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POESIA

Seja um sonhador

Assim, depois de muito esperar, um dia como qualquer outro decidi triunfar.
Decidi ndo ficar a espera das oportunidades e fui procura-las.

Decidi ver cada problema como a oportunidade de encontrar uma solucéao.
Decidi ver cada deserto como a oportunidade de encontrar um oasis.

Decidi ver cada noite como um mistério a resolver.

Decidi ver cada dia como a oportunidade de ser Feliz.

Naquele dia descobri que o meu unico rival eram apenas as minhas debilidades e
que estas sdo a unica e melhor forma de me superar.

Naquele dia deixei de ter medo de perder e comecei a ter medo de ndo ganhar.
Descobri que nao era o melhor e que talvez nunca o tenha sido.

Deixou de me importar quem ganhara ou quem perdera.

Agora simplesmente me importa ser melhor que ontem.

Aprendi que o dificil ndo é chegar ao topo, mas sim nunca deixar de subir.
Aprendi gue 0 maior sucesso que posso alcancar

€ o ter direito de chamar a alguém de "AMIGO".

Descobri que o amor € mais do que uma simples paixao.

O amor é uma filosofia de vida.

Naquele dia deixei de ser o reflexo dos meus poucos sucessos alcancados e
comecei a ser a minha prépria luz do meu presente.

Aprendi de que nada serve ser luz

se nao for para iluminar também o caminho da Humanidade.

Naquele dia decidi mudar tanta coisa.

Aprendi que os sonhos sdo apenas para transformar em realidade

e desde esse dia que ndo durmo para descansar.

Agora apenas durmo para sonhar.

Walt Disney
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Resumo

Palavras chaves: treinamento fisico, metabolismo de lipidios e citocinas.
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1. INTRODUCAO

Estudos epidemiolégicos indicam aumento da prevaléncia da obesidade, a
qual é caracterizada pelo aumento do numero e do tamanho dos adipdcitos, e €
resultante do desequilibrio entre a mobilizacdo e 0 armazenamento de gordura no
tecido adiposo (Zang et al., 2005). O sedentarismo e o consumo abundante de
dietas ndo saudaveis decorrentes do estilo de vida moderno sdo os principais

causadores dessa patologia (Gollisch et al., 2009).

A obesidade é um problema de saude publica e sua prevaléncia esta
associada ao aumento na incidéncia de outras condicbes médicas, tais como
diabetes mellitus tipo Il e resisténcia a insulina. A resisténcia a insulina é uma
caracteristica fundamental do diabetes mellitus tipo 2 e é consequente da reducgéo
da resposta dos tecidos sensiveis a insulina (Taubes, 2009). Estudos tém sugerido
gue estas condicdes estdo associadas com desequilibrios na interacdo entre os
processos metabdlicos e imunolégicos (imunometabolismo) (Taubes, 2009; Mathis
& Shoelson, 2011).

Nos ultimos anos, o tecido adiposo ndo tem sido visto apenas como um
mero deposito para os lipidios, mas também como um dérgdo complexo com
funcBes autdcrinas, paracrinas e endocrinas (Gollisch et al., 2009). Na visao
classica da funcéo do tecido adiposo, este tecido garante uma reserva energética
de longo prazo, a qual pode ser mobilizada durante periodos de escassez
alimentar ou de aumento da demanda metabdlica, promovendo a liberacdo de
acidos graxos para oxidacdo em outros tecidos. Assim, 0s estoques de
triacilglicerdis no tecido adiposo aumentam em periodos de balanco energético
positivo e reduzem quando o gasto energético excede a ingestdo alimentar
(Trayhurn & Beattie, 2001).

A mudanca critica em relacdo ao tecido adiposo se deu com a descoberta
da leptina, hormonio secretado principalmente pelos adipdcitos, com acdes tanto

centrais (hipotdlamo) quanto periféricas, evidenciando o papel do tecido adiposo
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na regulacdo do balanco energético (Zhang et al., 1994). A partir dai, foram
identificadas outras proteinas secretadas pelo tecido adiposo, incluindo citocinas,
que estdo diretamente envolvidas no metabolismo de lipidios (Trayhurn & Beattie,
2001).

Apesar de as causas sociais envolvendo o processo de obesidade serem
bastante complexas, dado que a atividade fisica e 0 exercicio sdo componentes
importantes do gasto energético e, portanto, do balanco energético, € razoavel
sugerir que a mudanca do comportamento fisico possa, pelo menos em parte,
reverter o quadro de obesidade. Estudos tém evidenciado respostas adaptativas
ao treinamento fisico no tecido adiposo, como o aumento da atividade de enzimas
envolvidas na oxidacdo de lipidios (Stallknecht et al., 1991; Sutherland et al.,
2009). Assim, a partir dessa perspectiva torna-se bastante interessante a
compreensao da regulacdo da massa do tecido adiposo na fisiologia do exercicio

fisico (Thompson et al., 2012).

O musculo esquelético € outro tecido importante por seu papel critico na
homeostase metabdlica, sendo que a sua funcdo ndo se resume apenas pelo seu
papel estrutural e de mobilidade (Calvani et al., 2003). O tecido muscular também
esta envolvido nas respostas metabdlicas relacionadas a obesidade. Evidéncias
indicam que o acumulo excessivo de lipidios no musculo esquelético esta
associado a resisténcia a insulina em individuos obesos (Forouhi et al., 1999;
Kelley et al., 1999) e em individuos obesos com diabetes mellitus tipo 2

(Goodpaster et al., 2000).

Tem sido sugerido que concentracdes elevadas de lipidios no musculo
esquelético de individuos obesos estdo associadas a taxas reduzidas de oxidacdo
de &cidos graxos por esse tecido, sugerindo que, em obesos sob condi¢des de
jejum, o metabolismo do musculo esquelético € mais direcionado a esterificacéo
de acidos graxos, apresentando uma menor capacidade oxidativa, em funcao de
uma reducdo na atividade da enzima carnitina palmitoil transferase 1 (CPT-1)

(Kelley et al., 1999; Kim et al., 2000). Esta enzima é fundamental para o transporte

23



de acidos graxos de cadeia longa para o interior da mitocéndria onde ocorre a

beta oxidac&o (Calvani et al., 2003).

O aumento da sensibilidade a insulina promovido pelo treinamento fisico
como resposta adaptativa pode ser consequente de um aumento da capacidade
oxidativa de lipideos no musculo esquelético. A associacdo entre o acumulo de
lipidios no musculo esquelético e a resisténcia a insulina pode ser mediada pela

capacidade oxidativa de lipideos nesse tecido (Goodpaster et al., 2001).

A flexibilidade metabdlica do musculo esquelético é uma das principais
caracteristicas desse tecido, a qual € expressa por sua alta capacidade em
modular as taxas de producado de energia, o fluxo sanguineo local e a utilizacédo de
substratos energéticos a partir de carboidratos ou acidos graxos (Kelley et al.,
1999).

Apesar de 0s avangos ha ciéncia, até o presente momento, muitos dos
mecanismos subjacentes as adaptacdes do musculo esquelético ao exercicio
permanecem por serem descobertos (Hamilton & Booth, 2000). Além disso, o
efeito do treinamento fisico nas adaptacdes metabdlicas no tecido adiposo néo
estd bem estabelecido e possivelmente deve envolver processos complexos de
regulacdo de diferentes enzimas, ativadores e co-ativadores enzimaticos (Vieira &
Valentine, 2009).

1.1 Metabolismo de lipidios

O tecido adiposo é a principal fonte de combustivel metabdlico (Lafontan &
Langin, 2009). Os triacilglicerois estocados nos adipécitos podem ser provenientes
da lipogénese de novo a partir de precursores nao lipidicos ou da captacdo de
acidos graxos do plasma, liberados dos triacilglicerdis presentes nas lipoproteinas
circulantes pela acdo da lipoproteina lipase (Lafontan & Langin, 2009). Por outro

lado, o aumento da concentracédo de acidos graxos ndo esterificados no plasma é
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decorrente da hidrélise dos triacilgliceris armazenados no tecido adiposo
(Lafontan, 2008). O envolvimento de diferentes fatores na regulacéo dos estoques
de triacilgliceréis € determinante para o acumulo de lipidios nos diversos depdsitos
(Lafontan & Langin, 2009).

A insulina desempenha um papel importante no processo lipogénico, por
aumentar a translocacao de transportadores de glicose do tipo 4 (GLUT-4) para a
membrana nas células adiposas, aumentando dessa forma a captacéo de glicose
(Kersten, 2001). A regulacéo da lipogénese também se da pela agéo de fatores de
transcricdo, incluindo o receptor de ativacdo da proliferacdo peroxissomal (PPAR)
- Y (Mandard et al., 2004) e a proteina ligadora do elemento responsivo ao esterol
1c (SREBP-1c) (Ikeda et al., 2002) que ativam a transcricdo génica de enzimas

envolvidas nesse processo metabdlico.

Ja no estado de jejum ou durante o exercicio fisico moderado, ocorre o
desvio do metabolismo energético da utilizacdo da fonte de glicose e lipidios para
a utilizacdo predominante de lipidios. As catecolaminas constituem os principais
estimulantes enddégenos do processo lipolitico, através de seus efeitos sobre a
atividade das enzimas envolvidas na hidrélise dos triacilglicerdis armazenados nos
varios sitios de tecido adiposo. A insulina, por outro lado, inibe esse processo,
uma vez que a interacdo desse hormdnio com o receptor especifico, ativa a
enzima fosfodiesterase 3B (PDE-3B) que aumenta a hidrdlise de 3’,5’-monofosfato
de adenosina (AMPc), reduzindo consequentemente a fosforilacdo da proteina
quinase A (PKA) e da enzima lipase hormonio sensivel (HSL) (Lafontan & Langin,
2009). Outro fator importante no aumento da disponibilidade de acidos graxos
para a circulacdo é o envolvimento de proteinas transportadoras de acidos graxos
(Su & Abumrad, 2009).
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1.2 Efeito do exercicio e treinamento fisico na regulacéo glicidica

Nos tecidos sensiveis a insulina, a reducédo da resposta a esse hormoénio
promove como resposta compensatoria 0 aumenta da secrecdo desse hormonio
pelo pancreas, podendo contribuir gradualmente para o desenvolvimento da
resisténcia dos tecidos sensiveis a insulina (Taubes, 2009). Os mecanismos
envolvidos nessa resposta ainda ndo estdo totalmente elucidados, no entanto,
uma das possibilidades seria 0o acumulo de lipidios nos tecidos muscular e
hepatico, produzindo consequentemente lipotoxidade nestas células. Outro
mecanismo sugerido esta relacionado a hipétese inflamatéria, uma vez que o
aumento de deposicao de triacilglicerdis nos adipdcitos estimula a secrecédo de
adipocinas, as quais interferem na via de sinalizacdo da insulina (Taubes, 2009).
O terceiro fator sugerido esta relacionado ao aumento do contetdo protéico de
tribbles 3 (TRB3). A pseudoquinase TRB3 € um gene induzivel, cuja expresséo é
modulada por estresse metabodlico (Ohoka et al., 2005) e pela insulina (Matsumoto
et al., 2006). Foi verificado que a proteina TRB3 medeia a degradacdo da enzima
acetil-CoA carboxilase (ACC) e, bloqueia especificamente as a¢fes da insulina ao
se ligar e inativar a proteina quinase B (AKT) (Du et al., 2003; Lima et al., 2009). A
inibicdo da ACC diminui a concentracdo de malonil-CoA removendo, desta forma,
a inibicdo da CPT-1 por este substrato, consequentemente estimulando a
oxidacdo de &cidos graxos. Em casos onde ha um quadro de resisténcia a
insulina, como por exemplo, na obesidade, verifica-se um aumento na expressao
da TRB3 no tecido adiposo e, este aumento pode estar relacionado com a

resisténcia a insulina por inibir a agdo da AKT (Bi et al., 2008).

O treinamento fisico em individuos obesos, associado ou ndo a dietas de
restricdo caldrica desencadeia respostas benéficas em parametros plasmaticos,
como colesterol total, lipoproteina de alta densidade (HDL) e de baixa densidade

(LDL), triacilglicerdis, glicose e insulina (Francischi et al., 2001).
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Com relacdo a melhoria na homeostase da glicose promovida pelo
treinamento fisico, numerosos fatores metabdlicos e hemodindmicos podem
contribuir para essa resposta. Dentre as diversas respostas adaptativas séo
descritas: 0 aumento na acdo da insulina no sistema de transporte de glicose
(GLUT-4) no musculo esquelético, a reducédo da producéo de glicose hepatica, a
melhora do fluxo sanguineo no musculo esquelético e a normalizacdo das

concentracdes lipidicas (Henriksen, 2002).

A translocacdo do GLUT-4 também ocorre como consequéncia da
contracdo muscular durante o exercicio fisico agudo, independente da acdo da
insulina, mediando o transporte de glicose para o interior das células musculares
(Holloszy, 2008). Em estudo prévio foi verificado o efeito adaptativo do
treinamento fisico no aumento na quantidade da proteina GLUT-4 (Friedman et al.,
1990). Nesse estudo os autores verificaram que ratos Zucker jovens, obesos e,
intolerantes a glicose, apresentaram aumento na quantidade da proteina de
transporte GLUT-4 quando submetidos a corrida na esteira rolante em intensidade
moderada por 18 ou 30 semanas (Friedman et al., 1990). Desde entéo, diversos
estudos tem sugerido que a melhora na sensibilidade a insulina e,
consequentemente, do perfil glicidico com o treinamento fisico é associada a
aumento na expressdo (Friedman et al., 1990; Kraniou et al., 2004) e na

translocacdo do GLUT-4 para a superficie da membrana (Etgen et al., 1997).

Com relagéo ao TRB3, ainda nao esta claro qual o efeito do exercicio e do
treinamento fisico sobre a expressdo desta proteina. Foi observado que o
exercicio fisico agudo de natacdo durante 2 h reduziu a expressao protéica de
TRB3 no figado promovendo melhora na sensibilidade a insulina em
camundongos knockout para leptina (ob/ob) e em camundongos com obesidade
induzida por dieta (Lima et al., 2009). Além disso, 0 mesmo protocolo de exercicio
em camundongos ob/ob, diabéticos, reduziu a expresséo protéica de TRB3 no
musculo gastrocnémico, restaurando a via de sinalizagdo da insulina,
possivelmente por um aumento na captacdo de glicose pelo tecido muscular

(Matos et al., 2010). A reducdo da expressdo protéica de TRB3 e aumento da
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acao da insulina no figado também foi verificada em camundongos com obesidade
induzida por dieta hiperlipidica, apds treinamento fisico de natacdo durante 60
min, 5 vezes por semana durante 8 semanas, mesmo sem modificagdo no peso

corporal (Marinho et al., 2012).

1.3 Vias lipoliticas: adaptacdes metabodlicas induzidas pelo exercicio agudo e

treinamento fisico.

O aumento da demanda energética durante exercicio fisico prolongado, no
estado alimentado, € suprido, em parte, pelo aumento da hidrélise dos
triacilglicer6is armazenados no tecido adiposo (Horowitz, 2003). Assim sendo,
uma magquinaria complexa envolvendo a lipdlise no tecido adiposo e sua interacao
com o musculo esquelético € necessaria para o fornecimento de energia durante o

exercicio fisico (Jeon & Kim, 2012).

No inicio do exercicio, ocorre aumento na secrecdo e liberacdo de
catecolaminas circulantes, as quais se ligam a receptores do tipo 33-adrenérgicos
na superficie da membrana dos adip6citos. A ativacdo do segundo mensageiro
pelo ligante (catecolaminas) ao receptor ndo é direta, sendo mediada pela
proteina G trimétrica. A proteina G dissocia-se em uma subunidade a e um dimero
By, sendo que a subunidade a ligada ao receptor ativado (GTP) move-se do
receptor para a adenilato-ciclase, ativando essa enzima, a qual catalisa a
conversdo de ATP em AMPc. Em seguida, o AMPc ativa a PKA, a qual catalisa a
transferéncia de fosfato do ATP para proteinas especificas, como as perilipinas e

a enzima HSL.

A proteina perilipina, localizada na superficie da goticula lipidica, em
condi¢cbes basais funciona como uma barreira que restringe o acesso das lipases
aos triacilglicerdis, regulando o processo lipolitico. Essa proteina quando

fosforilada pela acdo da PKA estimula a lipdlise, facilitando a translocagédo da HSL
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e permitindo o acesso dessa enzima aos triacilgliceréis (Kraemer & Shen, 2006;
Jeon & Kim, 2012). Em estudo realizado em 2001, foi demonstrado que animais
knockout para perilipinas (peri’™”) apresentaram resisténcia ao desenvolvimento da
obesidade induzida por tratamento com dieta hiperlipidica em consequéncia de um
aumento da lipolise basal resultante da auséncia da perilipina (Tansey et al.,
2001). Recentemente, foi observado que camundongos peri’ ndo apresentaram
reducdo no desempenho fisico, contudo, apresentaram aumento da oxidagdo de
acidos graxos (Beylot et al., 2012).

O efeito do treinamento fisico nessa proteina ainda ndo esta totalmente
elucidado. O treinamento de corrida em intensidade moderada, durante o periodo
de 2 a 8 semanas, em animais alimentados com dieta rica em lipidios, néo

promoveu modificacBes na quantidade de perilipina (Chapados et al., 2008).

Além da atividade da HSL, outra enzima, a lipase de triacilgliceréis (ATGL)
também desempenha papel importante na hidrélise dos triacilglicerois
armazenados no tecido adiposo (Yen & Farese, 2006). Foi observado em
camundongos knockout para HSL (HSL”) um actimulo de diacilgliceréis,
sugerindo o requerimento de uma enzima alternativa para a hidrélise dos
triacilglicerois (Watt, 2009). Ao contrario da HSL, a ATGL néo se transloca para a
goticula lipidica pela estimulacdo adrenérgica e, é ativada pela acdo da proteina
gene comparativo de identificacdo 58 (CGI-58), que se encontra associada a
perilipina. A disfuncdo da CGI-5 resulta em acumulo sistémico de triacilgliceroéis
em estudo com camundongos (Lass et al.,, 2011). Assim, quando ocorre a
fosforilacdo da perilipina, a CGI-58 é liberada e interage com a ATGL, tornando
essa enzima ativa (Zimmermann et al., 2004). A auséncia da enzima ATGL em
camundongos (ATGL”) impede o ajuste das concentracdes de acidos graxos
circulantes para atender ao aumento do requerimento energético do musculo ativo
durante o exercicio, resultando num aumento do uso de carboidratos para a
conversdo em energia (Schoiswohl et al., 2010). Ainda segundo estes autores, foi
observado que nos camundongos ATGL” o desempenho fisico reduziu em 46%,

sendo que 0 mesmo n&o foi modificado nos animais HSL™. Essa resposta pode ter
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se dado em funcdo da reducédo dos estoques de carboidratos previamente ao
exercicio fisico sendo que, nos animais HSL™, a lipdlise parcial de triacilglicerdis
do tecido adiposo e do musculo foi suficiente para manter o desempenho fisico e
possivelmente uma melhor manutencéo dos estoques de glicogénio muscular em
comparacdo com os camundongos ATGL™ (Schoiswohl et al., 2010). O resultado
de outro estudo utilizando camundongos HSL” demonstrou reducdo no
desempenho fisico destes animais em corrida na esteira rolante, com aumento
progressivo da velocidade até a fadiga. Além disso, foi observada reducédo na
concentracdo de glicogénio hepéatico no mesmo tempo de exercicio (25 minutos)
(Fernandez et al., 2008).

Os resultados de estudos da ultima década sugerem que a ATGL e a HSL
possuem preferéncias por diferentes substratos dentro da cascata lipolitica
(Zimmermann et al., 2004). Portanto, estes novos achados propdéem, numa visdo
atual, que a ATGL e a HSL atuam de forma hierarquica regulando a hidrélise de
triacilglicerdis: ATGL inicia a lipGlise pela remocao do primeiro acido graxo do
triacilglicerol, produzindo o diacilglicerol, o qual entdo € hidrolisado a
monoacilglicerol pela acdo da HSL, gerando um acido graxo adicional e o
monoacilglicerol, o qual € convertido a acido graxo e glicerol pela acdo da enzima
monoacilglicerol lipase (Watt, 2009; Zechner et al., 2012).

Em estudo realizado com camundongos submetidos a treinamento de
corrida na esteira rolante durante 5 semanas, numa velocidade de 16 m.min™ (5%
de inclinacdo) observou-se reducdo na expressao protéica da ATGL no musculo
esquelético, enquanto a expressao protéica dessa enzima nao foi modificada no
tecido adiposo. Além disso, a expressao protéica da HSL também néo foi diferente
no musculo esquelético e no tecido adiposo entre os animais treinados e

sedentarios (Huijsman et al., 2009).
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1.4 Citocinas envolvidas no processo de lipélise: efeito do exercicio agudo e

treinamento fisico

Além da participagdo de enzimas no processo lipolitico foi verificado que
algumas citocinas inflamatérias sdo capazes de modular esta atividade tanto no
tecido adiposo (Botion et al., 2001; Langin & Arner, 2006), quanto no musculo

esquelético (Pedersen & Febbraio, 2012).

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) € uma citocina multifuncional que
regula muitos processos bioldgicos e celulares, como fungcédo imune, diferenciacao
celular, proliferacdo, apoptose e metabolismo energético (Cawthorn & Sethi,
2008). Essa citocina tem sido alvo de interesse dos estudos sobre a regulacao dos
estoques de lipidios no tecido adiposo, uma vez que originalmente foi relacionada
ao processo de caquexia. Em estudo preliminar, foi sugerida a acdo do TNF-a, até
entdo denominado caquetina, como mediador do aumento do catabolismo
observado em pacientes ou animais submetidos a varios estimulos invasivos, tais
como infec¢Bes (Kawakami et al., 1987). Além disso, essa citocina parece inibir a
diferenciacdo dos adipécitos e a lipogénese em experimentos in vitro (Torti et al.,
1985).

Tem sido sugerido alguns possiveis mecanismos pelos quais o0 TNF-a
poderia modular o processo de lipdlise. Um deles é pela acéo inibitéria dessa
citocina na sinalizacdo do receptor de insulina, consequentemente, bloqueando o
efeito antilipolitico desse horménio. A inibicdo da sinalizagdo da insulina mediada
pelo TNF-a reduz a concentragdo da PDE-3B, resultando na reducédo da
degradacdo do AMPc. Outro mecanismo sugerido se da a partir da “down-
regulation” da proteina G inibitéria, resultado em aumento da atividade da
adenilato ciclase e consequente geracdo de AMPc. O terceiro mecanismo
sugerido € a estimulacdo direta da lipdlise basal através da interacdo com a

proteina perilipina, aumentando a sua fosforilacdo ou reduzindo a sua expressao,
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no entanto, sem haver qualquer efeito na regulacédo da expresséao das lipases nos

adipdcitos (Langin & Arner, 2006).

Outra citocina que tem sido alvo de muitos estudos é a interleucina-6 (IL-6).
Em experimento realizado com camundongos knockout para a IL-67, foi
observado o desenvolvimento precoce da obesidade (Wallenius et al., 2002). Em
outro estudo, a infusdo de IL-6 em voluntarios saudaveis induziu aumento na
lipdlise, sem modificacdo nas concentragdes arteriais de catecolaminas, glucagon
e insulina (van Hall et al., 2003). Segundo estes autores, a IL-6 € um potente
modulador do metabolismo de lipidios, aumentando a oxidacdo e reduzindo a
esterificacdo de acidos graxos, sem causar hipertriacilgliceridemia (van Hall et al.,
2003).

A estimulacdo da atividade da proteina adenosina monofosfato quinase
(AMPK) parece ser a via pela qual a IL-6 ativa o processo de oxidacdo, uma vez
que em estudo realizado com camundongos IL6™, foi observado reducdo na
fosforilacdo da AMPK no musculo esquelético e no tecido adiposo (Kelly et al.,
2004).

Uma vez que o exercicio fisico promove diversos ajustes metabdlicos, ndo
seria surpresa se também ocorresse 0 aumento da secrecdo de citocinas, dentre
elas o TNF-a e a IL-6 (Pedersen & Hoffman-Goetz, 2000). Diversos estudos tém
demonstrado aumentos na concentracdo plasmatica de IL-6 ap0s o0 exercicio
(Drenth et al., 1995), porém, com relagdo ao TNF-a, os resultados ainda s&o

controversos (Pedersen & Hoffman-Goetz, 2000).

Atletas submetidos a 6 h de corrida apresentaram ao final do exercicio
aumento na concentracdo plasmatica de IL-6; no entanto, nenhuma diferenca foi
observada na concentragdo de TNF-a (Drenth et al., 1995). Em outro estudo,
corredores com alto condicionamento fisico submetidos a 5 Km de corrida
apresentaram aumento da concentracdo plasmatica de TNF-a, 2 h apds o término
do exercicio, com o retorno dessas concentracfes aos valores basais sendo

verificado ap6s 24 horas (Espersen et al., 1990).
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Inicialmente, acreditava-se que 0 aumento nas concentracdes de citocinas
induzido pelo exercicio ocorria devido a danos musculares que desencadeavam
uma resposta imune (Steensberg et al., 2002). Essa ideia foi embasada por
resultados de uma investigacdo anterior, na qual individuos saudaveis foram
submetidos a exercicio de alta intensidade em bicicleta e realizaram dois testes
diferentes (Bruunsgaard et al., 1997). O primeiro teste consistiu de 30 min de
exercicio pedalando normalmente (exercicio concéntrico), enquanto, o segundo
teste, também com duracdo de 30 minutos, consitia em pedalar contra uma
resisténcia na bicicleta na rotacdo inversa (exercicio excéntrico). Os resultados
desse estudo mostraram aumento mais acentuado na concentracdo plasmatica de
IL-6 no exercicio excéntrico em relagcdo ao concéntrico (Bruunsgaard et al., 1997).
Contudo, os resultados de outro estudo contradizem essa hipotese, pois
individuos altamente capacitados fisicamente apds corrida de maratona
(aproximadamente 169 minutos) ndo apresentaram aumento na quantidade de
mondcitos circulantes, mesmo com o aumento na concentracao de IL-6 e TNF-q,
evidenciando que os mondcitos circulantes ndo foram a origem destas citocinas
(Starkie et al., 2001).

O aumento na concentracdo de IL-6 no tecido adiposo subcutaneo, 30 min
apos o término do exercicio foi demonstrado em estudo utilizando homens que
realizaram exercicio no cicloergbmetro durante 1 h em uma intensidade de
moderada (Lyngso et al., 2002). Segundo estes autores, o aumento da producéo
de IL-6 pGs-exercicio no tecido adiposo subcutaneo sugere que essa citocina pode
atuar localmente via mecanismos autécrinos e/ou paracrinos, influenciando a
lipdlise e a taxa de mobilizacdo de acidos graxos dos depdsitos de lipidios. Em
outro estudo, ratos foram submetidos a exercicio de corrida na esteira rolante a 20
m.min? durante 50 minutos, em seguida, a velocidade foi progressivamente
aumentada (1 m.min™ a cada 1 minuto) até que o animal alcancasse a fadiga e, foi
verificado aumento na expressao protéica de IL-6 e TNF-a no tecido adiposo
retroperitoneal e mesentérico, bem como no musculo soéleo e extensor posterior da
perna, imediatamente depois do exercicio e até 6 horas depois de o mesmo ter

sido encerrado (Neto et al., 2009).
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A influencia do treinamento fisico sobre a expressdo de citocinas nos
diferentes tecidos foi demonstrado em animais treinados durante 4 semanas em
exercicio voluntario na roda que apresentaram aumento na expressdo de RNAmM
de IL-6 e TNF-a no tecido adiposo subcutaneo, apesar de nao ter sido detectado
aumento nas concentracfes séricas destas citocinas (Gollisch et al., 2009).
Enquanto que, o treinamento fisico de corrida na esteira rolante em ratos, durante
7 semanas, com intensidade progressivamente aumentada até que os animais nas
duas dltimas semanas corressem a 25 m.min, 7° de inclinacdo durante 2 horas, 5
dias por semana, ndo promoveu mudancas nas concentracdes de IL-6 no tecido

adiposo retroperitoneal e no masculo esquelético (Gomez-Merino et al., 2007).

1.5 Influencia do exercicio e treinamento fisico na AMPK, proteina envolvida

Nno processo oxidativo.

Os mecanismos envolvidos no metabolismo de lipidios sdo bem complexos.
Além das diversas proteinas envolvidas no processo lipolitico, outras proteinas
sao relacionadas direta ou indiretamente ao aumento na oxidacdo de lipidios e na

captacao de acidos graxos, bem como no processo de lipogénese.

A AMPK tem sido descrita como um sensor metabdlico que detecta baixas
concentracbes de ATP, tais como as que ocorrem durante o exercicio (Mu et al.,
2001). As alteracdes metabdlicas no musculo esquelético induzidas pela ativacao
da AMPK podem ser agudas, atraves da fosforilacdo de enzimas metabdlicas, ou

cronicas, através do controle da expressao génica (Hardie & Sakamoto, 2006).

A fosforilagdo da AMPK induzida pela contracdo muscular reduz a
concentracédo de malonil-CoA no musculo (Richter & Ruderman, 2009) e no tecido
adiposo (Park et al., 2002) devido a fosforilagdo e consequente inibicdo da enzima
ACC. A ACC na forma néo fosforilada (ativa) é responsavel pela producédo do

metabdlito malonil-CoA, inibidor da captacdo mitocondrial de acidos graxos
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através da CPT-1 e, consequentemente, do aumento da oxidacdo (Hardie &
Sakamoto, 2006; Richter & Ruderman, 2009). Em estudo anterior, foi verificado
que ratos submetidos a 6 h de exercicio de natacdo em baixa intensidade
apresentaram aumento na atividade da AMPK no tecido muscular (Terada et al.,
2002). Assim, parece que a AMPK pode ser o sensor que detecta os mecanismos
envolvidos no déficit da capacidade oxidativa e, que estimula a biogénese
mitocondrial (Hardie & Sakamoto, 2006). A AMPK pode também regular a
captacdo de glicose no musculo aumentando a translocacdo de GLUT-4 para a
membrana plasmatica, por fosforilar o substrato da AKT (AS160) no mesmo sitio
que a insulina, indicando uma intersecdo da regulacdo dos mecanismos de
regulacao da captacdo de glicose pela AMPK e insulina (Hardie, 2007; Richter &
Ruderman, 2009).

1.6 CD36, transportador de acidos graxos: regulacdo do exercicio e

treinamento fisico.

As proteinas de transporte também influenciam o metabolismo energético.
Tem sido reconhecida a participacdo de proteinas de transporte auxiliando a
passagem de acidos graxos de cadeia longa através da membrana plasmatica,
mudando os conceitos anteriores de que essa passagem se dava exclusivamente

por difuséo passiva (Nickerson et al., 2009).

A proteina de transporte CD36, que apresenta expressao abundante de
RNAmM no musculo esquelético e cardiaco e no tecido adiposo, regula a captacdo
de &cidos graxos através da membrana plasmatica e o subsequente metabolismo
desse substrato (Bonen et al., 2004). A expressdo aumentada de CD36 no tecido
muscular em camundongos transgénicos aumentou a capacidade de captacao e
oxidacdo de acidos graxos circulante, com redu¢édo da disponibilidade de acidos
graxos para a sintese hepatica de triacilglicerdis, acompanhada de redugc&o no
peso corporal dos animais (Ibrahimi et al., 1999). J4 a auséncia do transportador
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CD36 em camundongos knockout (CD36™), em condi¢bes basais, reduziu o

metabolismo do &cido palmitico (Bonen et al., 2007).

Assim como o GLUT 4, a proteina de transporte CD36 encontra-se
localizada no sarcolema, e a sua translocacdo para membrana plasmatica é
estimulada pela contracdo muscular (Bonen et al., 2000) e pela acdo da insulina
(Luiken et al., 2002). Além de se translocar para a membrana plasmatica, a CD36
também pode se deslocar do sarcolema ou mesmo da membrana plasmatica para
a mitocdndria, auxiliando na passagem dos acidos graxos para o interior da
mitocondria juntamente com a CPT-1, justificando o aumento acelerado da
oxidacdo durante o exercicio (Campbell et al.,, 2004). Segundo estes autores, 0
aumento da taxa de oxidacdo de acidos graxos induzido por estimulacéo elétrica
cronica do musculo (24 h durante 7 dias) promoveu aumento na expressdo de
proteina CD36 na mitocdndria, enquanto a estimulacdo elétrica aguda (30 min)
promoveu aumento da translocacdo de CD36 para a membrana mitocondrial. O
mecanismo exato pelo qual essa translocacdo induzida pela contragdo muscular
se da ainda ndo estad totalmente elucidado, contudo tem sido sugerido o
envolvimento da AMPK nessa resposta (Luiken et al., 2003; Richter & Ruderman,
2009).

O exercicio fisico promoveu o aumento da expressdao de RNAmM da CD36
em individuos néo treinados que foram submetidos a um exercicio moderado em
cicloergdmetro durante 90 min, contudo nesse estudo nao foi verificada diferenca
na expressdo de RNAm e de proteina da CD36 entre individuos treinados e néo
treinados (Kiens et al., 2004). Essa resposta foi contraria a observada em
investigacdo, na qual os autores verificaram que o exercicio agudo realizado antes
e depois do treinamento ndo modificou a expressdao de RNAm da CD36, enquanto
que o treinamento fisico realizado durante 9 dias consecutivos, 1 h por dia,

promoveu aumento da expressdo de RNAm da CD36 (Tunstall et al., 2002).
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1.7 Adaptacdes metabdlicas nos fatores de transcricdo e nos genes alvos

apds o exercicio e o treinamento fisico.

Os PPARs séao fatores de transcricdo que regulam a transcricao de genes
alvos em resposta a ligantes especificos. Inicialmente o PPAR forma um
heterodimero a partir da associacdo com diversos receptores hormonais
nucleares, como o receptor do acido retindico X (PPAR:RXR). Em seguida, liga-se
a uma sequéncia especifica da regido promotora do gene alvo. A ligacdo com o
ligante em um ou mesmo dois receptores ativa o complexo, estimulando ou

inibindo a expresséo génica (Kersten et al., 2000; Mandard et al., 2004).

O PPARa é altamente expresso em tecidos que oxidam &cidos graxos,
como o figado, o tecido adiposo marrom e o musculo esquelético (Kersten et al.,
2000). O PPARa regula a entrada de acidos graxos na mitocéndria, através do
aumento da expressdo do gene da enzima CPT-1. Além disso, esse fator de
transcricdo possivelmente aumenta a atividade da enzima transportadora CPT-1
devido a inducdo da degradacao de malonil-CoA a acetil-CoA mediada pela acéo
da enzima malonil-CoA descarboxilase (Mandard et al., 2004). A oxidacdo de
acidos graxos de cadeia muito longa também é influenciada pelo PPARa através
da regulacéo da expressao de genes envolvidos na B-oxidacdo peroxisomal. A
enzima acil-CoA oxidase (ACO) é um gene alvo do PPARa que catalisa o primeiro

passo da oxidac&o peroxisomal (Mandard et al., 2004).

Estudos prévios do Laboratério de Metabolismo Celular mostram que o
tratamento de ratos com fenofibrato, agonista do PPARa, reduz a deposig¢ao
lipidica no figado através de aumento da expressdo de RNAm deste fator de
transcricdo e de sua enzima alvo ACO (Ferreira et al., 2008). Nesse estudo
também foi verificada reducéo do peso corporal e dos estoques de tecido adiposo
e, segundo os autores, essa resposta pode ter ocorrido em fungdo do aumento na

expressdo de RNAmM do PPARa e da ACO nesse tecido. Estes resultados indicam
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a regulacdo importante desse fator de transcricdo e dos seus genes alvos na

regulacdo do metabolismo de lipidios (Ferreira et al., 2008).

O efeito do exercicio e do treinamento fisico no PPARa ainda ndo esta
totalmente elucidado. Em individuos submetidos a exercicio agudo de intensidade
moderada no cicloergbmetro durante 60 min, antes e depois do treinamento fisico,
nao foi verificada diferenca na expressao de RNAm do PPARa (Tunstall et al.,
2002).

O PPARy é outro fator de transcricdo que influencia os estoques de
triacilglicerdis do tecido adiposo, onde é mais expresso, e é regulado por fatores
nutricionais e por citocinas (Bogacka et al., 2004). Esse fator de transcri¢cdo parece
estar envolvido na adipogénese, no processo de diferenciacdo de pré-adipoécitos
em adipdcitos maduros e na lipogénese, descrita como o0 processo de sintese e
armazenamento de triacilglicerois (Kersten et al., 2000). O PPARy também parece
ter importante papel na sensibilidade a insulina (Hammarstedt et al., 2005).
Segundo estudo prévio, a ativacdo do PPARy no tecido adiposo melhora a
capacidade de sintese dos estoques de lipidios, através da ativacdo de genes que
codificam as enzimas lipogénicas, resultando no aumento de triacilglicer6is no
tecido adiposo e reducdo das concentracdes de acidos graxos livres e
triacilglicerdis no sangue, figado e muasculo, contribuindo também para a melhora

na sensibilidade a insulina (Evans et al., 2004).

O SREBP-1c também medeia o processo de lipogénese, a partir do
estimulo de varios nutrientes e hormonios, como a insulina (Mandard & Kersten,
2006). Depois de ser sintetizado, esse fator de transcricdo encontra-se localizado
na membrana do reticulo endoplasméatico como proteina de membrana, associado
a proteina de ativacdo de clivagem do SREBP-1c (SCAP). Quando estimulada,
como em baixas concentracdes de colesterol, 0 SREBP-1c se move na vesicula
para o complexo de golgi com a ajuda da SCAP, onde sequencialmente é clivado
por duas proteases (S1P e S2P). No complexo de golgi, a S1P cliva os segmentos
de ligagdo do SREBP-1c, sendo que o dominio N terminal é liberado da
membrana pela acdo da S2P. Ja no citoplasma, o dominio N terminal interage
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com a importina 3, uma proteina nuclear de transporte, e é entdo carreado para o
ndcleo. Em seguida, o SREBP-1c se desacopla da importina B e regula a

transcricdo de genes a partir da intera¢cdo com proteinas nucleares (Sato, 2009).

Tem sido sugerida a associacao entre SREBP-1c e o PPARYy na regulagao
do processo de adipogénese e lipogénese, uma vez que este fator de transcricdo
€ gene alvo do PPARYy. Além disso, o SREBP-1c também estimula a atividade do
PPARYy pela producédo de ligantes endégenos (Mandard & Kersten, 2006). Essa
influéncia no processo lipogénico se da pelo controle transcricional de genes,
envolvendo enzimas importantes nesse processo, como a enzima acetil-CoA
sintase (ACS), responsavel pela formacdo de acetil-CoA para posterior
esterificacdo a triacilglicerol, e a enzima ACC, responsavel pela conversao da
acetil-CoA a malonil-CoA (Kersten et al., 2000).

O efeito do exercicio e do treinamento fisico na expressdo de RNAm, de
proteina e na atividade destes fatores de transcricdo ndo estd totalmente
elucidado. Em estudo anterior, o exercicio fisico no ciclo ergbmetro durante 60 min
nao modificou a expressdo de RNAmM do SREBP-1c no tecido muscular, contudo,
reduziu a expressao de RNAm do PPARYy (Tunstall et al., 2002). Essa resposta
também foi observada apés o treinamento fisico de intensidade moderada durante
9 dias (Tunstall et al., 2002). J& em outra investigacdo, o treinamento de corrida
voluntaria na roda durante 8 semanas, nao modificou a expressao de PPARy no
tecido muscular e no tecido adiposo epididimal, contudo a atividade desse fator de

transcrigao foi maior no tecido adiposo (Petridou et al., 2007).

A expressdo de RNAm de SREBP-1c no musculo gastrocnémico apos
corrida na esteira rolante durante 1 h a 15 m.min™* (10% de inclinac&o) nao foi
modificada imediatamente depois e nas 24 h subsequentes aos término do
exercicio. Entretanto, essa expressdao de RNAm de SREBP-1c foi aumentada, 12
h apés um exercicio de corrida de 6 h na esteira rolante a 15 m.min™* (10% de
inclinacdo) (Ikeda et al., 2002).
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O treinamento fisico de natacdo durante 8 semanas aumentou a expressao
de RNAm de SREBP-1c no musculo gastrocnémico e quadriceps, 3 h apés a
ltima sesséo de exercicio e esse aumento se manteve até 22 h apos o término do
exercicio (Ikeda et al., 2002). Além disso, a expressdo de RNAm do seu gene alvo
ACC também foi aumentada no musculo gastrocnémico 3 h depois da ultima
sessdo de exercicio, sendo que a sua expressao ja havia retornado aos valores
basais 22 h depois do término do exercicio. J& no quadriceps, 0 aumento na
expressdo de RNAmM de ACC também foi observado e se manteve até 22 horas

apos a ultima sesséo de exercicio (Ikeda et al., 2002).

A ACC também é regulada pela TRB3, a qual apresenta papel chave na
regulacdo metabdlica, uma vez que medeia a degradacéo dessa enzima chave no
processo de lipogénese (Neels & Olefsky, 2006). Segundo estes autores, essa
proteina medeia a interacdo entre a ACC e a proteina constitutiva fotomorfogénica
1 (COP-1), desencadeando a ubiquitinacdo e, subsequente degradacdo da

enzima.

Animais transgénicos que superexpressam o TRB3 no tecido adiposo
apresentam ingestéo caldrica elevada e aumento na oxidacdo de acidos graxos,
acompanhado de reducdo no ganho de massa corporal (Neels & Olefsky, 2006).
Estes resultados sugerem que o TRB3 quando aumentado, como ocorre durante
situacdes de jejum, desvia 0 metabolismo energético do processo lipogénico para

0 processo lipolitico (Neels & Olefsky, 2006).

Diversas pesquisas tem investigado o efeito do treinamento fisico nas
adaptacdes musculares, contudo muitas respostas ainda estdo por serem
estabelecidas, principalmente envolvendo exercicio de alta intensidade e o
metabolismo de lipidios. Além disso, o efeito do treinamento fisico nas adaptacdes
metabodlicas no tecido adiposo € um campo promissor e pode contribuir para
estudos com o objetivo de reversédo do quadro de obesidade. Essa € uma linha de
investigacdo ainda nova e 0s mecanismos envolvidos nestas respostas néo estdo

completamente elucidados.
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Este estudo investigou as respostas adaptativas relacionadas ao
metabolismo de lipidios nos tecidos adiposo e muscular induzidas pelo
treinamento fisico de alta intensidade e o envolvimento das citocinas nestas

respostas.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Determinar as altera¢fes induzidas pelo treinamento fisico de alta intensidade
sobre as concentracdes séricas de triacilglicerdis, colesterol total, 4cidos graxos

livres, glicose, insulina e corticosterona;

» Determinar as altera¢fes induzidas pelo treinamento fisico de alta intensidade
sobre as expressdes de citocinas inflamatorias, TNF-a e IL-6 nos tecidos adiposos

epididimal e retroperitoneal e muscular (gastrocnémico);

» Estabelecer as respostas produzidas pelo treinamento fisico de alta intensidade
sobre a expressao de genes que codificam enzimas lipogénicas nos tecidos
muscular esquelético e adiposo epididimal;

= Avaliar os efeitos do treinamento fisico de alta intensidade na quantidade
protéica de enzimas lipoliticas e na expressdao de genes que codificam enzimas
envolvidas na oxidacdo de lipidios nos tecidos muscular esquelético e adiposo

epididimal.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar (Mus novergicus albinis), pesando
aproximadamente 200 gramas, provenientes do Centro de Bioterismo (CEBIO) do

Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).

Os animais foram mantidos coletivamente em caixas de polietileno em
ambiente com temperatura controlada de 23 + 2°C, sob um ciclo claro-escuro de
13:11 horas, sendo as luzes acesas as 6h e apagadas as 19h, com livre acesso a

racao granulada e agua.

3.2. Cuidados éticos

Todos os procedimentos utilizados no presente estudo obedeceram aos
Principios Eticos da Experimentacdo Animal estabelecidos pelo Comité de Etica
em Experimentacdo Animal (CETEA) da Universidade Federal de Minas Gerais. O

protocolo experimental foi aprovado pelo CETEA (anexo 1; n° 29/2009).

3.3. Delineamento experimental

Os animais foram divididos aleatoriamente em grupo controle e grupo treinado.

Grupos

Grupo Controle (n=10) Grupo Treinado (n=10)

Figura 1: Grupos experimentais
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Os animais foram submetidos ao protocolo experimental descrito no texto

gue se segue e ilustrado na linha do tempo abaixo.

Familiarizagao
(corrida) TREINAMENTO FiSICO ou EXERCICIO FISICO CONSTANTE ~ Eutanasia

—’—l—l—l—l—'—

Teste de esforco Teste de esforco Teste de esforco Teste de esforco
maximo progressivo maximo progressivo maximo progressivo maximo progressivo
(1° TEMP) (2° TEMP) (3° TEMP) (4° TEMP)

Pré-treinamento 42 semana 72 semana 102 semana

Figura 2: Delineamento Experimental

3.4. Protocolo de familiarizag&o ao exercicio de corrida na esteira rolante

Os animais foram submetidos a um exercicio de corrida em esteira rolante
para animais de pequeno porte (Gaustec, Contagem, MG, Brasil), durante quatro
dias consecutivos por 5 minutos, uma semana antes do protocolo experimental,
numa velocidade constante de 18 m.min™ e 5% de inclinacdo, sob estimulacédo
elétrica (0,5 mA; 2,5 mV) (Sonne & Galbo, 1980). A familiarizagéo foi realizada
para que os animais aprendessem a correr na direcdo correta garantindo um

desempenho mais eficiente na esteira.
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3.5. Protocolo de teste de esforco maximo progressivo

Os animais do grupo controle e do grupo treinado foram submetidos aos
testes de esforco maximo progressivo (TEMP) possibilitando ao longo do periodo
de treinamento fisico a comparacao entre os grupos, do tempo de exercicio, da
velocidade maxima de corrida, do trabalho produzido e da distancia percorrida
para a verificacdo do efeito do treinamento. Além disso, no grupo treinado os
TEMPs possibilitaram o ajuste da velocidade maxima de corrida ao longo do

protocolo de treinamento.

O primeiro TEMP foi realizado antes de iniciar o protocolo de treinamento
para a determinacgdo da velocidade inicial de treinamento. Nas 42 e 72 semanas de
treinamento o TEMP foi realizado novamente para ajuste da velocidade de corrida,
garantindo a aplicacdo adequada do principio da sobrecarga ao treinamento. Ao

final do protocolo de treinamento foi realizado o Gltimo TEMP.

Os ratos iniciaram o TEMP numa velocidade inicial de 6 m.min™, sendo a
velocidade progressivamente aumentada em 3 m.mint a cada intervalo de 3
minutos, até o animal alcancar a fadiga (Zanchi et al., 2006). A fadiga foi
determinada no momento em gue 0S animais eram incapazes de manter o ritmo
de passada na esteira rolante e, consequentemente, permaneceram por mais de

10 segundos na grade de choque (Soares et al., 2003;2004; Soares et al., 2007).

Fadiga=V

max

Jm_min!

— 3 min.—»

Figura 3: Protocolo de teste de esforco maximo progressivo
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O tempo de exercicio e a velocidade maxima de corrida nos TEMPs foram
usados para confirmar a efichcia do protocolo de treinamento dos animais. A

distancia percorrida e o trabalho foram calculados conforme descrigéo abaixo.

Distancia (m) = = [velocidade (m.min™) x tempo (min)] (valor calculado para cada

intervalo de tempo)

Trabalho (Kgm) = m.TTE.v.sena (valor calculado para cada intervalo de tempo)
m=massa (Q)
TTE = Tempo total de exercicio até a fadiga (min)
v = velocidade (m.min™)

sen a = inclinacao da esteira

3.6. Protocolo de treinamento fisico

Os animais do grupo treinado foram submetidos ao protocolo de exercicio
aerébio durante 8 semanas com sesses diarias de 45 a 60 min.dia™, sendo a
frequéncia de 5 dias por semana. As sessdes de treinamento foram realizadas

entre 7h e 12h no periodo da manha.

O parametro utilizado para determinar a intensidade do esfor¢co dos animais
foi a velocidade maxima alcancada pelos ratos no TEMP (Jackson et al., 2005), ja
que, em um estudo realizado anteriormente, foi verificada uma correlacéo direta
entre o pico maximo de consumo de oxigénio e a velocidade maxima de corrida

atingida em teste de esforco maximo (Evangelista et al., 2005).

O treinamento foi de intensidade progressiva, levando em consideracao o
principio da individualidade dos animais (Tabela 1). As duas primeiras semanas do
protocolo de treinamento consistiram de periodos de adaptagdo, nas quais
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ocorreram aumentos graduais da velocidade de corrida e duracédo das sessfes de
exercicio até o alcance da intensidade desejada (70-75% Vmax, alcancada no
TEMP) e do tempo de corrida de 45-60 minutos (Priviero et al., 2004). A partir da
terceira semana até o término do protocolo de treinamento os animais foram
submetidos a corrida na esteira rolante a 70-75% da Vmax € foram realizados os

TEMPs para ajustes das velocidades de corrida.

No inicio do protocolo experimental, um dos animais selecionados
aleatoriamente para o grupo treinado mostrou-se incapaz de manter a cadéncia de
passada na esteira rolante durante os protocolos de adaptacéo e de TEMP, e esse
animal foi excluido do experimento. Além disso, ao longo do protocolo de
treinamento, dois animais do grupo treinado foram encontrados mortos na gaiola
coletiva. No término do experimento o grupo treinado apresentou um numero

amostral de 7 animais.
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Tabela 1 — Programa de treinamento fisico.

TREINAMENTO PROGRESSIVO

(INTENSIDADE ALTA)

Determinacéo da velocidade méxima de corrida

(Vmax) € do tempo total de exercicio.

Intensidade: 28% Vax
Duragéo:

1° dia; 30 minutos.

12 semana
. 2° dia: 45 minutos.
Adaptagéao ) _
3° dia: 50 minutos.
4° dia: 55 minutos.
5° dia: 60 minutos.
2% semana Intensidade: 44%V nax
Adaptacéo Duragao: 60 minutos.

32 a 42 semana

52 a 72 semana

82 a 102 semana

Eutanasia

Intensidade: 70%V max

Duracao: 60 minutos.

Determinacao da velocidade méaxima de corrida

(Vmax) € do tempo total de exercicio.

Intensidade: 75%Vmax
(ajuste da velocidade em relacéo ao 2° TEMP)
Duragéo: 60 minutos.

Determinacao da velocidade maxima de corrida
(Vmax) € do tempo total de exercicio.

Intensidade: 75%V nax
(ajuste da velocidade em relacéo ao 3° TEMP).
Duracéo: 45 minutos.

Determinacéo da velocidade méxima de corrida

(Vmax) € do tempo total de exercicio.

Eutanasia dos animais em repouso (72h apés o
tltimo TEMP).
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3.7. Protocolo de exercicio fisico constante

Para assegurar a mesma manipulacdo dos ratos do grupo treinado, os
animais do grupo controle foram submetidos & caminhada na esteira rolante
durante 5 dias consecutivos por 5 minutos, em uma velocidade de 5 m.min™ ao

longo do mesmo periodo de treinamento fisico.

3.8. Eutanasia

Ao término do protocolo experimental, 72 h apds a ultima sessdo de teste
de esforco maximo progressivo, 0s animais, em estado alimentado, foram
eutanasiados por decapitacdo entre 7h e 12h e, o tecido muscular esquelético
(gastrocnémico e soleo) e os tecidos adiposos (epididimal, retroperitoneal e
mesentérico) foram dissecados e, imediatamente, pesados e resfriados em
nitrogénio liquido. Em seguida, foram armazenados em freezer a -80°C para

posteriores analises.

Os tecidos adiposos epididimal (TAE), retroperitoneal (TAR) e mesentérico
(TAM) foram utilizados para o célculo do indice de adiposidade intraperitoneal (%)

(Kumar et al., 1999). O indice de adiposidade foi calculado pela férmula abaixo.

indice de adiposidade (%) = (TAE+TAR+TAM) x 100

Massa corporal

O sangue coletado foi centrifugado para obtencéo de soro, que foi entao

armazenado em freezer -20°C para analises bioquimicas posteriores.
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3.9. Dosagens das concentracdes séricas

As concentracdes séricas de glicose, triacilgliceroéis e colesterol total foram
determinados por kit enzimético (Labtest, Lagoa Santa, MG, Brasil). As
concentragbes seéricas de Aacidos graxos ndo esterificados foram medidas
utiizando o kit NEFA 30T (Randox Laboratories, Antrim, Reino Unido). A
concentracdo sérica de insulina foi avaliada pelo método de ELISA (Millipore,
Darmstadt, Alemanha). A quantificacdo da concentracdo de corticosterona sérica
foi realizada através da técnica de imunoensaio, utilizado-se kit especifico (Enzo
Life Sciences, Science Pro, Sdo Caetano do Sul, SP, Brasil).

3.10. Determinacao da concentracdo intramuscular de triacilglicerol (IMTG)

O musculo gastrocnémico foi homogeneizado em solucédo triton X-100. Em
seguida, as amostras foram centrifugadas e o sobrenadante foi utilizado para
determinacdo  de  triacilglicerol  intramuscular  através do  método

espectrofotométrico (Figueira et al., 2007).

3.11. Determinagéo do glicogénio muscular

O glicogénio muscular foi extraido do musculo gastrocnémico e a
concentracdo determinada pelo método da antrona conforme recomendado em
estudo prévio (Hassid & Abraham, 1957).
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3.12. Determinacdo da atividade da enzima citrato sintase

As amostras de tecido muscular (séleo) foram homogeneizadas em solucéo
de extracdo [Tris-HCL (50 mM), EDTA (1 mM), pH 7,4]. A reacao foi preparada
com mistura de ensaio [tampé&o de extragao, triton 1%, acetil-CoA, KHCO3 (1M) e
anidrido acético] e substrato (acido oxaloacético). A leitura cinética foi feita em
espectrofotometro (412 nm; 25°C) durante 10 minutos (Alp et al., 1976).

3.13. Extragé&o de citocinas dos tecidos

Fragmentos de tecidos (100 mg) adiposos (epididimal e retroperitoneal) e
muscular (gastrocnémico) foram homogeneizados em 1 mL de solugdo de
extracdo de citocinas, preparada a partir de solucao de tampéo fosfato (NaCl 8 g,
KCI 0,2 g e Na;HPO4.12H,0 2,89 g diluidos em 1 litro), contendo inibidores de
proteases (NaCl 0,4 M; Tween 20 0,05%; albumina de soro bovino 0,5%; fluoreto
de fenilmetilsufonila 0,1 mM; cloreto de benzeténio 0,1 mM; EDTA 10 mM; 20 Ul
de aprotinina). Em seguida, a solucéo resultante foi centrifugada por 10 minutos a
4°C e o infranadante foi retirado e armazenado em freezer a -80°C para posterior

analise pelo método de ELISA (R & D Systems).

3.14. Determinacao de citocinas dos tecidos adiposos e muscular

As amostras obtidas na extracdo de citocinas dos tecidos adiposos e
muscular foram diluidas em PBS contendo 0,1% de albumina bovina. As
concentractes de TNF-a e IL-6 foram determinadas utilizando anticorpos obtidos
da R&D systems (DuoSet), seguindo as instru¢des do fabricante para a realizacao

dos ensaios.
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3.15. Quantificacédo das proteinas das amostras

Fragmentos de tecidos (100 mg) adiposo (epididimal) e muscular
(gastrocnémico) foram homogeneizados em tampéao de lise contendo inibidores
de proteases e fosfatase e, posteriormente foram centrifugados (2.500 rpm, 20
min, 4°C) para remocao da fase intermediaria. As proteinas foram quantificadas
através do método de Bradford (Bradford, 1976).

3.16. Western blotting

As amostras, contendo 50 pg para tecido muscular e 30 pg para tecido
adiposo, foram aquecidas a 95°C por 5 min antes de serem aplicadas em gel de
poliacrilamida (7,5%). Na lateral do gel foi aplicado um padrdo de peso molecular
(20-200 kDa, Invitrogen). As proteinas foram transferidas para as membranas de
PVDF que foram bloqueadas para ligac6es ndo especificas com tampéao de tris
salina com detergente tween 20, TBS-T (Tris base e cloreto de sédio, pH 7,6 e 1%
Tween 20) contendo leite desnatado (em diferentes concentracdes: 1, 3 e 5%) por
1 h. Em seguida, as membranas foram incubadas com anticorpo primario no
periodo da noite em temperatura ambiente de 4°C. As membranas foram lavadas
com tampao TBS-T e foi feito a incubagdo com anticorpo secundario (anti-rabbit;
anti-goat; anti-mouse) por 1 h. Finalizada a incubacdo as membranas foram
novamente lavadas com tampao TBS-T e expostas ao agente quimioluminescente
(Millipore) e, entdo as proteinas foram reveladas em filme fotografico. As proteinas
analisadas foram: proteina de transporte de acido graxo (CD36), lipase de
triacilglicerdis (ATGL), lipase hormdnio sensivel (HSL), acetil-CoA carboxilase
(ACCQC), transportador de glicose do tipo 4 (GLUT4), perilipinas, proteina adenosina

monofosfato quinase (AMPKQp).
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Proteina | Fabricante | Espécie Diluicéo Peso Anticorpo

Molecular Secundério

CD36 Abcam Rabbit 1:500 82-85 kDa Anti rabbit
1:2000

ATGL Abcam Rabbit | 1:1000/1:500 | 55 kDa Anti rabbit
1:2000

HSL Santa Cruz | Rabbit 1:500 90 kDa Anti rabbit
1:2000

ACC Santa Cruz | Rabbit 1:100 265 kDa Anti rabbit
1:2000

GLUT4 Chemicon Rabbit 1:500 40-43 kDa Anti rabbit
1:2000

Perilipinas | Santa Cruz Goat 1:500 57 kDa Anti goat

1:2000

AMPKp Abcam Rabbit 1:1000 62 kDa Anti rabbit
1:2000

GAPDH Santa Cruz | Mouse 1:2000 36 kDa Anti mouse
1:2000

Tabela 2 - Especificacbes das proteinas

3.17. PCR real time

O RNA total dos tecidos adiposo (epididimal) e muscular (gastrocnémico) foi
extraido (100 mg de tecido) usando reagente Tris-Phasis (BioAgency). Depois da
quantificacdo, as amostras foram tratadas com DNAse e foi feita a transcricdo
reversa usando a enzima M-MuL-V (Fermentas). O cDNA (1000 ng) foi amplificado
usando primers especificos de: receptor da ativacdo da proliferacdo peroxissomal
a (PPAR q) reverse: 5'-

(forward:  5'-taccactatggagtccacgcatgt-3';
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ttgcagcttcgatcacacttgtcg); carnitina palmitoil transferase (CPT-1) (forward: 5'-
acgtgagtgactggtgggaagaat-3'; reverse: 5'-tctccatggcgtagtagttgctgt-3'); proteina
ligadora do elemento responsivo ao esterol 1lc (SREBP-1c) (forward: 5'-
cgccacaatgccattgaga-3’; reverse: 5’-gcagatttattcagctttgcttca-3’); receptor da
ativacdo da proliferacdo peroxissomal y (PPAR vy) (forward: 5'-
agatcatctacaccatgctggcct-3’; reverse: 5’-aggaactccctggtcatgaatcct-3’); acil CoA
oxidase  (ACO) (forward: 5'-atctctgtggttgctgtggagtca-3’, reverse: 5'-
tctggatgcttccttctccaaggt-3'); acil  CoA  sintase  (ACS)  (forward: 5'-
ggccaaacagaatgcacag-3’, reverse: 5’-ggagtcccaacatgacctg-3’); tribbles 3 (TRB3)
(forward: 5’-tgcgtcgctttgtcticagcaact-3’, reverse: 5’-atccagtcatcacgcaggcatctt-3’); S-
26 (forward: S5’cgattcctgacaaccttgcta-3’; reverse: 5’cgtgcticccaagctctatgt-3’) e
tamp&o PCR SYBR® Green, em um aparelho (ABI Prism 7000 platform; Applied
Biosystems). S26 foi co-amplificado como normalizador endégeno dos genes. As
sequéncias especificas dos primers foram determinadas pelas sequéncias
disponiveis no geneBank (BLAST, NCBI). A média dos valores CT do
normalizador enddgeno foi subtraida das amostras derivando o ACT. Para analisar
as expressfes dos genes de interesse, por método semi-quantitativo, foi utilizado
a anélise de 2@ ~2°D (pfaffl, 2001).

3.18. Anélise estatistica

Os dados estdo expressos como média + erro padrao da média (EPM). Os
resultados experimentais foram submetidos ao teste de normalidade (Kolmogorov-
Smirnov) e as diferencas entre os grupos foram analisadas pelo método estatistico
paramétrico de teste-T de Student. Foi utilizada a Anova two way seguida de post-
hoc Newman Keuls para determinagéo de diferencas ao longo do tempo entre 0s
grupos. As analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa estatistico
Sigma Stat 3.5 e os gréaficos foram elaborados no programa Sigma Plot 11.0. O

nivel de significancia adotado foi de p < 0,05.
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4. RESULTADOS:

NAO PUBLICADOS
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5. DISCUSSAO:

NAO PUBLICADO
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6. CONCLUSAO:

NAO PUBLICADO
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ANEXO 1

COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
-CETEA-

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 29/2009, relativo ao projeto Intitulado
“Regulacdo da CD36 e enzimas lipoliticas em ratos submetidos ao
treinamento’, que tem como responsavel(is) Leida Maria Botion , esti(3o0) de
acordo com os Principios Eticos da Experimentacdo Animal, adotados pelo Comité
de Etica em Experimentagdo Animal (CETEA/UFMG), tendo sido aprovado na
reunido de 15/ 04/2009.

Este certificado expira-se em 15/ 04/ 2014,

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n® 29/2009, related to the project entitied
" CD36 regulation and lipolytic enzymes in rats submitted to training", under
the supervisiors of Leida Maria Botion, is in agreement with the Ethical Principles
in Animal Experimentation, adopted by the Ethics Committee in Animal

Experimentation (CETEA/UFMG), and was approved In April 15, 2009.
This certificate expires in April 15, 2014,

Belo Horizonte 22 de Abril 009.

Wivewe
Prof. Hum Pereira O
Coordenador do CETEA/ G

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antbnio Carlos, 8627 ~ Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il - 2* Andar, Sala 2005
31270-901 - Belo Horizonte, MG - Brasil
Telefone: (31) 34994516 ~ Fax: (31) 3499.4582
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