de
flavandis do cacau e/ou treinamento aerdbico.
Dados estdo expressos em média e erro padrao da média.

Figuras 13a-g: Apenas os efeitos principais da ANOVA que foram significativos sdao exibidos nos graficos.
Analise post hoc para efeito de atividade: $$ p <0,01 ; $$$ p < 0,001 para PLA.SED vs. PLA.EXE

Analise post hoc para efeito de suplementagdo: ## p < 0,01; ## p < 0,001 para PLA.SED vs. COCOA.SED.
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Os ratos treinados apresentaram aumento no desempenho aerébico, incluindo VOapico,
TTE e Vpeak quando comparados aos ratos sedentarios independente da suplementagdo com
os flavanoéis do cacau. Contudo, a suplementacdo de cacau atenuou a redugdo do tempo total
de exercicio e da velocidade pico quando comparados aos ratos suplementados com placebo

independentes do treinamento aerdbico (Figura 14a-c).
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Figura 14. Delta (A) do consumo pico de oxigénio pico (a), do tempo total de exercicio (b) e
da velocidade pico (c) obtidos durante a realizagdo do teste incremental em esteria pré e pos
oito semanas de intervencdo com suplementacdo de flavandis do cacau e/ou treinamento
aerdbico.

Figuras 14a,c: Apenas os efeitos principais da ANOVA que foram significativos sdo exibidos
nos gréaficos.

A suplementagdo com os flavandis do cacau e o treinamento aerdbico reduziram a
concentracdo de IL-6 nos hepatocitos dos ratos estudados (figura 15a). Além disso, os ratos
treinados apresentaram redug¢do nas concentragdes de TNF-a e IL-1f e aumento na
concentragdo de IL-10 no figado quando comparados aos ratos sedentdrios indepenente da

suplementagdo com os favanoéis do cacau (figura 15b-d).
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Figura 15. Citocinas de ag¢do prd e anti-inflamatdrias tecido hepatico dos ratos apos oito
semanas de intervencdo com suplementacdo de flavandis do cacau e/ou treinamento aerdbico.
Dados estdo expressos em média e erro padrao da média.

No musculo esquelético, a suplementagdo com os flavanois do cacau e o treinamento
aerobico produziram efeitos semelhantes aos observados no figado. Assim, o aumento no
numero de células GLUT4 positivas foi observado nos grupos suplementados com flavandis
ou submetidos ao treinamento (figura 16a-b). Contudo, as intervengdes combinadas
apresentaram efeito aditivo, resultando em um nimero significtativamente maior de células
expressando GLUT4 (figura 16a-b). A suplementagdo com os flavandis do cacau e o
treinamento aerdbico também reduziram a concentragdo de TNF-o no musculo gastrocnémio
dos ratos estudados (figura 16d). Além disso, os ratos treinados apresentaram redu¢do na

concentragdo de IL-6 quando comparados aos ratos sedentarios indepenentes da

suplementagao dos favandis do cacau (figura 16c¢).

A area das ilhotas pancreaticas e as concentracdes de citocinas de acdo pré e anti-
inflamatéria no pancreas estdo apresentados na figura 17. Os ratos treinados apresentaram
aumento na area das ilhotas de Langerhans quando comparado aos ratos sedentdrios (figura
17a-b). A suplementacdo dos flavandis do cacau e o treinamento aerobico per si reduziram a
concentracdo de TNF-a (figura 17d) e aumentaram a concentracao de IL-10 (figura 17f) no

pancreas, entretanto, sem apresentar efeito aditivo quando combinadas as intervengdes. Os
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ratos suplementados com flavanois do cacau também apresetaram redu¢do na concentragao de

IL-6 no pancreas quando comparados aos ratos suplementados com placebo independetes do

treinamento aerobico (figura 17c).
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b. Islet of Langerhans Area
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Figura 17. Area das ilhotas de Langerhans e citocinas de agdo prd e anti-inflamatorias no
pancreas dos ratos apos oito semanas de intervengdo com suplementa¢do de flavandis do
cacau e/ou treinamento aerobico.

Dados estio expressos em média e erro padrao da média;

Figuras 17b-f: Apenas os efeitos principais da ANOVA que foram significativos sdo exibidos
nos graficos;

Anélise post hoc para efeito de atividade: $$ p < 0,01; $8$ p < 0,001 para PLA.SED vs.
PLA.EXE;

Andlise post hoc para efeito de suplementagdo: ### p < 0,001 para PLA.SED vs.

COCOA.SED.
A suplementacao com os flavanoéis do cacau e o treinamento aerobico reduziram a area
dos adipdcitos apos oito semanas de intervencao (figura 18a-b). Além disso, a suplementacgao

com os flavanois do cacau e o treinamento aerobico per si também reduziram a concentragao
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de IL-6 (figura 18c) e TNF-a (figura 18d) nos adipocitos, entretanto, sem apresentar efeitos

aditivos quando combinadas as intervengoes.
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Figura 18. Area dos adipdcitos e citocinas de acdo pro e anti-inflamatorias no tecido adiposo
epididimal dos ratos apds oito semanas de intervencdo com suplementac¢do de flavandis do
cacau e/ou treinamento aerobico.

Dados estio expressos em média e erro padrao da média;

Figuras 19b-f: Apenas os efeitos principais da ANOVA que foram significativos sdo exibidos

nos graficos;
Analise post hoc para efeito de atividade: $$ p < 0,01 para PLA.SED vs. PLA.EXE;
Andlise post hoc para efeito de suplementagao: ## p < 0,01 para PLA.SED vs. COCOA.SED.
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DISCUSSAO

A suplementagdo cronica com os flavandis do cacau e o treinamento aerdbico
realizado a 60%Vpeak durante oito semanas i) atenuaram o ganho de massa corporal e o
indice de adiposidade, ii) melhoraram o quadro de intolerancia a glicose e o perfil lipidico e
1i1) melhoraram o millieu inflamatorio no figado, pancreas, tecido adiposo e musculo
esquelético dos ratos resistentes a insulina. Além disso, a suplementacdo com os flavandis do
cacau e o treinamento aerdbico per si aumentaram a expressao de GLUT4 no musculo
esquelético, apresentando efeitos aditivos sobre a expressdo desta proteina quando as duas
intervengdes foram combinadas. Em conjunto, os resultados do nosso estudo pela primeira
vez mostram a eficacia da suplementagao de flavanois do cacau e do treinamento aerobico em
modular respostas fisiologicas e moleculares chaves para a prevencdo e tratamento da
resisténcia a insulina, indicando que a combinagdo dessas intervengdes pode ser considerada

uma estratégia de tratamento ndo farmacologico eficiente para o DM2.

GLUT4 ¢ uma proteina-chave, determinante para o metabolismo da glicose, sendo
primariamente expressa no tecido adiposo e musculo esquelético. E responsavel pelo
transporte de glicose dependente da a¢do da insulina através da membrana celular (HUANG;
CZECH, 2007; VARGAS; PODDER; SEPULVEDA, 2019). Embora os efeitos do
treinamento aerdbico sobre a expressdo de GLUT4 ja tenham sido demonstrados na literatura
(CUNHA et al., 2015; EVANS et al., 2019; STANDFORD et al., 2019), para o melhor do
nosso conhecimento, este ¢ o primeiro estudo a mostrar os efeitos aditivos da suplementagdo
de flavanois do cacau e do treinamento aerdbico no aumento do numero de células

expressando GLUT4 no musculo esquelético em um quadro de resisténcia a insulina.

Os mecanismos pelos quais o treinamento aerdbico promove o aumento de GLUT4 no
musculo esquelético ainda ndo foram totalmente elucidados. Entretanto, evidéncias tém
sugerido que o aumento de Ca®’ citosolico proveniente do reticulo sarcoplasmatico em
resposta a contracdo muscular € um fator chave neste processo. A ativagdo do complexo
célcio/calmodulina (CaMK) mediado pelo aumento de Ca’" citosolico leva a ativagdo da
proteina kinase ativada por mitogeno (p38MAPK) que promove a sintese de GLUT4 por meio
da ativagdo do coativador transcricional myocite enhancer fator 2 (MEF2) (WRIGHT, 2007).
Embora, no estado basal, MEF2 esteja inibido pelo repressor transcricional /I histone
deacetylase (HDAC) (McGEE; HARGREVES, 2006), o treinamento aerdbico ¢ capaz de

induzir a transcri¢do de GLUT4 por meio da inativacdo de HDAC4/5 de maneira dependente
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de AMPK (NIU et al., 2017). O aumento na fosforilagio da AMPK (pAMPK) promove a
fosforilagdo de HDACS em serina 259 e 498 inibindo-o, favorecendo assim a liga¢do do

MEF2 ao promotor do gene GLUT4 aumentando portanto sua expressao génica em diversos

tecidos (McGEE et al., 2008).

Neste sentido, o aumento de GLUT4 nos tecidos periféricos ¢ a melhora do
metabolismo da glicose mediada pelos flavanois do cacau, conforme mostrados no presente
estudo parecem ser mediados também pelo aumento da fosforilagdo de APMK (pAMPK).
Agudamente, demonstramos, em estudo anterior, que a suplementagdo com os flavanois do
cacau combinada com o exercicio aerdbico submaximo além de aumentar a fosforilagdo da
proteina Akt (pAkt) aumentou significativamente a pAMPK no figado e no musculo
esquelético de ratos resistentes a insulina, promovendo a melhora na captagdo de glicose
independente da concentracdo plasmatica de insulina (MELO et al., dados em submissdo).
Hepatdcitos humanos (HepG2) cultivados em meio enriquecido com flavandis do cacau
aumentaram a expressdo de GLUT2 mediada pelo aumento de pAMPK, bem como a
sensibilidade a insulina e reduziram a produgdo hepatica de glicose demonstrando assim a
acao direta dos compostos bioativos do cacau na ativacdo de vias de sinalizagdo em tecidos
periféricos (CORDERO-HERRERA et al., 2013). Portanto, a ativacdo de proteinas chaves
envolvidas na melhora do metabolismo glicémico e no aumento de GLUT4 em tecidos
periféricos enfatiza a importancia da combinagdo das duas intervencdes na prevenciao €

tratamento e prevencado da resisténcia a insulina.

No presente estudo, a suplementacdo com os flavandis do cacau e o treinamento
aerobico por 8 semanas promoveram a atenuacdo do ganho de massa corporal, reducdo do
indice de adiposidade e da area dos adipdcitos dos ratos estudados, entretanto, sem apresentar
efeitos aditivos quando combinadas as intervencdes. Os mecanismos fisioldgicos envolvidos
na atenuagao do ganho de peso corporal e na reducao do indice de adiposidade decorrentes da
suplementagdo de flavandis do cacau e/ou do treinamento aerdbico tém sido associados a dose
e a duragdo total da interven¢do (KORD-VARKANEH et al., 2019), a supressdo de fatores
relacionados a lipogénese, tais como, SREBP-lc e Acetil Co-A Carboxilase (ACC)
(CORONADO-CACERES et al., 2019), ao estimulo dos fatores envolvidos no gasto
energético, incluindo, PPAR-y, SIRT1, UCP-1 ¢ PGC-la (RABADAN-CHAVES et al.,
2016), além da supressdo do apetite por meio de diferentes hormonios, tais como aumento de

GLP-1 e redugdo da concentracdo de grelina (MASSOT et al., 2010; STRAT et al., 2016)
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bem como na reducgdo da leptina e aumento na concentracdo de adiponectina (JARAMILLO

FLORES, 2019).

A adiponectina ¢ uma das principais adipocinas sintetizadas e secretadas pelo tecido
adiposo e apresenta propriedades anti-inflamatérias, atividade antioxidante e funcdes
cardioprotetoras (FRUHBECK et al., 2018). A reducdo na concentracdo circulante de
adiponectina observada em condigdes de obesidade e resisténcia a insulina tem sido associada
a lipotoxicidade e acumulacdo ectopica de lipidios em diversos tecidos (FORNY-GERMANO
et al., 2019). No presente estudo, mostramos que a suplementagdo com flavandis do cacau e o
treinamento aerdbico aumentaram a concentragdo de adiponectina € a razao
adiponectina/leptina em ratos resistentes a insulina, favorecendo, portanto, a melhora do
controle neuroendécrino da homeostase energética e da disfungdo do tecido adiposo,
respectivamente. Além disso, nossos resultados também mostraram que a suplementacdo
cronica com flavandis do cacau e o treinamento aerobico per si foram eficazes em reduzir as
concentragcdes de leptina nos ratos resistentes a insulina, embora sem apresentar efeitos

aditivos quando combinados.

Sintetizada principalmente pelos adipdcitos, a leptina age em neuronios localizados no
nucleo arqueado do hipotalamo que expressam pro-opio-melanocortina (POMC) e
neuropeptideo Y (NPY)/proteina relacionada a Agouti (AgPR), aumentando a sensagdo de
saciedade, estimulando o gasto energético e contribuindo portanto, para a homeostase
energética e reducdo do peso corporal (KWON et al., 2016). Entretanto, concentracdes
elevadas de leptina encontradas em condi¢des de obesidade e resisténcia a insulina induzem a
um estado de resisténcia a agdo deste hormonio em vias hipotalamicas contribuindo para o

desenvolvimento da hiperfagia e aumento de peso corporal (CUI et al., 2017).

A redugdo da concentragdo circulante de leptina mediada pelo treinamento aerdbico e
pela suplementagdo com flavandis do cacau estd associada as alteragdes na composi¢ao
corporal, especificamente a redugdo do percentual de gordura corporal e a reducdo do
tamanho dos adipdcitos (HARRIS, 2014; FEDEWA et al., 2018; CORONADO-CACERES et
al., 2019). Além disso, devido os seus efeitos pleiotropicos em diversos sistemas, tais como,
regulacdo neuroendocrina, homeostase da glicose, modulacio do sistema reprodutivo,
hematopoiético, inflamagdo e sistema imune (ABELLA et al, 2017), a redugdo da
concentracdo circulante de leptina decorrente do treinamento aerébico e da suplementagao

com flavandis pode ter contribuido para a melhora do metabolismo glicémico, atenuag¢do do
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ganho de peso corporal, redu¢do do indice de adiposidade e para a melhora do millieu
inflamatério em diversos tecidos, enfatizando portanto, a importancia das duas intervengoes,
treinamento aerdbico e suplementacdo com polifenois, aqui flavandis do cacau no controle

neuroendocrino em condigdes de obesidade e resisténcia a insulina.

No que concerne o perfil inflamatdrio, o treinamento aerébio aumentou a concentragao
de IL-10 e, reduziu as concentragdes hepaticas de TNF-a e IL-1f e de IL-6 no musculo
esquelético. Além disso, a suplementacdo com flavanois do cacau reduziu a concentracao de
IL-6 no pancreas. Entretanto, quando combinadas, as duas interven¢des melhoraram o perfil
inflamatorio no figado, pancreas, tecido adiposo e musculo esquelético dos ratos resistentes a
insulina. Embora a suplementa¢do aguda, sub cronica (por 2 semanas) e cronica (> 2 meses)
de flavandis do cacau seja eficaz para reduzir o estresse oxidativo induzido pelo exercicio
fisico, em individuos saudaveis treinados, parece ndo apresentar efeitos em marcadores
inflamatorios (MASSARO et al., 2019). Mais ainda, importante ressaltar que seus efeitos
associados ao treinamento fisico em populacdes acometidas com doengas cronicas nao
transmissiveis ainda permanecem desconhecidos. Portanto, para o melhor de nosso
conhecimento, este ¢ o primeiro estudo a investigar os efeitos da combinagdo de ambas as
intervengdes sobre o millieu inflamatério em diferentes tecidos periféricos em condicdes de

obesidade e resisténcia a insulina.

O aumento na concentracdao de citocinas inflamatorias, tais como, TNF-a, IL-6 e IL-
1B, encontrado em condig¢des de obesidade e resisténcia a insulina, ¢ responsavel por induzir a
resisténcia a acdo da insulina em diversos tecidos periféricos, por meio da ativacdo de
diferentes vias de sinalizagdes intracelulares, incluindo, a fosforilagdo do receptor do
substrato de insulina (IRS-1) em serina, a ativagdo do fator transcricional nuclear kappa beta
(NF-kB) e da via de sinalizacdo c-Jun NH2-terminal kinase (JNK), além da ativagdo do fator
regulador de intérferon e do transdutor de sinal e ativador da transcricdo 1 (IRF/STAT)
aumentando assim a ativacdo de macrofagos M1 e consequentemente a inflamacdo cronica
(ZAND et al., 2017). Neste sentido, a redugdo na concentragao de citocinas inflamatdrias no
figado, péncreas, tecido adiposo e no musculo esquelético nos ratos resistentes a insulina
decorrentes da suplementacdo cronica com flavanois do cacau e do treinamento aerdbico
reitera a importancia da combinagdo destas intervengdes para a melhora das complicagdes
decorrentes da obesidade e resisténcia a insulina, aqui no caso, do perfil inflamatério em

diversos tecidos periféricos.
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Embora ndo tenhamos explorado todos os mecanismos fisioldgicos pelos quais a
suplementagdo de flavanois do cacau e/ou treinamento aerdbico reduzem a concentragdo de
citocinas inflamatorias, existem evidéncias t€m mostrando que os flavandis do cacau podem
inibir a ativagdo de fatores transcricionais envolvidos na sintese de citocinas inflamatdrias
incluindo o fator nuclear kappa B (NF-kP) e complexo IKK (IKK1/IKK2/IKf), reduzir a
atividade de enzimas chave envolvidas na inflamagao, tais como ciclooxigenase 2 (COX-2),
bem como, a expressdao do fator de adesao vascular VCAM e de moléculas de adesao
intercelular (ICAM), além de promover supressao dos sinais sensiveis a redox, tais como a via
MAPK (ERK/JNK/p38) (ELLINGER et al., 2016; GOYA et al., 2016; MARTIN et al.,
2016). Além disso, esse papel citoprotetor desempenhado pelos flavandis do cacau foi
também observado em células betas pancredticas, as quais apds exposicdo a esses agentes,
apresentaram reducdo no estresse oxidativo, na apoptose celular e na perda de massa,

prevenindo, portanto, o desenvolvimento do DM2 (GHORBANI et al., 2019).

O treinamento aecrobico com intensidade moderada exerce uma func¢do anti-
inflamatoéria eficaz e tem sido amplamente recomendado para pessoas diagnosticadas com
diabetes e doengas cardiovasculares (PEDERSEN, 2017). No presente estudo, o treinamento
aerobico além de melhorar o perfil inflamatorio, aumentou a area das ilhotas pancreaticas
possivelmente pela redug¢do da concentracdo de IL-1B e de TNF-a no pancreas. Foi mostrado
que IL-1B ¢ um importante mediador inflamatdrio e um marcador de dano celular em células
betas pancreaticas, além disso, sua inibi¢do melhorou a disfuncdo das cé€lulas beta e a
secrecdo da insulina em individuos resistentes a insulina (DONATH; SHOELSON, 2011;
WESTWELL-ROPER et al., 2014). O aumento na concentracdo de TNF-a decorrentes da
acumulagdo de macréfagos M1 no tecido pancreatico também contribui para o processo de
inflamacao, apoptose e disfuncao das células betas (EGUCHI et al., 2013). Neste sentido,
nossos resultados reforgam a importancia do treinamento aerdbico na preservacao das ilhotas
pancredticas possivelmente por sua a¢do anti-inflamatéria em condi¢cdes de obesidade e

resisténcia a insulina.

Como esperado, em nosso estudo o treinamento aerdbico realizado a 60%Vpeak foi
efetivo em aumentar o desempenho aerobio dos ratos treinados. J4 a suplementacdo com
flavanois do cacau por 8 semanas foi eficaz em atenuar a redugao do tempo total de exercicio
e da velocidade pico, como observado nos ratos suplementados com solu¢do placebo. O
aumento da capacidade aerdbia decorrente do treinamento fisico com intensidade moderada

tem sido associado ao aumento do débito cardiaco, de enzimas oxidativas, do tamanho e
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densidade das mitocondrias, além da melhora na fun¢do endotelial e consequentemente da
aptidao cardiorrespiratoria (COLBERG, et al., 2016). Por outro lado, a suplementa¢do cronica
com flavandis do cacau pode aumentar a capacidade antioxidante, a expressao de PGC-1a e
atividade da enzima citrato sintase, contribuindo, portanto para o aumento da biogénese
mitocondrial e da capacidade aerobia, respectivamente (WATANABE et al, 2014;
APROTOSOAIE et al., 2016), o que parece explicar seu efeito na atenuagdo da reducdo do

tempo total de exercicio e da velocidade pico nos animais resistentes a insulina.

Neste sentido, uma vez que a disfun¢do mitocondrial e a reducdo da aptidao
cardiorrespiratoria, encontradas em condi¢coes de obesidade e resisténcia a insulina
contribuem para o aumento do risco de mortalidade por doencas cardiovasculares em pessoas
diagnosticadas com DM2 (SIVITZ; YOREK, 2010), os resultados do presente estudo
apontam que os beneficios sobre o desempenho fisico decorrentes da suplementagdo com
flavanois do cacau e/ou do treinamento aerdbico, se devem a melhora e/ou atenuagao da perda
da capacidade cardiorrespiratoria frente a esta condicao de disfungao metabolica. Assim, mais
uma vez, a combinacao destas duas intervengdes, se destaca como uma importante estratégia
também para atenuar as complicacdes metabdlicas decorrentes da obesidade e da resisténcia a

insulina.
CONCLUSOES

Em conjunto, os resultados do presente estudo apontam para a utilizagdo do
treinamento aerdbico associado a suplementagdo cronica com flavandis do cacau como
ferramentas ndo farmacoldgicas eficazes na melhora do desempenho fisico, metabolismo
glicémico, controle neuroenddcrino e perfil lipidico e inflamatorio no figado, pancreas, tecido

adiposo e musculo esquelético em condi¢des de obesidade e resisténcia a insulina.
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5 SINTESE DOS ARTIGOS E RELACAO COM OS OBJETIVOS DA TESE

O objetivo geral da tese foi verificar os efeitos agudos e cronicos do exercicio fisico e
da suplementacdo com flavandis do cacau sobre o desempenho fisico, metabolismo e
marcadores inflamatorios em ratos resistentes a insulina. Portanto, para alcancar o objetivo
proposto, a presente tese foi estruturada em dois estudos (capitulos) os quais: i) verificou os
efeitos agudos (estudol); e ii) cronicos (estudo 2) do exercicio fisico e da suplementagdo de
flavanois derivado do cacau sobre o desempenho aerdbico, metabolismo e marcadores

inflamatorios em ratos Wistar resistentes a insulina.

Os resultados obtidos no estudo preliminar a esta tese demonstramos que o consumo
da dieta high-fat associado a bebida rica em frutose por trinta dias foi efetivo em promover
alteragdes metabolicas e teciduais associadas a resisténcia a insulina, tais como, o aumento da
adiposidade e indice HOMA, hiperglicemia, hiperinsulinemia e hipertrigliceridemia. Além
disso, a combinagdo em curto prazo de high-fat e bebida rica em frutose também promoveu
um aumento nas citocinas inflamatorias no figado, pancreas, tecido adiposo e musculo
esquelético dos ratos estudados demonstrando assim ser um modelo til, efetivo e de curto

prazo para estudos de resisténcia a insulina por meio de roedores.

Neste sentido, com o modelo de inducdo de resisténcia a insulina em ratos Wistar
estabelecido, verificou-se, portanto, os efeitos agudos (estudo 1) e cronicos (estudo 2) do
exercicio fisico e da suplementacdo de flavandis do cacau sobre o desempenho fisico,

metabolismo e pardmetros inflamatorios em ratos resistentes a insulina.

Os resultados encontrados no estudo realizado concomitante a esta tese demonstraram
que a suplementag¢do aguda com flavandis do cacau nao alterou o desempenho aerodbico dos
ratos estudados mas atenuou a hiperglicemia induzida pelo teste incremental de corrida em
esteira nos ratos resistentes a insulina. Neste sentido, o estudo 1 da presente tese, explorou os
mediadores teciduais envolvidos na captagdo de glicose em tecidos periféricos em resposta da
suplementagao aguda dos flavandis do cacau prévio a realizagdo do exercicio aerobio
submaximo. Os resultados encontrados demonstraram que o exercicio aerdébico submaximo e
a suplementag¢do com flavandis do cacau aumentaram a fosforilagdo de Akt no figado e no
musculo esquelético e melhorou o millieu inflamatério no péancreas, figado, musculo
esquelético e tecido adiposo. Além disso, quando combinadas ambas as intervengdes, a
suplementagdo aguda de flavanodis do cacau promoveu efeitos aditivos ao exercicio aerdbico

na fosforilacdo da Akt nos hepatécitos dos ratos resistentes a insulina possivelmente
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contribuindo para o aumento da captacdo de glicose e a redugdo da glicogendlise e
gliconeogénese. O exercicio aerobico subméaximo e a suplementagcdo com flavanois do cacau
também aumentaram a fosforilacdo da proteina AMPK no figado e musculo esquelético,
reduziu a expressao génica de TRB3 e aumentou a expressao de CPT-1 contribuindo para a
melhora do metabolismo de glicose e oxidagao de lipidios. Portanto, os resultados do estudo 2
demonstraram que a suplementacdo aguda de flavandis do cacau associado ao exercicio
aerobico submaximo € capaz de promover a ativacdo de vias de sinalizagdo em diversos
tecidos, contribuindo para o aumento na captagdo e metabolismo da glicose e lipidios e a

melhora do millieu inflamatério associados a resisténcia a insulina.

Os efeitos da suplementagao cronica de flavandis do cacau e do treinamento aerdbico
sobre o desempenho fisico, pardmetros metabolicos e inflamatorios foram investigados no
estudo 2. Os resultados demonstraram que a suplementacdo de flavandis do cacau e o
treinamento aerdbico realizado a 60%Vpeak durante oito semanas atenuaram o ganho de
massa corporal e o indice de adiposidade, melhorou o quadro de intolerancia a glicose e o
perfil lipidico e melhorou o millieu inflamatoério no figado, pancreas, tecido adiposo e
musculo esquelético dos ratos resistentes a insulina. Além disso, a suplementagdo de flavanodis
do cacau e o treinamento aerdbico per si aumentaram a expressao de GLUT4 no musculo

esquelético, apresentando efeitos aditivos quando combinadas ambas as intervengoes.

Neste sentido, a presente tese demonstrou, de forma inédita, que os efeitos aditivos da
suplementagdao de flavandis do cacau ao exercicio fisico resultaram no aumento e na
fosforilagdo de proteinas chaves envolvidas no metabolismo, tais como GLUT4 e AKT,
respectivamente. Adicionalmente, os efeitos da combinacdo das intervengdes foram
observados na modulacdo de parametros metabolicos e inflamatorios, normalmente
associados a resisténcia a insulina, nos diferentes tecidos avaliados. Portanto, em conjunto, os
resultados obtidos na presente tese demonstraram a eficdcia do exercicio aerdbico e da
suplementagdo com flavandis do cacau em melhorar fatores chaves para o tratamento e
prevengdo da resisténcia a insulina, sugerindo que a combinacdo de ambas as intervengdes

pode ser considerada uma estratégia de tratamento nao farmacoldgico importante para o DM2.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O diabetes mellitus ¢ uma doenga complexa ocasionada por fatores genéticos,
epigenéticos € comportamentais, dentre os quais o sedentarismo e o consumo de dietas
hipercaloricas t€ém sido considerados os principais fatores contribuintes para o aumento da
prevaléncia de obesidade e resisténcia a insulina na populacdo mundial. Neste sentido, o
entendimento dos mecanismos fisioldgicos envolvidos nas complicagcdes metabodlicas do

diabetes mellitus tem sido considerado de grande relevancia no cenério atual.

O consumo crénico de dieta high-fat associado a ingestdo de bebida rica em frutose
por 30 dias foi capaz de promover alteragdes metabolicas e inflamatérias associadas a
resisténcia a insulina e demonstrou ser um modelo 1til e de curto prazo para estudos sobre
diabetes mellitus por meio roedores. Embora ndo tenha demonstrado efeitos ergogénicos
sobre o desempenho fisico, a suplementagdao aguda de flavandis do cacau associado ao
exercicio fisico demonstrou ser eficaz para atenuar as complicagdes metabodlicas e
inflamatérias decorrentes da resisténcia a insulina. Cronicamente, ambas as intervengdes
foram capazes de atenuar o ganho de massa corporal, reduzir o indice de adiposidade,
melhorar o metabolismo glicémico e o perfil lipidico, além de melhorar o millieu inflamatorio
em diversos tecidos. Quando combinadas, a suplementacdo aguda de flavandis do cacau
promoveu efeitos aditivos na fosforilagdo de Akt no figado e cronicamente promoveu efeitos
aditivos no aumento de GLUT4 no musculo esquelético contribuindo para a melhora do

metabolismo glicémico dos ratos resistentes a insulina.

Neste sentido, a presente tese apresentou a padroniza¢do de um modelo util e de curto
prazo para induzir resisténcia a insulina em ratos Wistar, o qual poderad ser utilizado em
diversos estudos visando avaliar os efeitos de diferentes intervencdes sobre as complicacdes
metabolicas associadas ao DM2. Além disso, demonstrou-se também na presente tese, os
mecanismos fisiologicos envolvidos na melhora do metabolismo e parametros inflamatorios
decorrentes da realizacao do exercicio fisico e da suplementagdao de flavandis em condi¢des
de obesidade e resisténcia a insulina, sugerindo que a combinacao de ambas as intervencoes

pode ser considerada uma estratégia de tratamento ndo farmacoldgico importante para o DM2.

Embora a presente tese tenha demonstrado os efeitos benéficos da suplementacao dos
flavanois do cacau sobre o metabolismo e parametros inflamatorios em quadros de resisténcia
a insulina, ressalta-se que os efeitos da suplementagdo dos flavanodis do cacau podem estar

associados a dose, ao tempo de absor¢do e metabolismo pelo organismo, além da quantidade
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de catequinas e epicatequinas presentes no cacau. Neste sentido, os efeitos de diferentes doses
de flavandis do cacau sobre o metabolismo e pardmetros inflamatorios associados ao
exercicio fisico em condigdes de obesidade e resisténcia a insulina devem ser explorados em
pesquisas futuras. Além disso, destaca-se também a importancia de que futuros estudos
investiguem os efeitos da suplementacgao de flavandis do cacau associados aos diferentes tipos
de exercicios, tais como, exercicio intervalado de alta intensidade, exercicio de for¢a muscular
e/ou combinado (aerobico e for¢ga na mesma sessao de treinamento). Por fim, ressalta-se a
importancia de futuros estudos investigarem os efeitos do exercicio fisico e da suplementacao
de flavanois do cacau sobre o sistema nervoso central, especificamente, em parametros
associados as fungdes cognitivas e neurogénese hipocampal em condi¢cdes de obesidade e

resisténcia a insulina.
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APENDICE A — Resultados estudo sobre os efeitos da administracio de estreptozotocina
(35mg'kg'1 de massa corporal) apos o consumo de dieta hiperlipidica por 30 dias em
ratos Wistar.
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* Diferenca significativa em relagdo ao grupo controle (p < 0,05);

Alteracdo do ganho de massa corporal e indice de adiposidade dos ratos alimentados com

dieta padrao (CON) e/ou hiperlipidica (HFD).
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Dias
* Diferenca significativa em relagdo ao grupo CON+VEIC (p < 0,05);
# Diferenca significativa em relagao ao grupo CON+STZ (p < 0,05);
Concentragdes de glicose em jejum nos momentos pré (0), apés o consumo de dieta padrao
(CON) ou hiperlipidica (HFD) por 30 dias (30) e trés dias apds (33) a administracdo de
estreptozotocina (35 mgkg™ de massa corporal) ou veiculo (PLA).
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* Diferenca significativa em relagdo ao grupo CON+VEIC (p < 0,05);
# Diferenga significativa em rela¢do ao grupo CON+STZ (p < 0,05);

Teste de tolerancia oral a glicose e area sob a curva dos grupos CON+VEIC (ratos que
receberam a administragdo de veiculo ap6és o consumo de dieta padrido por 30 dias),
CON+STZ (ratos que receberam a administracdo de estreptozotocina 45 mg'kg'1 apoés o
consumo de dieta padrao por 30 dias) e HDF+STZ (ratos que receberam a administragdo de
estreptozotocina 45 mg'kg'1 apo6s o consumo de dieta hiperlipidica por 30 dias).
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* Diferenca significativa em relagcdo ao grupo CON+VEIC (p < 0,05);
# Diferenca significativa em relagao ao grupo CON+STZ (p < 0,05);

Teste de resisténcia a insulina e area sob a curva dos grupos CON+VEIC (ratos que
receberam a administragdo de veiculo apdés o consumo de dieta padrdo por 30 dias),
CON+STZ (ratos que receberam a administragio de estreptozotocina 45 mgkg” apods o
consumo de dieta padrao por 30 dias) e HDF+STZ (ratos que receberam a administragiao de
estreptozotocina 45 mgkg' ap6s o consumo de dieta hiperlipidica por 30 dias).
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* Diferenca significativa em relagdo ao grupo CON+VEIC (p < 0,05);
# Diferenca significativa em rela¢do ao grupo CON+STZ (p < 0,05);
vy Diferenca significativa em relacdo ao grupo DM1 (p < 0,05);

Teste de resisténcia a insulina e area sob a curva dos grupos CON+VEIC (ratos que
receberam a administragdo de veiculo ap6és o consumo de dieta padrido por 30 dias),
CON+STZ (ratos que receberam a administracdo de estreptozotocina apds o consumo de dieta
padrao por 30 dias), HDF+STZ (ratos que receberam a administracdo de estreptozotocina
apds o consumo de dieta hiperlipidica por 30 dias) e DMI (ratos que receberam a
administracio de estreptozotocina 60 mgkg' de massa corporal estreptozotocina apds o
consumo de dieta padrdo por 30 dias).
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APENDICE B - Padronizaciao do modelo para inducio de resisténcia a insulina

Com o objetivo de compreender os mecanismos fisioloégicos decorrentes da
hiperglicemia e pelos quais diferentes intervengdes podem contribuir para atenuar as
alteracdes decorrentes do DM2, diversos estudos experimentais utilizando ratos e

camundongos tém sido propostos na literatura.

Neste sentido, ratos espontancamente diabéticos obtidos por meio de cepas
geneticamente resistentes a insulina (KAWANO et al, 1992; SHIOTA; PRINTZ, 2012) e
ratos diabéticos ndo espontaneos, induzidos experimentalmente por meio da utilizagdo de
toxinas, incluindo a estreptozotocina (STZ) (REED, et al., 2000; SRINIVASAN et al., 2005;
GHORBANZADEH et al, 2016), e/ou administracio cronica de dietas hipercaldricas
(MAHMOUD et al., 2015; LOZANO et al., 2016) tem sido considerados os principais

modelos animais para investigar DM2.

A administracdo de STZ tem sido comumente utilizada para induzir a faléncia das
células beta pancredticas e, consequentemente, a DM1 em roedores (DEEDS et al., 2013;
HOWARTH et al., 2017). Entretanto, em baixas doses, a faléncia parcial das células beta
pode ocasionar hiperglicemia e DM2 por meio da perda do mecanismo compensatdrio
(hiperinsulinemia) de secre¢do de insulina (REED et al., 2000; ZHANG et al., 2003). Neste
sentido, embora nao haja um consenso na literatura, diversos estudos investigaram os efeitos
de diferentes doses de STZ combinadas ou ndo com dietas hipercaloricas para induzir DM2

em ratos (REED et al., 2000; SRINIVASAN et al., 2005; SKOVSO, 2014) .

Em estudo preliminar desta tese (MELO et al., dados ainda ndo publicados) foram
verificados os efeitos de tnica dose de STZ (35 mgkg™” de massa corporal) aps o consumo
de dieta hiperlipidica por 30 dias. Os resultados obtidos demonstraram que a combinagao
desta dieta e STZ foram capazes de induzir o ganho de peso dos ratos, promover alteragdes no
teste de tolerancia a insulina e tolerancia oral a glicose (Apéndice I). Entretanto, os valores
glicémicos (acima de 300 mgdL™) e a perda significativa da massa corporal durante os trinta
dias ap6s a administragdo de STZ indicaram que para estudos com intervengdes cronicas com
este modelo, podera haver a necessidade de insulinoterapia e/ou a administragdo de farmacos
hipoglicemiantes para aumentar a sobrevida dos ratos (MELO ef al., dados ainda nao

publicados).
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Neste sentido, uma vez que a faléncia das células beta pancreaticas ocorrem apenas
apds um longo periodo de tempo e que fatores genéticos per si podem nao ocasionar a
resisténcia a insulina (DEFRONZO et al., 2015), diversos estudos tém investigado os efeitos
do consumo de dietas hipercaloricas sobre a resisténcia a insulina (BOCARSLY et al., 2010;

PEREIRA et al., 2017).

A indugdo da resisténcia a insulina por meio de dietas hipercaloricas tem sido
considerada uma estratégia de grande validade ecoldgica por maximizar as alteracdes
metabolicas encontradas em seres humanos (BOCARSLY et al., 2010; PEREIRA et al.,
2017). Isso se deve ao fato de que o consumo de alimentos ricos em gorduras e/ou agucares
tem aumentado exponencialmente na sociedade moderna, resultando no aumento da

prevaléncia da obesidade e DM2 na populagdo (NOLAN et al., 2013; LOZANO et al., 2016).

Os efeitos deletérios do consumo cronico de dietas hipercaloricas, especificamente
dietas ricas em gorduras saturadas, ja foram bem descritos na literatura. Estudos recentes
demonstraram que ratos alimentados com dieta hiperlipidica (40-60% de lipidios) podem
desenvolver obesidade, aumento na produgdo de citocinas inflamatdrias, hipertrigliceridemia,
hipertrofia dos adipécitos, esteatose hepatica e resisténcia a insulina (FLANAGAN et al.,
2008; BARBOSA-DA-SILA et al., 2014). Além disso, a metabolizagdo em excesso de
lipidios pode ocasionar o aumento do estresse oxidativo e da lipotoxicidade, culminando
assim na ativacdo de vias de sinalizacdo relacionada a apoptose celular em diversos tecidos

(FONSECA-ALANIZ et al., 2006).

O consumo de dietas ricas em carboidratos, especificamente em frutose, também tem
sido utilizado para induzir resisténcia a insulina em roedores. Estudos recentes demonstraram
que a ingestdo cronica de bebidas ricas em frutose induz alteragdes fenotipicas associadas a
sindrome metabolica em ratos adultos, incluindo, hipertensdo arterial, hipertrigliceridemia,
resisténcia a insulina e esteatose hepatica independente das alteragdes na composicao corporal

(MAHMOUD et al., 2015; LOZANO et al., 2016; PEREIRA et al., 2017).

Devido a alta palatabilidade e ao uso na industrializagdo como adocante substituto
para a glicose ou sacarose na preparacdo de sobremesas, condimentos e diversas bebidas,
incluindo refrigerantes e sucos industrializados, o consumo de frutose na populagdo mundial
aumentou aproximadamente em 30% nos ultimos anos contribuindo significativamente para o

desenvolvimento do DM2 na populagdo (REGY et al., 2013; TOOP; GENTILI, 2016).
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Embora possa ser absorvida por diferentes tecidos, a frutose ¢ metabolizada
principalmente no figado por meio de sua captagdo mediada por GLUT2 (PEREIRA et al.,
2017). No citoplasma, a frutose pode contribuir para a producdo de glicose hepatica
(gliconeogénese) ou ser rapidamente metabolizada por meio da fosforilacdo pela acdo da
enzima frutoquinase (TOOP; GENTILI, 2016). Neste sentido, a metabolizacdo em excesso de
frutose nos hepatocitos pode ocasionar a ativagao de diferentes vias de sinalizacdo as quais
culminam no aumento do estresse oxidativo, na sintese de citocinas inflamatorias, lipogénese,
apoptose celular, inibicdo de eNOS e resisténcia a insulina hepatica (MARINHO et al., 2011;
LOZANO et al., 2016; PEREIRA et al., 2017).

Estudos recentes demonstraram que a ingestao cronica de frutose pode potencializar os
efeitos deletérios da dieta hiperlipidica ocasionando complicagdes hepaticas e vasculares em
ratos adultos (LOZANO et al., 2016), além de ocasionar aumentos significativos na expressao
de RNAm e de proteinas marcadoras de estresse no reticulo endoplasmatico hepatico e

pancreatico contribuindo assim para a resisténcia a insulina (BALAKUMAR et al., 2016).

Embora dietas hipercaldricas sejam utilizadas para estudos cujo objetivo seja
investigar a obesidade e/ou resisténcia a insulina, o tempo necessdrio para induzir as
alteragdes metabolicas decorrentes do consumo da dieta hiperlipidica e/ou ingestao de frutose
(aproximadamente 12-20 semanas), tem sido considerado o principal fator limitante para
utilizagdo deste modelo em roedores para os estudos com intervengdes cronicas. Além disso,
os efeitos deletérios da dieta hiperlipidica associados a ingestdo de frutose em curto prazo,

sobre os parametros associados a resisténcia a insulina, ainda sdo desconhecidos.
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ABSTRACT

Introduction: Consumption of high-fat-diet (HFD) and fructose-rich beverages (FRT)
increases significantly in the world population contributing to the development of obesity and
type 2 diabetes (DM2). Although the chronic consumption of hypercaloric diets is used to
induce insulin resistance in rodents, the combined effects of HFD and FRT over a shorter
period have been poorly investigated. Objective: We aimed at exploring the effects of the
consumption of the HFD combined with FRT for thirty days in promoting metabolic and
physiological changes associated with insulin resistance, including, inflammatory and
histomorphometric parameters in the liver, pancreas and adipose tissue of Wistar rats.
Methods: Thirty-two male Wistar rats (250 + 10g) were randomly allocated into four groups
(n = 8) which received standard diet (CON), HFD (48.39% Fat; 30.06% CHO; 21.54% Pro),
FRT (solution 30%) or both (HFD+FRT) for thirty days. Insulin sensitivity and glucose
tolerance were evaluated by the insulin tolerance test (ITT) and oral glucose tolerance test
(OGTT). Serum samples were used for analysis of metabolic parameters and hormone levels.
The IL-6, IL-10, IL-1pB, and TNF-a assays were performed in liver, pancreas, gastrocnemius
muscle and epididymal adipose tissue by ELISA. Histological and morphometric analyses
were analyzed on the liver, pancreas and adipose tissue. Results: Consumption combined of
HFD and FRT promoted significantly increase (p < 0.05) on body weight, index adiposity, in
area under curve on ITT (p < 0.001) and OGTT (p < 0.001) when compared to the CON
group. Consumption of FRT alone increased fasting glucose (p = 0.015), insulin (p = 0.035)
and HOMA-index (p = 0.018), and these changes were in greater magnitude on when FRT
was combined with HFD. Moreover, the rats fed with HFD+FRT demonstrated significantly
increase of lipids droplets in liver (p < 0.001), increase a 7-fold in adipocyte area and
increase in inflammatory cytokines in liver, pancreas, skeletal muscle and adipose tissue.
Conclusion: Consumption of HFD combined with FRT for thirty days promotes insulin
resistance, increase cytokines inflammatory and modulates histomorphometric parameters of
the liver, pancreas and adipose tissue, therefore, demonstrating to be a useful, effective and
short-term model for studies on insulin resistance in rodents.

Keywords: Animal model, Type 2 diabetes; Glucose; Metabolism; Hepatic complications;
Obesity
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INTRODUCTION

Diabetes mellitus (DM) is a disease characterized by heterogeneous disorders of
carbohydrates, lipids and proteins metabolism causing resulting either from a deficiency in
insulin secretion (DM type 1) or insulin resistance (DM type 2) (INZUCCHI et al., 2015).
Characterized as a chronic multifactorial disease, several factors may contribute to the
development and progression of insulin resistance, including genetic factors, overweight

and/or obesity, insomnia, as well as economic and psychosocial factors (HU, 2011).

Type 2 diabetes (DM2) has the highest prevalence (90 to 95%) among all cases of
diagnosis of the disease, prevailing in the population aged between 30 and 69 years
(DESHPANDE et al., 2008; ADA, 2014; IDF, 2014). The sedentary behavior associated with
consumption of hypercaloric diet has been considered the principal factors for the increase in
obesity and DM2 in the world population (HU, 2011; ZHENG; LEY; HU, 2018). Recently,
evidence demonstrated a link between chronic consumption of high-fat diet and fructose-rich
beverage with increase of body weight, inflammatory status and insulin resistance (HORST et
al., 2016; PEREIRA et al., 2017; CORTE, et al., 2018). The decrease in the sensitivity of
target tissues to the metabolic effect of insulin is one of the main characteristics of DM2
presenting a clinical picture of chronic hyperglycemia (ALBERTI; ZIMMET, 1998; ADA,
2014; INZUCCHI et al., 2015).

In order to understand the physiological mechanisms resulting from hyperglycemia
and which different interventions may contribute to attenuate the physiological changes due to
DM2, several experimental studies using rodents have been proposed. Therefore, models of
spontaneously diabetic rats obtained through genetically resistant insulin strains (KAWANO
et al., 1992; SHIOTA; PRINTZ, 2012) and models of non-spontaneous diabetic rats,
experimentally obtained through the use of toxins, including streptozotocin (REED, et al.,
2000; SRINIVASAN et al., 2005; GHORBANZADEH et al., 2016) or through chronic long-
lasting administration of hypercaloric diets (MAHMOUD et al., 2015; LOZANO et al., 2016;
ZHENG; LEY; HU, 2018) have been the main used models for studying DM2 in rodents.

Insulin resistance induced by chronic consumption of high-fat or carbohydrate-rich
diets has been commonly used in several experimental studies with rodents models. Recent
studies have shown that rats fed with a high-fat diet (40-60% lipids) for long period (12
weeks) may develop obesity and display increased inflammation status, hypertriglyceridemia,

adipocyte hypertrophy, increase of transaminases ratio (glutamic oxaloacetic and pyruvic),
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hepatic steatosis, and insulin resistance (FLANAGAN et al., 2008; BARBOSA-DA-SILA et
al., 2014). In addition, chronic ingestion of fructose-rich beverages may lead to hepatic and
vascular complications in adult rats (LOZANO et al., 2016) and to significantly increase in
the expression of mRNA of stress marker proteins (PERK, IRE1a, CHOP) in the hepatic and
pancreatic endoplasmic reticulum, thus contributing to insulin resistance (BALAKUMAR et

al., 2016).

Although these diets have been used for studies aiming to investigate obesity and/or
insulin resistance, the long time required to induce the desired metabolic and tissue changes
(approximately 12-20 weeks), has been considered the main limiting factor for the use of
those models in chronic experimental interventions in rodents. In this sense, the effects of a
short-term (4 weeks) ingestion of a high-fat-diet associated with a fructose-rich solution
intake on metabolic and systemic parameters associated with insulin resistance were not yet
investigated. Therefore, we aimed at exploring the effects of the consumption of a high-fat-
diet associated to the ingestion of a fructose-rich beverage for thirty days on metabolic and
physiological changes associated with insulin resistance, including, inflammatory and
histomorphometric parameters in the pancreas, adipose tissue, skeletal muscle and liver of

Wistar rats.

MATERIALS AND METHODS

Animals and Ethics Care

Thirty-two male Wistar rats (body mass 230-250 g, 15 weeks age), provided by the
Institute of Biological Sciences of The Federal University of Minas Gerais (UFMG) were
used in the experiments. All experimental procedures were approved by the Ethics Committee
of the UFMG for the Care and Use of Laboratory Animals (protocol 110/2016) and were
conducted in accordance with Brazilian National Council for the Control of Animal
Experimentation. The rats were housed in collective cages (4 rats in each cage) under

controlled temperature (24 = 1°C) and light conditions (lights on from 05:00 am until 07:00

pm).



119
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CON: control group; HFD: High-fat diet; FRT: Fructose-rich beverage; ITT: Insulin tolerance test; OGTT: Oral
glucose tolerance test.

Figure 1. Experimental design

Diet Interventions

The rats were randomly separated into four groups: which received, ad libitum for a
period of thirty days, 1/ standard diet (CON group, macronutrient composition: 8.5% Fat,
38.5% protein; 52.9% carbohydrates; caloric density 263.9 kcal 100g™; Presence”-Brazil), 2/
high-fat-diet (HFD group, macronutrient composition: 48.4% Fat, 21.5% protein; 30.1%
carbohydrates; caloric density 457.9 kcal 100g™), 3/ standard diet and fructose-rich beverage
(FRT group, solution 30%; Synth®™), 4/ or both high-fat-diet diet and fructose-rich beverage
(HFD+FRT group) (figure 1). Body mass and energy consumption (Kcal.day') were
evaluated daily. The energy consumption was obtained by difference of weigh-in food and
beverages per day in each cage, divided by 4 (number of rats/cage) and calculated the mean of

consumption of each rat over days.
Insulin Tolerance Test (ITT) and Oral Glucose Tolerance Test (OGTT)

Insulin sensitivity and glucose tolerance were evaluated by ITT and OGTT
respectively. Both tests were performed after 6 hours of fasting. Blood samples were collected
from the tail vein at baseline (0), 15, 30, 60, 90 and 120 minutes after intraperitoneal (IP)-
injection of insulin (0.5 UTkg™", Novolin-R, Brazil) or oral gavage of glucose solution (1 gkg
' 40% solution, Sinth®) for ITT tests and OGTT, respectively. Glucose concentration was

measured with a glucometer (Accu-Check Performa®™, Roche Diagnostic, France).
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Post mortem analyses

The rats were killed by decapitation following 6 hours of fasting. Samples of blood
were collected immediatelty after decaptation, processed (30 min at ambient temperature and
centrifugated by 15min at 3500rpm) and stored at 80°C for posterior serum analyzes. The
liver, gastrocnemius muscles, epididymal (EAT), retroperitoneal (RAT) and mesenteric
adipose tissues (MAT) were dissected, totally removed, weighed and stored at “80°C until
further analysis. The epididymal, retroperitoneal and mesenteric adipose tissues were used to

calculate the adiposity index:

{[(EAT + RAT + MAT) + body weight] x 100} (OLIVEIRA et al. 2013; MENEZES-
GARCIA et al. 2014).

Interleukin-6 (IL-6), interleukin-10 (IL-10), interleukin - 1S (IL-15) and Tumor Necrosis
Factor alpha (TNF-a)

The IL-6, IL-10, IL-1pB, and TNF-a assays were performed in the liver, gastrocnemius
muscle and epididymal adipose tissues using DuoSet ELISA kits (DY506, DY522, DY501,
and DY510, respectively) according to the manufacturer’s instructions (R&D Systems, Inc.,

Minneapolis, MN, USA).
Serum analyses

Serum samples were used for analysis of glucose (enzymatic kit, Gold Analisa®, Belo
Horizonte, Brazil), insulin (enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA; EMD Millipore
Corporation® — EZRMI-13K, MA, USA), leptin and adiponectin (ELISA kits R&D Systems),
total cholesterol, triglycerides, high-density lipoprotein (HDL), low-density lipoprotein
(LDL), glutamic pyruvic and oxaloacetic transaminases (enzymatic colorimetric assays, Lab
Test® Diagnostic S.A.). Insulin resistance was evaluated using the homeostasis model
assessment (HOMA2). HOMA2-IR was calculated for fasting plasma glucose and insulin
using the HOMA?2 model calculator (http://www.dtu.ox.ac.uk/homacalculator).

Morphology parameters

Liver, pancreas and epididymal adipose tissue samples were sectioned in different
areas of their parenchyma and fixed in 4 % glutaraldehyde dissolved in phosphate buffer 0.1
M, pH 7.3, for 24 h. The tissues were dehydrated, embedded in resin histology (Leica®™


http://www.dtu.ox.ac.uk/homacalculator
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HistoResin) and cut into sections (4 uM). Liver, pancreas and adipose tissue sections were
then stained with toluidine blue sodium borate and photographed using a digital camera (UC-
50 camera) coupled to a microscope (BX-60 Olympus) for histological and morphometric
analyses. The quantification of perceptual (%) cell structures (nucleus, cytoplasm, blood
vessels) were performed using Image J software (8 rats per group, 15 images per rat and 540
points were quantified in each image). Thirty nuclei of each rat were measured for calculation

of the nuclear area by multiplying the radius distances by the value of & (pi = 3.14).
Statistical Analyses

Shapiro-Wilk and the Levene’s tests were used to assess the normality and
homoscedasticity of data, respectively. The data are expressed as mean values + standards
deviations except when noted in the figures. One-way analyses of variance (ANOVA) were
performed to make comparisons between groups. When the groups were compared over time,
reptead-measure two-way ANOVA were used. When significant differences were found, the
Tuckey post hoc test was then performed. All statistical analyses were performed using the
SigmaPlot software (version 11.0, SYSTAT SOFTWARE, USA), adopting a significance
level of a = 5% (p <0.05).

RESULTS

The combination of the ingestion of high-fat-diet and fructose-rich beverage promoted
a significant increase (p < 0.05) in body weight and in adiposity index (figure 2). Moreover,
the rats fed with HFD+FRT presented lower daily food intake (g.day'l) but higher volume of
drink intake when compared to the other groups (table 1). The ingestion of fructose-rich
beverage alone or combined with high-fat-diet presented higher of daily energy ingested

(kilocalories) when compared with CON and HFD (table 1).
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FIGURE 2. Body mass variation (A) over the 30 days of intervention (a), area under curve of body mass
variation (b) and adiposity index (c) of the CON, HFD, FRT and HFD + FRT groups. Mean (stander error
mean); * Significantly different from CON group, § Significantly different from baseline, * p < 0.05; ** p <
0.001; § p <0.05; §§§ p <0.001.

Consumption of high-fat-diet alone or combined with fructose solution promoted

significantly increase on the area under the curve (p < 0.001; Fys3:28 = 13.937) of insulin

tolerance test when compared with the CON and FRT groups (figure 3). Although all groups

presented higher values in the area under the curve for the oral glucose tolerance test (p <

0.001; Foos328 = 15.806) compared to CON values, only the HFD+FRT group presented

higher glucose levels at all times when compared to the CON group (figure 3).
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c) Oral Glucose Tolerance test
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.FIGURE 3. Insulin tolerance test (a) and oral glucose tolerance test (b) of the CON, HFD, FRT and HFD+FRT

groups. Mean (stander error mean); * Significantly different from CON group; ¥ Significantly different from
FRT group; § Significantly difference from baseline (0); * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p <0.001; § p <0.05; §§ p
<0.01; §§§ p <0.001.

The consumption of fructose solution alone promoted significant changes on glucose
homeostasis when compared to the CON group (table 1). However, when fructose solution
was combined with high-fat-diet, these modifications were in greater magnitude for fasting
glucose, insulin concentration and HOMA-index. Moreover, the combined consumption of
high-fat-diet and fructose solution promoted significant reduction in the adiponectin/leptin

ratio as shown in table 3.



TABLE 1. Diet consumption, metabolic parameters and hormone levels of the CON, HFD, FRT and HFD+FRT groups.

124

CON HFD FRT HFD+FRT P Foossos
Diet Consumption
Food intake (g.day") 258 (2.1) 20420 16519 7 14520 Y <0.001 17108
Drink intake (mL.day™) 36.1 (3.5) 31.5 (5.7) 38.1 (3.5) 46.8 (8.6) VWY <001 2112
Calories (keal.day™) 81.4 (6.5) 973 (9.8) 1207 (10.0) " 1193 (14.2) <0.001 9036
Glucose Homeostasis
Glucose (mgdL") 108.4 (5.4) 124.5(149)  124.7(9.5) 139.7 (7.5 "V <0.001  12.90
Insulin (ngdL") 4.1(0.5) 43(0.9) 6.1 (2.0) 8.1(1.3) My <0.001 1525
HOMA-index 1.1 (0.1) 1.3(0.2) 19(0.7) 28(0.6)  THwY <0.001  19.36
Insulin sensitivity (%) 97.9 (12.5) 88.7 (12.7) 70.5 (23.9) 513(112) <0.001  13.43
Hormone Levels
Adiponectin (ngmL") 1504.7 (380.1)  972.1 (492.6)  993.7 (174.2)" 638.6 (263.9) <0.001 839
Leptin (ngmL") 818.5(684.7)  1745.8(955.9) 2119.6 (967.5) 2477.5 (923.7) 0552 071
Ratio Adipon. / Leptin 48 (33) 25(13) 2.9(23) 1.8(0.5) 0.008 4,74
Lipids Profile
Total Cholesterol (mgdL") ~ 85.2 (17.5) 86.7 (18.1) 88.3 (6.2) 89.9 (8.7) 095 0.1
HDL cholesterol (mgdL™)  14.5 (2.2) 13.5 (3.6) 132 (1.5) 12.4 (13) 0.37 1.07
LDL cholesterol (mgdL")  46.1 (3.8) 41.7 (5.4) 38.1(7.2) 36.3 (3.1) 0.10 227
Triglycerides (mgdL") 1232(19.5)  157.6(17.8)  185.1 (49.3) 256.1 (362) WY <0001  22.88
Transaminases (U'L™)

Glutamic Oxaloacetic 76.4 (15.3) 74.5 (51.8) 137.9 (66.5) 140.9 (46.7) " 0.01 458
Glutamic Pyruvic 56.0 (15.3) 36.1 (11.7) 45.0 (15.8) 36.6 (11.7) 0.08 239
Ratio (TGO / TGP) 1.46 (0.3) 2.0 (1.0) 2.9(0.8) 4221 " <0.001 720

HDL: High-Density-Lipoprotein; LDL: Low-Density-Lipoprotein; * Significantly different from CON group; # Significantly different from HFD
group; " Significantly different from FRT group; * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001; # p < 0.05; ## p < 0.01; ### p < 0.001; ¥ p <0.05; V¥ p <

0.01; V¥ p<0.001;
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Figure 4. Sections of liver and pancreas fixed in glutaraldehyde stained with toluidine blue and cytokines levels

of the CON, HFD, FRT and HFD+FRT groups. Mean (stander error mean); ( »): Lipids droplets; (+) Blood
vessels; (=mb): Islet of Langerhans; bars 50um; * Significantly different from CON group; # Significantly
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The fructose-rich beverage ingested in combination of high-fat-diet also promoted
significant increase in triglycerides compared to all the other groups and in the transaminases
ratio compared with CON and HFD groups (table 1). Moreover, the rats fed with high-fat-diet
and fructose-rich beverage showed increase in lipids droplets compared to CON and HFD
groups (table 2). In liver and in the pancreas, the comsumption of high-fat-diet combined with
fructose-rich beverage increased inflammatory cytokines IL-1B (p = 0.005; F0s:3.08 = 5.285
and p < 0.001; Fops:328 = 35.233, respectively), IL-6 (p < 0.001; Fpos3.28 = 18.14 and p =
0.039; Fo05:3:28 = 3.190) and IL-6/IL-10 ratio (CON: 0.9 + 0.1; HFD: 1.2 £ 0.1; FRT: 1.1 +
0.1; HDF+FRT: 2.6 £ 0.3; p < 0.001; Fys:308 = 21.54 and CON: 5.2 = 0.9; HFD: 5.3 £ 0.7;
FRT: 5.6 £ 1.0, HFD+FRT: 7.2 = 2.7; p = 0.037; Fyos3.28 = 3.088, respectively) when
compared to all the other groups (figure 4). Combined HFD and FRT also increased TNF-a in
liver and pancreas compared to the CON group (p = 0.024; Fyos3.28 = 3.647; p < 0.001;
Fo0s:308= 7.450, respectively) (figure 4).



Table 2. Morphometric parameters of the liver and pancreas for CON, HFD, FRT, and HFD-FRT groups.

Liver (%)
Blood vessesls

Lipids droplets
Cytoplasm
Nucleus
Area n. (um®)
Pancreas (%)
Blood vessels
Ducts interm.
Exocrine P.
Area n. (um®)
Nucleus (%)
Cytoplasm (%)
Endocrine P.
Area n. (um®)
Nucleus (%)
Cytoplasm (%)

CON HFD FRUT HFD-+FRUT ) Fo.05:308
8.61 (0.55)  7.61(0.53) 8.04 (0.35) 7.20 (0.44) 0.196 1.25
2.57(0.66)  6.70(2.34) 12.12 (2.60)* 17.06 (2.98) *** # <0.001 7.42
80.18 (0.77)  77.10 (2.63)  70.65 (2.71)* 68.13 (2.92)** 0.005 5.33
8.63 (0.30)  8.52(0.22) 8.18 (0.39) 7.48 (0.23)* 0.043 3.09
11.24 (0.49) 11.16 (0.44)  11.09 (0.52) 10.94 (0.49) 0.123 1.92
7.03(0.31)  6.29(0.10) 6.23 (0.07) 6.05 (0.20) 0.060 2.77
517 (0.23)  5.44(0.41) 5.73 (0.27) 5.80 (0.20) 0.409 0.99
8.98 (0.55)  7.52(0.50) **  6.95 (0.58)*** 6.81 (0.60)*** <0.001 11.72
9.29 (0.45)  9.14(0.18) 9.29 (0.09) 9.27 (0.14) 0.973 0.07
7236 (1.15)  73.67(1.60)  72.67 (0.61) 73.08 (0.54) 0.643 0.56
11.11(0.67)  10.19(0.74)  8.80 (0.57)*** #  8.27 (0.69)*** ### <0.001 14.01
0.95(0.17)  0.97 (0.10) 0.92 (0.11) 0.91 (0.08) 0.981 0.05
5.20(0.74)  4.48(0.37) 5.17 (0.49) 4.89 (0.39) 0.745 0.41
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Area n.: area nuclear; * Significantly different from the CON group; # Significantly different from the HFD group; * p < 0.05; ** p <0.01; *** p <0.001; # p

< 0.05; ### p <0.001.
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The consumption of fructose-rich beverage alone or combined with high-fat-diet also
reduced the nuclear area on exocrine (p < 0.001; Fp 5328 = 11.72) and endocrine portion (p <
0.001; Fos3:08= 14.01, table 4) without modifying the area of the Langerhans’ islets.

For the adipose tissue, the consumption of high-fat-diet in combination with fructose-
rich beverage promoted an increase in adipocyte area (113271.10 + 11327.10 pm?’
vs.71975.52 + 3697.60 urnz; p <0.001; Fo 5328 = 7.60), inflammatory cytokines TNF-a (p <
0.001; Fo 05328 = 9.42) and IL-6 (p < 0.001; Fy0s53:28 = 17.46) and in the IL-6/IL-10 ratio (4.9
+ 0.2 vs. 2.1 £0.1; p <0.001; Fyps3:28 = 51.17). Moreover, compared to the CON group, this
combination of high-fat-diet and fructose-rich beverage also increased concentrations in
gastrocnemius muscle of inflammatory cytokines, as TNF-a (35.1 = 5.3 vs. 13.1 = 3.3 pgmL”
' p = 0.049; Foos328 = 2.96), IL-6 (143.3 £ 4.6 vs. 119.0 £ 4.3; p < 0.001; Fy 05308 = 9.21),
IL-6/IL-10 ratio (1.8 £ 0.1 vs. 1.4 £ 0.1; p = 0.001; Fo0s3.28 = 7.29), and, IL-B (40.2 + 13.3
vs.19.7 £ 17.3 ; p = 0.006; Fy0s5:3:28 = 5.09).

DISCUSSION

The consumption of a high-fat-diet combined with a fructose-rich beverage for thirty
days was effective in promoting metabolic and tissue alterations associated with insulin
resistance such as an increase in adiposity and HOMA index, hyperglycemia,
hyperinsulinemia, and hypertriglyceridemia. In addition, this short-term combination of high-
fat diet with a fructose-rich beverage also promoted an elevation of inflammatory cytokines in

the liver, pancreas, adipose tissue and skeletal muscle of studied rats.

The induction of insulin resistance through hypercaloric diets has been considered an
experimental strategy of great ecological validity by promoting the metabolic alterations
found in humans (BOCARSLY et al., 2010; PEREIRA et al., 2017). In that manner, the
consumption of fructose and high-fat diets are increasingly present in the nutrition habits of

modern society.

Due to its high palatability and its high industrial use as a substitute sweetener for
glucose or sucrose in the preparation of desserts, condiments and various beverages, including
soft drinks and processed juices, the over-consumption of fructose in the world population
increased by approximately 30% in the last few years contributing to increased risk
development of insulin resistance and metabolic syndrome (REGY et al., 2013; TOOP;
GENTILI, 2016; NOLAN et al., 2011; LOZANO et al., 2016; CORTE et al., 2018). Thus, in

this perspective, the combination of a high-fat diet and a fructose-rich beverage proposed by
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the present study mimics the habitual diet of the modern society and can be considered a

useful, short-term model (for only 4 weeks) for inducing insulin resistance in Wistar rats.

Moreover, in the present study, the high-fat diet consumed in association with a
fructose-rich beverage promoted an obesogenic status similar with the insulin resistance in
humans, including an increased body weight and adiposity index, impaired glucose
homeostasis and insulin sensitivity, and increased inflammatory status in the liver, pancreas,

adipose tissue and skeletal muscle.

The relationship between insulin resistance and obesity has been already described in
the literature. Several studies demonstrated that hypertrophy of adipocytes has been
associated with the synthesis and secretion of inflammatory cytokines causing low-grade
inflammation, increasing the risk of developing insulin resistance (KAHN et al., 2006;
WENSVEEN et al., 2015; KIM et al., 2017). This is due to the activation of inflammatory
pathways, including the IKKP complex, c-Jun N-terminal Kinase and p38 MAPK
(JNK1/MAPKS) that can cause phosphorylation of the substrate of the insulin receptor in
serine, thus blocking the adequate cascade of insulin signaling in several tissues (De

ALVARO et al., 2004; ARKAN, et al., 2005).

The consumption of a high-fat diet combined with a fructose-rich beverage also
reduced the adiponectin-leptin ratio indicating an adipose tissue dysfunction. Leptin is an
adipokine produced by adipose tissue that participates in the regulation of food intake and
correlates closely with the total amount of body fat, being elevated in obese individuals and
insulin resistance (BLUHER et al., 2015). The leptin increase glucose uptake in skeletal
muscle via the hypothalamic-sympathetic system axis and B-adrenergic mechanism and
stimulates fatty acid oxidation via AMP-activated protein kinase (AMPK) playing a role
pivotal of the glucose and lipid metabolism (MINOKOSHI et al., 2012). In this sense, the
resistance of leptin action present in obesity and insulin resistance promotes impaired the
regulation of energy and reduction of glucose uptake in peripheral tissues contributing to the

development of the diabetes mellitus (MEECK et al., 2016).

The adiponectin is the most abundant peptide secreted by adipocytes, has direct
actions in the liver, skeletal muscle, and the vasculature (ACHARI et al., 2017). Adiponectin
increase insulin sensitivity and stimulates fatty acid oxidation on skeletal muscle
(NICHOLSON et al., 2018), has a cardioprotective function, anti-inflammatory effects, and,

protects against insulin resistance (STERN et al., 2016). Therefore, adiponectin-leptin ratio
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has been suggested as a marker of adipose tissue dysfunction strongly associated with insulin

resistance (FRUHBECK et al., 2018).

Hepatic insulin resistance has been considered a major contributor to fasting
hyperglycemia in DM2 and is associated with accumulation of droplets lipids, inflammation
and oxidative stress in the liver (MARINHO et al., 2012; PEREIRA et al., 2017). The
consumption of the fructose-rich beverage by itself increased glucose, insulin, and
triglycerides levels and lipids droplets in the liver. However, when combined with high-fat-
diet these alterations appeared in greater magnitude for glucose, insulin, and triglycerides

levels, for HOMA index, transaminases ratio and for lipids droplets in the liver.

The relationship between the over-consumption of fructose and hepatic dysfunction
has been associated with its metabolism in the liver due to high amounts of GLUT2 in this
tissue (PEREIRA et al., 2017). Thus in the cytoplasm, fructose can either contribute to the
production of hepatic glucose (gluconeogenesis) or be rapidly metabolized through
phosphorylation by the enzyme fructose kinase (TOOP; GENTILI, 2016). Therefore, excess
fructose metabolism in hepatocytes can activate different signaling pathways, causing
increased gluconeogenesis, oxidative stress, inflammatory cytokine synthesis, lipogenesis,
cellular apoptosis, eNOS inhibition, hepatic steatosis and insulin resistance on the liver

(MARINHO et al., 2011; LOZANO et al., 2016; PEREIRA et al., 2017).

Although the physiological mechanisms involved in the additive effects of fructose
consumption have not yet been completely elucidated, recently studies demonstrated that
consumption of diet-rich fructose promoted additive effects to HFD consumption in the
proteins involved in the stress of endoplasmatic reticulum, including GRP-78, XBP1 and
CHOP in the liver and pancreas contributing to development of insulin resistance
(BALAKUMAR et al, 2016). Moreover, the consumption of fructose-rich beverage
associated with HFD decreased carnitine palmitoyl transferase-1a (CPT1a) activity and fatty
acid oxidation, impaired of mitochondrial size and function resulting in the metabolic

dysregulation (SOFTIC et al., 2019).

Although different experimental models involving the consumption of hypercaloric
diets for longer periods have been used to induce insulin resistance in rodents (BARBOSA-
DA-SILA et al., 2014; BALAKUMAR et al., 2016; LOZANO et al., 2016; KLEINERT et al.,
2018), in the present study, we demonstrated that consumption of beverage fructose-rich

promoted additive effects to the consumption of HFD in several metabolic and inflammatory
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markers contributing to the development of insulin resistance. Therefore, this diet
manipulation (HFD+FRT) can be considered a useful, effective and time-sparing model for

studying insulin resistance in rodents.
CONCLUSION

The consumption of a high-fat diet in combination with a fructose-rich beverage for
only thirty days promotes impaired glucose and insulin metabolism, increased inflammatory
status and modulates the liver, pancreas and adipose tissue morphometric parameters,
therefore, demonstrating to be a useful, effective and short-term model for studying insulin

resistance in rodents.
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ABSTRACT

Introduction: The time of exposure to hyperglycemia is one of the main contributing factors
for the metabolic complications resulting from DM2. Although aerobic exercise with
moderate and vigorous-intensity are widely recommended to people with DM2, depending on
the duration of effort, this exercise can induce, even temporarily, a status of hyperglycemia
after physical exercise. Embora a suplementagdo dos flavanéis do cacao podem contribuir
para o metabolismo glicémico e o aumento da capacidade aerobia, os seus efeitos sobre . We
aimed to investigate the acute effects of supplementation of cocoa flavanols on aerobic
performance and their effects on glucose during recovery after aerobic exercise in conditions
of obesity and insulin resistance. Methods: Twenty male Wistar rats (230-250 g) were
allocated into two groups. Obesity-associated Insulin resistance (IR, n = 10) was induced by a
high-fat diet (HFD) combined with a fructose-rich beverage taken ad libitum for 30 days. The
learn rats with normal glucose tolerance (CON, n =10) received standard diet for the same
period of time. After insulin resistance induction, the rats of both groups (CON and IR)
performed two successive incremental maximal treadmill running tests, after consuming
either cocoa flavanols supplementation (NATUREX® Powder, Avignon France) or placebo,
in randomized order. The placebo solution was equilibrated with cocoa flavanols
supplementations in caffeine and theobromine content (compounds (g'lOOg'l): 0.89g caffeine,
5.01g theobromine). Both cocoa flavanols supplementation and placebo were administered by
oral gavage using the same quantity of 45 mgkg"' body mass. Capillary (tail) glucose
concentration was measured before, immediately after and 3, 5, 10, 15, 30 and 60 min after
aerobic performance through a portable glucometer. The physical performance was evaluated
by the peak oxygen uptake (VOypeak), velocity peak (Vpeak) and total external work obtained
durtin incremental running test. Results: The VOypca, Vpeak and total external work were
not different when compared IR and CON rats whatever the supplementation used. Although
the acute supplementation of cocoa flavanols did neither change VOjpea, Vpeak and total
external work, attenuated the hyperglycemic status in the IR rats after incremental running
test (F =20.302; p <0.001), maintaining the glucose concentration at similar values compared
with CON rats supplemented with placebo (F = 28.638; p < 0.001). Moreover, the IR rats
supplemented with cocoa flavanols restored to basal levels of glucose concentration at 15
minutes after incremental test running (F = 40.929; p < 0.001). Conclusion: Acute intake of
cocoa flavanols prior to physical exercise did not change aerobic performance, but, attenuated
the hyperglycemia after aerobic exercise with incremental-intensity, demonstrating, therefore,
an important strategy to reduce the time of exposure to hyperglycemia after physical exercise
in conditions of obesity and insulin resistance.

Keywords: Type 2 diabetes; polyphenols, glucose, physical exercise.



137

INTRODUCTION

Type 2 diabetes (DM2) is a complex disease resulting from genetics, epigenetics, and
environmental factors. Physical inactivity and consumption of hypercaloric diet have been
considered the main contributors to the increase of incidence of obesity and insulin resistance
in the world population (SKYLER et al., 2017; HU et al., 2018). Chronic hyperglycemia
resulting from insulin resistance can cause several metabolic complications and represents a
risk of the development of cardiovascular diseases (RAGHAVAN, et al., 2019). The low
cardiorespiratory fitness contributes to an increased risk of mortality and has been associated
with obesity, insulin resistance, and metabolic syndrome (LEITE et al., 2009; MYERS et al.,
2019).

Physical exercise represents an effective non-pharmacological strategy for glycaemic
control management and improvement of cardiorespiratory fitness (YATES et al., 2007;
UMPIERRE et al., 2013). Monitoring glycemic at before, during and, after physical exercise
is essential to avoid hypoglycemia or hyperglycemia in people with DM2. Although aerobic
exercise with moderate and vigorous-intensity are widely recommended to people with DM2
(COLBERG et al., 2016), the increase in glycogenolysis and hepatic gluconeogenesis
resulting from aerobic exercises with vigorous-intensity can induce, even temporarily, a status
of hyperglycemia after physical exercise (YARDLEY, ef al., 2017). In this sense, since, the
time of exposure to hyperglycemia is one of the main contributing factors for the metabolic
complications resulting from DM2, strategies to mitigate and/or reduce the time of exposure
to hyperglycemia after physical exercise with vigorous-intensity, have been considered of

great relevance.

Diets rich in polyphenols, specifically flavanols, a group of flavonoids found in
beverages such as green tea and wine, vegetables and in large amounts in cocoa, have been
demonstrated to be beneficial to health (BRAVO, 1998; VINAYAGAM; XU, 2015). The
bioactive monomers of cocoa, including (-)-epicatechin and (+)-catechin, have demonstrated
has antioxidant (HUSSAIN et al., 2016), anti-inflammatory (SHAY et al., 2015) properties.
Moreover, cocoa flavanols are able to improve vasoreactivity and endothelial function (LIN et
al., 2016; HERMANN et al., 2006; WEST et al., 2014) and consequently decrease risk of
cardiovascular disease and insulin resistance (CURTIS et al., 2012; MARTIN et al., 2015;
NING REN, et al., 2019).
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Due to the previously described benefits, several studies have investigated the effects
of cocoa flavanols supplementation on physical performance of non-diabetic athletes
(SOMERVILLE et al., 2017, DECROIX et al., 2018). However, its effects on physical
performance in populations suffering from insulin resistance have still been never
investigated. Although cocoa flavanols can activate signaling pathways involved in glucose
uptake in peripheral tissues, improving glycemic metabolism (MARTIN et al., 2016),
increased oxidative phosphorylation and aerobic capacity (RAMOS et al., 2017), there are no
reports in the literature whether acute supplementation of cocoa flavanols can improve
physical performance and/or attenuate hyperglycemia after performing an aerobic exercise
with incremental intensity in conditions of obesity and insulin resistance. Therefore, the
objective of this study was to investigate the acute effects of supplementation of cocoa
flavanols on aerobic performance and their effects on glucose during recovery after aerobic
exercise in conditions of obesity and insulin resistance. We hypothesized that acute
supplementation of cocoa flavanols will attenuate the hyperglycemia status after aerobic
exercise with incremental intensity.

METHODS

Animal and Ethics Care

This study was conducted in accordance with Brazilian National Council for the
Control of Animal Experimentation and approved by the Ethics Committee of the
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) for the Care and Use of Laboratory Animals
(CEUA-UFMG, protocol n°. 110/2016). Twenty male Wistar rats (230-250 g), provided by
the Institute of Biological Sicence of the UFMG were used in the experiments. The rats were
housed in collective cages (4 rats in each cage) under controlled temperature (24 + 1°C) and
light conditions (lights on from 05:00 am until 07:00 pm) and remained for five days for

adaptation to the bioterium of the Physiology Exercise Laboratory.

Experimental design

Obesity-associated Insulin resistance (IR, n = 10) was induced by a high-fat diet
(HFD, macronutrient composition: 48.39% Fat, 21.54% protein; 30.06% carbohydrates;
density calories 457.9 kcal'100g™") combined with a fructose-rich beverage (solution 30%;
Synth®), taken ad libitum for 30 days. Glucose intolerance was confirmed by oral glucose
tolerance test (OGTT). The learn rats with normal glucose tolerance (CON, n =10) received

standard diet (macronutrient composition: 8.53% Fat, 38.47% protein; 52.99% carbohydrates;
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density calories 263.94 kcal 100g™; Presence®-Brazil) for the same period of time (MELO et

al., dates in submission).

After insulin resistance induction, the rats of both groups (CON and IR) performed 2
successive incremental maximal treadmill running tests, after consuming either cocoa
flavanols supplementation or placebo, in randomized order. The 2 incremental running tests
were seperated by a washout period of 48 hours resting. The supplementation (cocoa
flavanols or placebo) was performed by an experient researcher (BPM) one hour before each
incremental running test and aerobic performance was evaluated by another researcher
(ACZ), so that this study was blinded to the researcher. Capillary (tail) glucose concentration
was measured before, immediately after and 3, 5, 10, 15, 30 and 60 min after aerobic
performance through a portable glucometer (Accu-Check Performa®, Roche Diagnostic,
France). To determine lactate concentrations, blood samples (25ul) were collected before and
immediately after the incremental running test through heparinized capillary tubes, which
were homogenized in eppendorf tubes containing 75 pl sodium fluoride and then analyzed by

lactimeter (YSI 1500 - Sport Lactate Analyzer).

Oral Glucose Tolerance Test (OGTT)

The glucose intolerance was confirmed by oral glucose tolerance test performed after
6 hour of fasting. Blood samples were collected from the tail vein at baseline (0), 15, 30, 60,
90 and 120 minutes after oral gavage of glucose solution (1 gkg™, 40% solution, Sinth®).
Glucose concentration was measured with a glucometer (Accu-Check Performa®, Roche

Diagnostic, France).

Placebo and Cocoa flavanols supplementation

The supplementation of cocoa flavanols consisted in flavanol-enriched cocoa powder
(compounds (g100g™): 1.39g (+)- catechin; 6.10g (-)- epicatechin, 0.89g caffeine; 5.01g
theobromine, NATUREX® Powder, Avignon France) dissoved in water (18 mg‘ml'l). The
placebo solution was equilibrated with cocoa flavanols supplementations in caffeine and
theobromine content (compounds (g'100g™): 0.89g caffeine, 5.01g theobromine). Both cocoa
flavanols supplementation and placebo were administered by oral gavage using the same

quantity of 45 mgkg” body mass.

Familiarization with running and incremental running test
The rats were initially familiarized with running on a treadmill (Panlab/ Havard

Apparatus, Cornella Spain) by 10 minutes during five consecutive days before the first
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incremental test. The velocity was adjusted daily (10, 10, 11, 13 and 15 m'min"), with
maintained inclination (5%) and electrical stimulus of 0.2 mA (adapted from PRIMOLAS-
GOMES, 2009).

The incremental test running started at a velocity of 10 mmin” and consistuted of
increments of 1 m'min' every three minutes. Fatigue was determined through permanence the
rats on the electrical stimulation grid for 10 uninterrupted seconds. The oxygen uptake was
continuously measured during incremental test by open-flow indirect calorimetry (Gas
Analyzer Panlab’'Havard Apparatus, Cornella Spain). The peak oxygen uptake (VOypeak) Was
considered the highest value obtained during the incremental protocol. The external work was
calculated in Joules as bm x g x s x sinf x t, where bm is the aninmal’s body mass (kg), g is
the acceleration of gravity (9.8 m's™?), s is the treadmill speed (mmin™), 0 is the angle of

treadmill inclination, and t is the time spent each satage (SOARES et al., 2019).

Statistical Analyses

Shapiro-Wilk and Levene’s tests were used to assess the normality and
homoscedasticity of data, respectively. The results are expressed as mean values £ mean
standards deviations except when noted in the figures. Capillary glucose concentrations in
response to OGTT obtained before and after the period of insulin resistance induction were
compared between moments (i.e. before vs. after) and according to fime using two-way
ANOVAs with repeated measures on time. The area under the curve (AUC) of glucose in

response to OGTT was compared between both moments by test T of Tukey.

The comparison of the acute effects of cocoa flavanols and placebo solution
supplementation, implemented in randomized order, on aerobic performance parameters
(VOopeak, Vpeak and total external work) were performed by two-way ANOVAs, considering
group (CON or IR) and supplementation (PLA or COCOA) with repeated measures on
supplementation. The glucose and lactate concentration before and during recovery after the
incremental running test was compared by three-way ANOVA considering group (CON or
IR), supplementation (PLA or COCOA) and time with repeated measures on supplementation
and time. The area under the curve (AUC) of capillary glucose concentration before and after
the incremental running test was compared two-way by ANOVA considering group (CON or
IR) and supplementation (PLA or COCOA) with repeated measures on supplementation. All
statistical analyses were performed using the SigmaPlot software (version 11.0, SYSTAT

SOFTWARE, USA), adopting a significance level of a = 5% (p < 0.05).
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RESULTS

After the thirty of diet intervention, the rats fed with high-fat diet and fructose-rich
beverage (IR) increased the body mass (401.37 + 39.23 g vs. 380.81 £ 27.61 g; p = 0.041),
presented impaired an metabolism of glucose (Figure 2a) and an increase in the area under the

curve in response to OGTT (Figure 2b) when compared with CON rats.

b.
a.
~ 20000+
1 240+ <
T 220- = 18000-
g 200 ‘E“
@ J o))
S 1a0- E 14000-
O 120- o
= 100, = 12000
8 80- =~ Control -m- Insulin Resistance
>~ Contr : . . 10000-
0 15 30 60 80 120 T T
Time (mim) CON IR

Figure 1. Oral Glucose Tolerance Test after 30 days of consumprion of standard feed (CON)
or high-fat diet combined with fructose-rich beverage (IR). Datas expressed as mean and
standard error of the mean. * p < 0.05: Difference between groups; & p < 0.05: Difference
from baseline (0); Main effects by ANOVA: Time: F = 149.297; p < 0.001; Group: F =
46.675; p < 0.001; Group x Time: F = 4.872; p < 0.001; AUC Glucose: Tukey’s test: t = -
5.622; p <0.001.

VOypeak, Vpeak and total external work were not different when compared IR and
CON rats whatever the supplementation used (Figure 2a-c). The acute supplementation of
cocoa flavanols did neither change VOjpe, Vpeak and total external work. Lactate
concentration increased after incremental running test in both groups but in a greater
amplitude in the IR rats when compared with CON group, and this independently of cocoa

flavanols supplementation (figure 2d).

b. Vpeak
a.  VOapeak P
55 [ PLA
704 T PLA mm COCOA
“c go] M CF = 30+
£ 50 = £ 251
< 40- E
—_ =
2 15-
'.;;-20' I
S 101 = 5
- 0 0

CON IR CON IR



142

C. Total external work
1 PLA d. Lactate
400+ mm CF 509 — CON.PLA ]
350+ T — 454 -#  CON.CF
T -
5 307 = 49 o rewa
7 20 £ 3% .. Rer *
3 200- £ 3.0 .
§ 150 = gg
3] U+
1004 &
2 1.5-
501 ~ 1.0-
0- 0.5-
CON IR Pre E;iercise Post Elxercise

Figure 2. Acute effect of cocoa flavanols supplementation on physical performance
parameters and lactate concentration obtained by incremental running test in CON and IR
rats. Datas expressed as mean and standard error of the mean. VOypea: Oxygen Uptake Peak;
Vpeak: Velocity Peak.* p < 0.05: Difference between groups; &: p < 0.05: Difference from
pre exercise. Lactate: Main effects by ANOVA: Moment: F = 160.093; p < 0.001; Group: F
=44.204; p <0.001; Group x Moment: F = 8.468; p = 0.004.

The IR rats supplemented with placebo presented chronic hyperglycemic after
incremental test running when compared with CON rats under the same condition (Figure 3a).
The acute supplementation of cocoa flavanols attenuated the hyperglycemic status in the IR
rats after incremental running test, maintaining the glucose concentration at similar values
compared with CON rats supplemented with placebo (Figure3a,b). Moreover, the IR rats
supplemented with cocoa flavanols restored to basal levels of glucose concentration at 15
minutes after incremental test running. The CON rats, when supplemented with cocoa
flavanols, also restored to basal levels of glucose concentration at 10 min after incremental

running test running.
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Figura 3. Acute effects of cocoa flavanols supplementation on glucose concentration before
and after incremental test running. Datas expressed as mean and standard error of the mean. .*
p < 0.05: Difference between groups (IR vs. CON); &: p < 0.05: Difference from baseline; # p
< 0.05: Difference from placebo. Glucose: Main effects by ANOVA: Group: F =327.480; p
< 0.001; Supplementation: F = 91.624; p < 0.001; Time: F = 40.929; p < 0.001; Group x
Supplementation: F = 14.589; p < 0.001; Group x Time: F = 3.081; p = 0.001;
Supplementation x Time: F = 4.035; p <0.001; AUC: Main effects by ANOVA: Group: F =
28.638; p <0.001; Supplementation: F =20.302; p <0.001.

DISCUSSION

The acute intake of cocoa flavanols prior to physical exercise did not change aerobic
performance, but, attenuated the status hyperglycemia-induced by incremental test running in
insulin resistant rats. To the best of our knowledge, this is the first study to demonstrate the

effects of supplementation of cocoa flavanols on the attenuation of hyperglycemia in response
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to exercise with incremental intensity, demonstrating, therefore, that the supplementation of
cocoa flavanols prior to physical exercise can be an important strategy to reduce the time of
exposure to hyperglycemia in conditions of obesity and insulin resistance after high-intensity

physical exercise.

Although the present study has not explored the physiological mechanisms involved in
mitigating hyperglycemia after exercise, it is possible that cocoa flavanols have increased the
peripheral vasodilatation and glucose uptake in peripheral tissues and / or attenuate glycolysis
and gluconeogenesis after exercise. Thus, such effects could contribute to attenuate the
hyperglycemic response after physical exercise and decrease, therefore, the time of exposure

to hyperglycemia in conditions of obesity and insulin resistance.

The putative mechanism involved in the glucose uptake mediated by cocoa flavanol
can is associated with the increase in the peripheral vasodilatation mediated by an increase in
nitric oxide bioavailability and decrease of reactive oxygen species. The cocoa flavanols
decrease inactivation of nitric oxide (NO) to peroxynitrite by to inhibit of L-arginase enzyme,
promotes the activation of the enzyme endothelial nitric oxide synthase (eNOS) by which
converts L-arginine to L-citrulline increasing of the release of NO in the endothelium vascular
(HEISS et al., 2006; FRAGA et al., 2011). Endothelium-derived nitric oxide is a potent
vasodilator and has roles important in cardiovascular homeostasis (FARAH et al., 2018).
Therefore, the increased peripheric vasodilatation favors insulin and glucose delivery in

several tissues contributing to glucose uptake (KATZ et al., 2011; STRAT et al., 2016).

The activation of signaling pathways involved in the uptake of glucose in peripheral
tissues, as well as in the inhibition of the process of hepatic gluconeogenesis and
glycogenolysis after physical exercise could also be involved in the attenuation of
hyperglycemia after physical exercise through the supplementation prior with the cocoa
flavanols. Studies have shown that supplementation with cocoa flavanols can increase
phosphorylation of IRS-1 and Akt proteins in peripheral tissues (MARTIN et al., 2016;
RAMOS et al., 2017). The Akt protein is involved in several intracellular signaling pathways,
including, growth, protein synthesis, survival, migration, proliferation, and glucose
metabolism (WHITEMAN et al., 2002). In the skeletal muscle and adipose tissue, the
phosphorylation of the Akt protein in the tyrosine substrate promotes the translocation of
GLUT4 to membrane cellular increasing the glucose uptake (WHITEMAN et al., 2002;
PETERSEN et al., 2017). Specifically in the liver, the phosphorylation of Akt protein leads to
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inhibition of the glycogen synthase kinase-3 (GSK3) an enzyme inhibitory of the glycogen
synthase and consequently, inhibition of glycolysis (BEUREL et al., 2015). Moreover, the
phosphoenolpyruvate carboxy-kinase (PEPCK) also can be inhibited by Akt which leads to
reducing the gluconeogenesis and consequently the hepatic production of glucose
(CORDEIRO-HERRERA, et al., 2013).

Since the time of exposure to hyperglycemia is considered one of the main
contributors to the increase in metabolic complications resulting from insulin resistance, the
results of the present study demonstrated that the supplementation of cocoa flavanols prior to
high-intensity physical exercise can be considered an efficient strategy to mitigate
hyperglycemia after the effort. Thus, these effects can also be associated with the
supplementation time prior to physical exercise. The bioactive cocoa monomers, such as +(-
)catechin and -(-)epicatechin, are found in large quantities in the plasma of rats and humans
after 60 and 90 minutes of supplementation and can staying for up 6 to 8 hours, respectively
(RICHELLE et al., 1999; DONOVAN et al., 2006; XIE et al., 2011; ELLINGER et al.,
2020). In the present study, physical exercise started at the peak concentration of bioactive
cocoa monomers in plasma and its effects on glucose uptake may have been added to those of

physical exercise during recovery.

Although the cocoa flavanols can promote several physiological and metabolic
changes that could contribute to the increase in cardiorespiratory capacity and consequently
increase physical performance, such as, the improves vascular function, reduction of exercise-
induced oxidative stress, and alteration of the lipids and carbohydrate utilization during
physical exercise (DECROIX et al., 2018), in the present study, the VOopeak, Vpeak, and total
external work were similar when comparing the placebo and cocoa flavanols
supplementation, independently of the CON or IR rats. Other studies also failed to
demonstrate any acute effect of cocoa flavanols on aerobic performance in athletes trained
(DAVISON et al., 2012; STELLINGWERFF, et al., 2014) demonstrating that acute effects of
cocoa flavanols intake are too small to improve exercise performance (DECROIX et al.,
2018).

In the present study, both groups displayed an increase in the lactate concentration
after incremental runner test, however, the IR rats presented higher values when compared to
CON rats, independently of cocoa flavanols intake. Blood lactate is a measure of the gap
between energy expenditure and oxidative capacity, used clinically to indicate energy

imbalance associated with vigorous exercise, hypoxia, and ischemia (CRAWFORD et al.,
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2010). During the incremental running test, the intensity of physical exercise increased over
time. In the moderate and higher intensities, the contraction of skeletal muscle, the
sympathetic nervous activity, the glycogenolysis, and glycolysis are increased (BROOKS,
1997), therefore, the anaerobic glycolytic pathway becomes predominant contributing to
increase lactate concentration.

In insulin resistance, the inadequate oxidative capacity at the cellular level
(YARIBEYGI et al., 2019), including, the reduction of the mitochondrial size and density
(KELLEY et al., 2002), the reduction of the oxidative genes expression (LOWELL et al.,
2005), and reduction of the oxidative phosphorylation and aerobic capacity (HESSELINK et
al., 2016) can contribute to increase of blood lactate concentration during physical exercise.
Moreover, since the lactate concentration during physical exercise is given by the balance
between production and removal, it is possible that an inefficient buffering or impaired
removal system can also contribute to a higher concentration of lactate in cases of obesity and
insulin resistance (BERHANE et al., 2015).

Although the physiological mechanisms involved in the cellular response, still need to
be elucidated in future studies, the results of the present study demonstrated a practical
response to the effectiveness of the previous supplementation with cocoa flavanols in
attenuating hyperglycemia after physical exercise with incremental intensity, therefore
reducing the time of exposure to hyperglycemia after physical exertion in conditions of

obesity and insulin resistance.

CONCLUSION

Acute intake of cocoa flavanols prior to physical exercise did not change aerobic
performance, but, attenuated the status hyperglycemia-induced by incremental test running,
demonstrating, therefore, an important strategy to reduce the time of exposure to

hyperglycemia after physical exercise in conditions of obesity and insulin resistance.
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APENDICE E - Concentracio de catequina e epicatequina no plasma de ratos Wistar
apés a gavagem oral de solucio com flavanéis do cacau (dose 45mg.kg” de massa
corporal, NATUREX, Avignon, France).
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Figura 19. Concentragio de (A) epicatequina e (B) catequina (mg.ml™) ao longo do tempo.
a diferenca significativa em relagdo ao baseline (0)
b diferenga significativa em relacdo aos demais momentos.
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APENDICE F - Efeitos cronicos da suplementacido dos flavandis do cacau e do
treinamento aerdébico sobre GLUT4 no misculo gastrocnémio de ratos resistentes a
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Main effects by ANOVA:

Activity: p < 0.001; +++
Suppl.: p = 0.001; &&&
Activity x Suppl.- p = 0.001
— PLA
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$53
#H# x
) .
SED EXE

Dados estdo expressos em média e erro padrio da média. (™ ): Expressdo de GLUT4;

Analise post hoc para efeito de atividade: $$$ p < 0,001 para PLA.SED vs. PLA.EXE;

Andlise post hoc para efeito de suplementacdo: ### p < 0,001 para PLA.SED vs.
COCOA.SED. Analise post hoc para efeito de atividade: +++: p < 0,001 para COCOA.SED
vs COCOA.EXE; Analise post hoc para efeito de suplementacdo: &&&: p < 0,001 para
PLA.EXE vs COCOA.EXE;
Figura 20. GLUT4 no musculo gastrocnémio de ratos resistentes a insulina apds oito semanas
de intervencdo com suplementacdo de flavandis do cacau e/ou treinamento aerdbico com
intensidade moderada.



ANEXO A - Parecer da Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA-UFMG)

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

e a4
& F. 3
ﬁ-.;:,x‘:'"“”:",'.-i?:" CEUA

"""-’.-Z‘.'.“E.'.“.ﬂ':"' COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n°. 110 / 2016, relativo ao projeto intitulado “ECODIA:

Exercicio, cognicao, cacau e diabetes - Efeitos do exercicio e da suplementagdo de
flavono6is do cacau em ratos diabéticos tipo 2.”, que tem como responsavel Danusa
Dias Soares, esta de acordo com os Principios Eticos da Experimentagdo Animal,
adotados pela Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFMG), tendo sido
aprovado na reunido de 22/08/2016. Este certificado espira-se em 22/08/2021.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n°. 110 / 2016, related to the Project entilted
“ECODIA: Exercise, cocoa, cognition and Diabetes- Effects of exercise and cocoa
flavonols supplementation in diabetic rats type 2.”, under the supervision of Danusa
Dias Soares, is in agreement with the Ethical Principles in Animal Experimentation,
adopted by the Ethics Committee in Animal Experimentation (CEUA/UFMG), and
was approved in 22/08/2016. This certificates expires in 22/08/2021.

Cleuza Maria de Faria Rezende
Coordenador(a) da CEUA/UFMG
Belo Horizonte, 22/08/2016.

Atenciosamente.

Sistema CEUA-UFMG
https://www.ufmg.br/bioctica/cetea/ceua/
Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antonio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa II — 2° Andar, Sala 2005
31270-901 — Belo Horizonte, MG — Brasil
Telefone: (31) 3499-4516 — Fax: (31) 3499-4592
www.ufmg.br/bioectica/cetea - cetea@prpg.ufmg.br
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ANEXO B - Certificado de capacitacio no uso e manejo de animais de laboratério

Republica Federativa do Brasil
Universidade de Sao Paulo
Instituto de Ciéncias Biomédicas

Q Diretor do Instituto de Ciéncias Biomédicas, nos termos do artigo 74, paragrafo anico, inciso &,
alinea "b", do Estatuto da Universidade de S&o Paulo, certifica que

Bruno Pereira Melo

de nacionalidade brasileira,
portador da cédula de identidade RG n? 11999089 MG,
nascido a 5 de fevereiro de 1989 e natural do Estado de Minas Gerais,
concluiu o

Curso de Extensao Universitaria na modalidade de Difuséo:
Capacitagédo no Uso e Manejo de Animais de Laboratoério

E, para que possa gozar de todos os direitos e prerrogativas legais, outorga-lhe o presente
Certificado.

S3ao Paulo, 12 de agosto de 2019

(ERAL LN,

Presidente da Comissio de Cultura e
Extensido Universitaria

Alda Maria Backx Moronha Madeira Luis Carlos de Souza Ferreira

Codigo de controle: WEJ5-2)Z20Q-CJO0-EYVF

Periodo do Curso: 02/08/2019 a 08/08/2019
Carga Horana: 60:00 horas
Frequéncia: 100.00%

Area de Conhecimento: Manejo de Animais
Avaliacdo Final: Aprovado

Credenciamento junto aco MEC atraves da Portana n° 48, de 22 de janeiro de
2013.
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ANEXO C - Anilise bromatoldégica da ra¢io padrao

ﬁ-_" \ Relatério de Analises 4872/2019.0

H id roce pe Proposta Comercial: PC1109/2019.1
Servicos de O o

 Cualidade

Data de Publicagdo: 040872013 17-11

Identificagio Conta

Cliente: Bruno Persira Melo CMP.NCPF: 088.673458-51;
Enderego: Rua Maria Francisea Gomes, 150 Apio 201 - Ouro Preto - Belo Horizonte - Minas Gerais - CEP: 31.3404025 - Brazil

N® Amostra: 4872-1/2019.0 - Amostra 01 - Ragiio Presence
Tipo de Amastra: Ragio

Data Coleta: 21/082010 12:00 Diata Recebimento: 21082010 18:32

Lote: - A Amostra Esta em Embalagem Adequada?: Adequada
Data de Fabricagdo: - Data de Validade: -

Mareca: - Lacre: -

PesoNolume: - Responsabilidade da Amosiragem: Cliente

Resultados Analiticos

Fisico Quimico

Analise Resultado La Incerteza Referéncia Data Andlise
Portaria n® 108 de (/511001
Carboidratos 34 67 g'1D0g 024 - do Mapa publicado no D.O.U D4Daz01e
1T/Set/ 1201 Método 24
Lipideos. 2,50 g/i00g 0,18 - IAL, 4% edigio. Método D32V R0
Proteina Bruta 25,30 g'lD0g 0z - LAL, 4* edicio. Método 037V 22082018
Cinza 8,39 g0og (1R ] - IAL, 4* edicdo. Método 0181V 2082018
Urnidade a 105°C 8.99 g/00g 002 - IAL, 4* edigdo. Método 012V 2082018
Notas

NA: Nio se aplica.
L@: Limite de Guantificagac.
SMWW: Siandard Methods for fhe Examination of Water and Wastewaber, 22nd. Edition.

a7 o e =

V/ Supervisora de Laboratario

Juliana Comea Meneses da Silva Dr. Jorge Barquete
Responsavel pefa publicagio CRF 6-2000

Avalidacio deste documento pode ser realizada em: portal mylimsweb.com.

Fua Lagoa da Prata, n* 243 - Salyado Fiha - CEF - 30550-000, Belo Horizonte, MG. Telf. (31) 2511-1436, WhatsApp (31) £0032-5750, Pag it
E-mail: comercialfhidrocepe com.br Website: www.hidrocepe. com br

154



ANEXO D - Analise bromatologica da racio high-fat

g \ Relatério de Analises 4873/2019.0

H id rOC e pe Proposta Comercial: PC1109/2019.1
Servicos o

- Cualidade

Data de Publicagao: 04082013 17-12

Identificagio Conta

Cliente: Bruno Pensira Melo CNP.NCPF: 038 B7T3456-51;

Enderego: Rua Maria Francisca Gomes, 150 Apio 201 - Ouro Preto - Belo Horzonte - Minas Gerais - CEP- 3134040125 - Brazil

N® Amostra: 4873-1/2019.0 - Amostra 02 - Ragdo HFD
Tipo de Amostra: Ragso

Data Coleta: 210872018 1200 Data Recehimento: 21082018 18:33

Lote: - A Amostra Esta em Embalagem Adequada?: Adequada
Data de Fabricagdo: - Data de Validade: -

Marca: - Lacre: -

PesofVolume: -

Responsabilidade da Amostragem: Clente

Resultados Analiticos

Fisico Quimico

Analise Resultado La Incerteza Referéncia Data Analise
Portaria n® 108 de M4Set/1001
Carboidratos 34,30 g/100g 024 - o Mapa publicado no D.OU e
17/Set! 1981 Método 34

Lipidens 24 62 g100g 08 - 1AL 4* edigio. Métoda 0321V Z20ER010
Proteina Brut 24,66 g'100g 0z - laL, 4 E&igécl Métoda 0371V Z0ER010
Cinza 6,31 gMiddg nie - 1AL, 4* edigio. Métode HET Z0E2018
Umidade a 105°C 5,72 g'"0og (ifi ] - 1AL, 4* edigio. Métode 2TV Z0E2018

Notas

NA: Nio se aplica.
L@Q: Limite de Cuantificacio.
SMWW: Siandard Methods for fhe Examination of Water and Wastewater, 22nd. Edition.

/ ANV Gg- gzl

/!
11// Supcrvisara de Laboratario

Juliana Corméa Meneses da Silva Dr. Jorge Barguete
Responsavel pela publicagio CRF 6-2020

A validar3o deste documento pode ser realizada em: portal mylimsweb. com

Rua Lagoa da Prata, n° 243 - Salgade Fiho - CEF - 30550-000, Belo Horizonte, MG. Telf. (31) 2511-1436, WhatsApp (31) 220325750, Pag 11
E-mail: comercialifhidrocepe.com.br  Website: wewy.hicrocepe.combr
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