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APRESENTACAO

12



O sedentarismo e o consumo de dietas hipercaldricas e/ou hiperlipidicas
sdo, hoje, os dois principais fatores exdgenos responsaveis pelo aumento
expressivo da obesidade na populacdo mundial. A literatura destaca que 95% dos
casos de sobrepeso/obesidade estéo relacionados ao balanco energético positivo
e que o fator genético isoladamente ndo € causa da obesidade. Mesmo
apresentando algum desarranjo fisiolégico e/ou metabdlico, habitos alimentares
adequados e a pratica regular de exercicios fisicos sdo capazes de evitar e tratar
a obesidade. Diante dos dados epidemiologicos atuais, este problema de saude
publica pode tornar-se ainda mais preocupante nos proXimos anos, e 0s gastos
publicos serem cada vez maiores.

Ao comparar individuos eutroficos e obesos, 0 estresse oxidativo € maior
na populacdo obesa, aparentemente, devido a fatores caracteristicos desses
pacientes como a hipercolesterolemia, 0 metabolismo anormal no tecido adiposo
ou a excessiva liberacdo de citocinas inflamatérias. Assim, o aumento da
producdo de pr6 oxidantes, em detrimento dos antioxidantes, pode sobrecarregar
0 organismo e promover o estresse oxidativo crénico. Além disso, ha também
evidéncias de que a obesidade esta associada a reducdo da expressado de varias
proteinas antioxidantes, contribuindo efetivamente para o estresse oxidativo.

Fatores exdgenos e enddgenos podem levar a producdo das espécies
reativas de oxigénio (EROs). Representam o resultado da excitacdo do O, para
formar oxigénio singleto (*O,) ou da reducéo do O- pela citocromo oxidase nas
mitocondrias, que pela transferéncia de um, dois e trés elétrons, originando,
respectivamente, radical superéxido (Oy), perdxido de hidrogénio (H20,) e radical
hidroxila (*OH). Por serem extremamente reativas, niveis elevados de EROs
podem causar danos ao DNA, as proteinas e aos lipidios. Tais danos estdo
relacionados as alteragcdes celulares que podem acarretar necrose ou apoptose,
além de sinalizar ativacdo génica de eventos patolégicos que, até entdo, estavam
silenciados.

O aumento de mortalidade por doengas crbnicas nao transmissiveis
(DCNT) relaciona-se ao excesso de peso devido a sua estreita relagdo com o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares e metabdlicas. Esta bem
documentado que o exercicio fisico e a dieta equilibrada estdo relacionados a

muitos beneficios a saude, incluindo riscos reduzidos de desenvolvimento de
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DCNT. No entanto, ainda é preciso elucidar qual a intensidade ideal do exercicio
na obesidade e quais os efeitos isolados do sedentarismo e da dieta hiperlipidica
em um contexto sistémico. Sendo assim, este trabalho teve o objetivo de avaliar o
efeito de diferentes intensidades de exercicio, da dieta hiperlipidica e da dieta
comercial no estresse oxidativo muscular e hepético de camundongos.

A apresentacdo da dissertacdo foi dividida em capitulos, conforme as
normas do Instituto de Genética e Bioquimica e a formatacdo seguiu as normas
da Associacdo Brasileira de Normas Técnicas, a ABNT. No capitulo 1, é
apresentada uma revisdo bibliografica do assunto. No capitulo 2, mostramos 0s
métodos utilizados, os resultados obtidos e a discusséo sob a forma de um artigo,

gue sera submetido a uma revista cientifica indexada.
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INTRODUCTION
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A sedentary lifestyle and the consumption of a high fat diet are the two
exogenous factors responsible for the increase in obesity in the world population.
About 95% of cases of overweight / obesity are related to positive energy balance.
The genetic factor alone is not the cause of obesity. Even with some physiological
or metabolic derangement, proper eating habits and regular physical exercise are
able to prevent and treat obesity.

Comparing obese population with normal weight, obese have higher
oxidative stress than normal weight. Apparently, because of characteristic
conditions of these patients: hypercholesterolemia, abnormal metabolism in
adipose tissue or excessive release of inflammatory cytokines. The increased
production of pro-oxidants instead of antioxidants, can overload the body and
promote chronic oxidative stress. There is also evidence that obesity is associated
with reduced expression of several proteins antioxidants effectively contributing to
the oxidative stress.

Exogenous and endogenous factors can lead to the production of reactive
oxygen species (ROS). They represent the result of excitation of O2 to form singlet
oxygen (102) or reduction of O2 by cytochrome oxidase in mitochondria, that the
transfer of one, two and three electrons, originating, respectively, superoxide (02),
hydrogen peroxide (H202) and hydroxyl radical (+ OH). To be extremely reactive,
high levels of ROS can cause damage to DNA, proteins and lipids. Such damages
are related to cellular changes that can lead to necrosis or apoptosis, and gene
activation signal of pathological events that, until then, were silenced.

The increased mortality from chronic diseases is related to overweight
because of the relationship with the development of cardiovascular and metabolic
diseases. It is well documented that physical exercise and a balanced diet are
related to many health benefits, including reduced risk of developing chronic
diseases

The dissertation was divided into chapters according to the standards of the
Institute of Genetics and Biochemistry and formatting followed the rules of the
Brazilian Technical Standards Association, ABNT. In Chapter 1, we present a
literature review of the subject. In chapter 2 we show the methods used, the
results and the discussion in the form of an article to be submitted to an indexed

journal.
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CAPITULO 1

Fundamentacao Teorica
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1 - Obesidade

De acordo com Stedman’s Medical Dictionary (2000), doenca pode ser
definida por processos que culminem na interrup¢ao, cessacao, ou desordem na
funcdo corporal, sisttmica ou organica. Também pode ser -caracterizada
usualmente por pelo menos dois dos trés critérios: agentes etioldgicos
reconhecidos; grupo de sinais e sintomas identificados; ou consistentes
alteracOes anatomicas.

Reconhecida oficialmente como doenca (Greenway and Smith, 2000), a
obesidade € definida como um estado patoldgico caracterizado pelo acumulo
excessivo de gordura (Marti et al., 2001). A doenca pode ser causada por
multiplos e complexos fatores, porém o balanco positivo de energia entre ingestao
e gasto caldrico, parece ser responsavel por 95% dos casos (Damaso, 2009).

A influéncia do genétipo na etiologia desta desordem pode ser atenuado ou
exacerbado por fatores ndo-genéticos, como o ambiente externo e interacdes
psicossociais que atuam sobre mediadores fisiolégicos de gasto e consumo
energético (Francischi et al.,, 2001; Lofrano-Prado et al., 2011). Isso enfatiza o
balanco energético como principal responsavel pelo estabelecimento da
obesidade. Mesmo apresentando algum desarranjo fisiolégico/metabdlico, habitos
alimentares adequados e prética regular de exercicios fisicos sao capazes de
evitar e tratar a obesidade (Damaso et al., 2006). E consenso que o fator
genético, isoladamente, ndo é a causa da obesidade (Rosini, Silva e Moraes,
2012).

O indice de massa corporal (IMC) e a medida da circunferéncia abdominal
(tabelas 1 e 2, respectivamente) tém sido amplamente utilizados na avaliagdo do
excesso de peso e da obesidade abdominal (Rezende, 2010). Segundo os pontos
de corte recomendados, o risco de morbidade em homens e mulheres adultos
eleva-se a medida que o individuo migra da categoria de IMC normal (IMC: 18,5 a
24,9kg/m?) para a categoria de sobrepeso (IMC: 25,0 a 29,9kg/m?) ou obesidade
(IMC = 30kg/m?), e quando apresentam a medida de circunferéncia abdominal
maior ou igual a 94 e 80 cm e/ou quando a relacdo cintura-quadril € maior ou
igual a 0,9 e 0,85 para homens e mulheres respectivamente (ABESO,
2009/2010).

18



Tabela 1 - Classificacdo de peso pelo IMC'2(D)

Classificacao IMC (kg/m?) Risco de comorbidades
Baixo peso <185 Baixo
Peso normal 18,5-24,9 Médio
Sobrepeso =25 -
Pré-obeso 250a29,9 Aumentado
Obeso | 30,0a349 Moderado
Obeso Il 350a399 Grave
Obeso Il =40,0 Muito grave )

(ABESO, 2009/2010)

Tabela 2 - Circunferéncia abdominal e risco de complicaches metabélicas associadas com

obesidade em homens e mulheres caucasianos?(A)

Circunferéncia abdominal (cm)

Risco de complicacoes metabdlicas Homem Mulher Nivel de acdo
Aumentado =94 >80 1
Aumentado substancialmente =102 > 88 2 )

“Nivel de agAo” significa a importancia de se recomendar a reducio da medida da circunferéncia abdeminal quando 1 € menos importante

doque 2.

(ABESO, 2009/2010)

Por englobar desde aspectos genéticos a condi¢cdes psicoldgicas, a

obesidade € uma doenca de etiologia vasta e complexa, com fisiopatologia

propria. Portanto, aceitar a obesidade como uma doenga é fundamental para o

seu tratamento.

Desse modo, existem estudos que propdem o tratamento interdisciplinar da

obesidade, como proposta efetiva e essencial para mudancgas no estilo de vida e

combate a patologia em questdo. Para tanto, a intervencéo deve incluir orientagéo

nutricional, psicoldgica e préatica de exercicio fisico, com o objetivo de promover

modificacbes na composicdo corporal, visando a menor deposicdo de tecido

adiposo e a manutengdo ou 0 aumento da massa magra do individuo, além de

consequente melhora na saude e na qualidade de vida (Bianchini et al., 2013; de
Mello et al., 2011; Lofrano-Prado et al., 2009).
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2 — Epidemiologia da obesidade

A prevaléncia da obesidade e seus agravantes aumentaram
expressivamente nas ultimas décadas, e tem se tornado um grave problema de
saude publica mundial. Atinge ndo sé adultos, mas também criancas e jovens,
tanto de paises desenvolvidos quanto em desenvolvimento (Conde e Borges,
2011). Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) a obesidade no mundo
praticamente dobrou desde 1980. Em 2008, mais de 1,4 bilhdo de adultos
estavam acima do peso. Destes, em torno de 500 milhdes eram clinicamente
obesos. Hoje, 65% da populacdo mundial vive em paises onde 0 excesso de peso
e obesidade mata mais pessoas do que o0 baixo peso/inanicao.

No comeco dos anos noventa, a OMS iniciou estado de alerta, apdés uma
estimativa de que 18 milhdes de criancas em todo o mundo, menores de 5 anos,
foram diagnosticadas com sobrepeso (Soares e Petroski, 2003). Dados atuais da
OMS relatam que em 2011, mais de 40 milhdes de criangas menores de cinco
anos estavam acima do peso.

Estudos realizados no Brasil desde 1970 apresentam dados de aumento na
prevaléncia do excesso de peso e a obesidade também aumentou, ndo apenas
em adultos, mas também em criancas e adolescentes, sendo que recentemente
prevaléncias mais elevadas tém sido observadas (Gigante, 2011). Em 2008, o
excesso de peso atingia 33,5% das criancas de cinco a nove anos, sendo que
16,6% do total de meninos também eram obesos; entre as meninas, a obesidade
apareceu em 11,8% (IBGE, 2010). Em adolescentes, entre 1975 e 1997, o
excesso de peso passou de 4,1% para 13,9%, e estudo realizado em 2002-2003
identificou 12,3% de adolescentes com sobrepeso e 2,3% com obesidade
(Pelegrini et al., 2008).

Segundo ultima pesquisa realizada pelo Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE, 2010) dos 10 aos 19 anos, o sobrepeso aumentou seis vezes
para homens e trés para mulheres em 34 anos. Entre meninos e rapazes 21,7%
estdo com excesso de peso, jA entre as meninas e mocgas 19,4% apresentam
excesso de peso. Quanto a obesidade, mostra-se menos intensa, mas também
com tendéncia ascendente, indo de 0,4% para 5,9% no sexo masculino e de 0,7%

para 4,0% no sexo feminino.
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Dentre o aumento da prevaléncia da obesidade, os dados que mais
chamam atenc¢do, preocupam profissionais da saude e o sistema de saulde, é a
repercussao que o excesso de peso e a obesidade tém apresentado em criancas
e adolescentes. As complicacdes e alteracdes metabdlicas precoces oriundas do
excesso de gordura corporal é um grave problema associado a obesidade na
infancia e na adolescéncia (Halpern et al., 2010; Ice et al., 2011), além das
evidéncias de que uma crianca obesa possui fortes chances de se tornar um
adulto obeso (Pimenta e Palma, 2001).

O primeiro levantamento sobre os custos da obesidade no Brasil revelaram
gastos de um bilhdo e 100 milhdes de reais a cada ano, com internagdes
hospitalares, consultas médicas e remédios destinados ao tratamento do excesso
de peso e das doencas ligadas a ele. O Sistema Unico de Saude (SUS) destina
600 milhdes de reais para as internagfes relativas a obesidade (Enes e Slater,
2010). Se os gastos publicos ja sao altos, os dados atuais conduzem a gastos
cada vez maiores quando o assunto é excesso de peso, obesidade e suas
complicacbes (Carvalho et al.,, 2013). Assim, é provavel que este problema de
saude publica torne-se ainda mais preocupante nos proximos anos (Gigante,
2011).

3 - Obesidade, dieta e transi¢cdo nutricional

Ocorreram mudancas significativas no modo de vida das familias
brasileiras nos dltimos 25 anos e alteracdes nos habitos alimentares sdo um dos
principais parametros influenciados pelo desenvolvimento tecnolégico que tém
contribuido para mudancas no estado nutricional da populacdo (Garcia, 2003;
Tardido e Falc&o, 2006). Como mudanca desses habitos destaca-se a crescente
participacdo da mulher no mercado de trabalho, o que reduziu o tempo disponivel
para o cuidado com a alimentacdo da familia, a implantacdo de industrias
multinacionais de alimentos, que ampliou a diversidade da oferta de alimentos
industrializados (Garcia, 2003; Alves, 2003). Como consequéncia, a populacao
aumentou o consumo de acidos graxos saturados, acucares, refrigerantes, alcool,
produtos industrializados com excesso de acidos graxos “trans”, carnes, leite e

derivados ricos em gorduras, guloseimas como doces, chocolates, balas, etc. Por
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7

outro lado, é observado reducgdo considerdvel no consumo de carboidratos
complexos, frutas, verduras e legumes; o0 que leva ao excesso de ingestao
calorica pelo elevado consumo de macronutrientes (carboidratos, proteinas e
lipideos), e deficiéncia de micronutrientes (vitaminas e minerais) (Escoda, 2002).

Assim como as alteracbes da caracteristica da dieta, é observada
acentuada reducdo do nivel de atividade fisica na populagdo. Diversos fatores
podem explicar o fato, no entanto, os principais fatores se resumem ao aumento
do numero de trabalhos com reducao do esforgo fisico ocupacional, em virtude do
aumento da tecnologia, e as modificacdes nas atividades de lazer, que passam de
atividades como préticas esportivas e longas caminhadas, para atividades
sedentarias, como televisdo, videogame ou computador (Souza, 2010). Estes
fatores, somados, sedentarismo e alimentacdo de ma qualidade, impulsionaram a
transicao nutricional (Garcia, 2003; Alves, 2003).

A transicdo nutricional é caracterizada pela reducdo dos indices de baixo
peso e aumento de sobrepeso/obesidade. O termo € empregado para definir esse
processo de alteracdo nos padrdes alimentares e na condi¢cdo nutricional da
populacao, fortemente influenciados pela urbanizacdo e marketing das industrias
de alimentos, que tém influencia direta na saude, em virtude de sua associacao
com os altos indices de obesidade (Amuna and Zotor, 2008; Maire et al., 2002;
Popkin, 2001).

A mudanca no carater nutricional também se relaciona com a mudanc¢a no
perfil epidemiolégico da populacdo, com reducdo de casos por doencas
infecciosas e crescente aumento de Doencas Crbnicas Nao-Transmissiveis
(DCNT), que ganham destaque nas causas de Obitos (Amuna and Zotor, 2008;
Pelegrini et al., 2008).

Dietas ricas em gordura levam a ingestdo excessiva de energia e estédo
fortemente ligadas ao aumento da obesidade (Vaanholt et al., 2008), que é um
fator de risco independente para o desenvolvimento de diabetes (Robiou-du-Pont
et al.,, 2013). Além disso, dietas ricas em acidos graxos saturados e trans
aumentam os niveis de colesterol LDL e, por sua vez, o risco de doenca cardiaca
(Siri-Tarino et al., 2010). Existem, também, associa¢des entre a gordura dietética
total e cancer (ainda em debate) que demonstram evidéncias que relacionam alta

ingestdo de gordura com cancer de mama (Kim et al., 2014; Park et al., 2012),
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prostata (Uehara et al., 2014) e célon (Kim et al., 2014). O que deixa evidente 0s
maleficios diretos e indiretos da ingestao excessiva de 4cidos graxos.

Assim, recomendacfes alimentares surgiram ao longo dos ultimos 40 anos
para limitar o consumo de gordura total e gordura saturada, como uma maneira
de reduzir o risco de uma série de doencas cronicas. No entanto, a maioria das
pessoas, independentemente da idade, ndo relatam consumir uma dieta que
atenda aos niveis de gordura e acidos graxos saturados recomendados.
Individuos que relatam consumir uma dieta com percentual menor ou igual a 30%
da energia a partir de gordura tém ingestdo de energia mais baixos. Dadas as
crescentes taxas de obesidade em idade cada vez mais precoce, a reducédo de
gordura na dieta pode ser uma parte efetiva de uma estratégia global para
equilibrar o consumo de energia com necessidades energéticas (Lima et al.,
2000).

4 - Obesidade e exercicio

Entende-se por atividade fisica qualquer movimento corporal que eleve o
gasto caldrico acima do basal, sendo o exercicio fisico (um dos principais
componentes da atividade fisica) uma atividade sistematizada, planejada,
estruturada e repetitiva, que tem o objetivo especifico de melhorar a salude e a
aptidao fisica (Medina, 2010).

A OMS estima que em todo o mundo, mais de 60% dos adultos nao
cumpram os niveis minimos de atividade fisica que seriam benéficos para saude.
A inatividade fisica foi identificada como o 4° principal fator de risco para a
mortalidade global. O sedentarismo esta relacionado por cerca de 21 a 25% dos
casos de cancer da mama e do célon, 27% de diabetes e, aproximadamente, 30%
das doencas isquémicas do coracdo em todo o mundo. O risco de desenvolver
uma doenca cardiovascular aumenta até 1,5 vezes em pessoas que nao
cumprem as recomendagdes minimas de atividade fisica (OMS, 2010).

Além das vantagens fisiopatolégicas, o exercicio, também proporciona
beneficios psicolégicos e sociais como melhora da autoestima e do convivio

social, além de prevenir a depresséo e o estresse (Teixeira, 2009).
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Assim, o exercicio fisico tem sido largamente empregado no tratamento e
prevencdo da obesidade e das doencas associadas. Estudos com obesos
submetidos a programas de treinamento evidenciam os beneficios do exercicio,
tanto aerdbico como resistido, em alguns parametros importantes para o controle
da saude e qualidade de vida. Os trabalhos apontam respostas significativas na
melhoria das condi¢cdes metabdlicas, fisicas e psicossociais, tais como:

o Diminuicdo do colesterol (reducao de triglicérides, colesterol da fragdo LDL
e aumento do colesterol na fragdo HDL) (Damaso et al., 2014; de Piano et al.,
2012; Nascimento et al., 2014);

o Controle da glicemia, melhora na sensibilidade a insulina (Damaso et al.,
2014; de Piano et al., 2012; Nascimento et al., 2014);

o Melhorias no condicionamento fisico (Dominguez, 2002);

o Reducéo significativa na massa corporal, gordura visceral e subcutanea (de
Mello et al., 2011; de Piano et al., 2012);

o Melhora na qualidade de vida (Lofrano-Prado et al., 2009);

o Minimizacdo da ansiedade, depressdo e compulsdo alimentar (Lofrano-

Prado et al., 2009).

Portanto, o exercicio fisico trata-se de uma importante ferramenta néo far-
macoldgica para o tratamento e prevencdo da obesidade. Diversos estudos,
(Petelin et al., 2014; Rinaldi et al., 2014; Trachta et al., 2014), assim como 0s
acima citados, demonstram que a pratica regular de exercicio atua de forma

positiva na reducéo do peso corporal e nos fatores de risco associados.

5 - Modelos experimentais de obesidade

A ciéncia busca compreender a importancia de cada um dos elementos
envolvidos em diversas doencas, e para tanto, muitas vezes é preciso utilizar
modelos experimentais. Estes permitem a avaliacdo sistémica e fisiopatologica
além de permitir importantes descobertas em menor tempo, devido ao ciclo de
vida reduzido dos animais utilizados.

Dentre os modelos genéticos de obesidade, podemos citar o camundongo
com mutacao para o gene da leptina ob/ob (Tartaglia et al., 1995; Akagiri et al.,

2008; Almeida et al.,, 2011) ou para o receptor da leptina db/db, ambos
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desenvolvem obesidade precoce, com crescimento linear diminuido e apresentam
infertilidade (Tartaglia et al., 1995).

Além da mutacdo genética, dois modelos de dieta tém sido amplamente
utilizados para inducéo de obesidade: dieta hiperlipidica (com adi¢cdo de banha de
porco — gordura saturada) (Oakes et al., 1997; Buettner, Scholmerich e
Bollheimer, 2007; Thaler et al., 2012) e dieta de cafeteria (dieta hiperlipidica e
hiperglicidica) (Bartolomucci et al., 2009). Tais modelos, promovem alteracfes
metabdlicas, como o aumento de tecido adiposo abdominal, esteatose hepatica,
alteracdes no perfil lipidico e insulinico, assim como as observadas na obesidade
humana (Buettner, Scholmerich e Bollheimer, 2007; Bartolomucci et al., 2009).

Os camundongos das linhagens isogénicas ou inbred (C57BL/6, C57BL/6J,
AKR/J, A/J) s@o os animais utilizados com maior frequéncia em modelo de
inducdo de obesidade, pois seu cruzamento permite a criacdo de populagdes
estaveis e geneticamente homogéneas. No entanto, tal homogeneidade né&o
condiz com a reproducdo humana. Assim, a utilizacdo de camundongos obtidos
pelo cruzamento ao acaso (heterogéneos - Swiss), podem manter variabilidade
genética mais proxima a encontrada na populacdo humana e possuem menor
custo de reproducdo e manutencao, favorecendo sua utilizacdo (White et al.,
2013).

6 - Estresse oxidativo e sistema de defesa antioxidante

Os radicais livres sdo moléculas que conttm um ou mais elétrons nao
emparelhados no orbital atbmico ou molecular mais externo que, promovem
reatividade destas moléculas (Echtay, 2007). Algumas substancias possuem
propriedade reativa, mas nao apresentam elétrons desemparelhados em sua
Gltima camada, assim, o termo radical livre ndo é o ideal para referenciar estes
agentes reativos. O termo espécies reativas € o mais apropriado para tal (Halliwell
e Gutteridge, 2007).

Parte das espécies reativas de oxigénio (ERO) sdo produzidas pela
respiracdo mitocondrial (cadeia transportadora de elétrons), onde, em torno de
95% do oxigénio consumido € reduzido a agua (Valko et al., 2004; Halliwell,
2006). No entanto, parte do O, consumido pode ser reduzido ao radical anion
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superoxido (*O;) e, subsequentemente, a outras espécies reativas de oxigénio
(esquema abaixo), tais como perdoxido de hidrogénio (H.O,), radical hidroxila
(*OH) e o oxigénio singlet (*O.) (Steinbrenner and Sies, 2009). Esta no é a Unica
forma de producdo de ERO, estas também podem ocorrer em outras situacdes
bioguimico-celulares, como em processos isquémicos e inflamatorios (Halliwell,
2006).

O, + 1le° —» *0; (radical anion superoxido)
*0, +1e +2H" —»H,0, (perdxido de hidrogénio)
H,O, + 1e + H* —+OH (radical hidroxila)

Embora a producdo de EROs seja normal e essencial para o
funcionamento celular, o excesso de EROs pode acarretar em desequilibrio entre
oxidantes e antioxidantes e propiciar danos moleculares aos &cidos nucléicos,
proteinas e lipideos, caracterizando o estresse oxidativo (Halliwell, 2006; Valko et
al., 2006). O estresse oxidativo € atualmente associado com inUmeras doencas
cronicas, tais como cancer, diabetes mellitus, obesidade, doencas
cardiovasculares, desordens neurodegenerativas e também com o processo de
envelhecimento (Rajendran et al., 2014; Reiter et al., 2002).

Dentre as principais formas de EROs, o *O, é 0 que possui menor
capacidade oxidativa. Mesmo que pouco reativo, € uma espécie reativa de
oxigénio priméria, que pode reagir com outras moléculas, principalmente por meio
de processos catalisados por enzimas ou metais, gerando espécies reativas de
oxigénio secundarias (Halliwell e Gutteridge, 2007; Powers et al., 2011).

Diferentemente, o radical hidroxil (*OH) é a espécie reativa de oxigénio
mais reativa do sistema biolégico. Pode atingir e destruir membranas celulares,
proteinas e causar mutagdes em acidos nucleicos. E gerado pelo H,O; através de
reacoes catalisadas por metais, tais como a reagédo de Fenton (esquema abaixo).
Em biologia celular, esta reacdo € importante como parte da reacdo de Haber-
Weiss (esquema abaixo), em que o ferro (ou cobre) sdo mantidos em um estado
reduzido por superéxido e, por conseguinte, catalisam a formacdo do radical
hidroxila a partir de perdxido de hidrogénio (Liochev e Fridovich, 2002; Hunter et
al., 2002; Powers and Jackson, 2008; Powers et al., 2011).
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*0, + Fe** — 4 0, + Fe® (ferroso)

H,O, + Fe?* —____, OH + *OH+ Fe** (férrico) reacéo de Fenton

0O, +H,O, — OH + O, +*OH reacao de Haber- Weiss

Apesar de ndo ser um radical livre, uma vez que ndo apresenta elétrons
desemparelhados na ultima camada, o H,O, € bastante tdxico e deletério, possui
vida longa, é capaz de atravessar a membrana nuclear ocasionando danos na
molécula de DNA ( Halliwell e Gutteridge, 2007). Os peroxisomos sao um dos
principais locais onde o consumo de oxigénio leva a producdo de H,0O,; a
presenca de enzimas antioxidantes na organela mantém o equilibrio em seu
interior. Por isso, qualquer lesdo nos peroxissomos promove o extravasamento de
H.O, para o citosol, contribuindo para o aumento significativo do estresse
oxidativo na célula (Valko et al., 2006).

A forma excitada do oxigénio molecular, o oxigénio singlet (*O,), também
nao é um radical livre, por ndo possuir elétrons desemparelhados na camada de
valéncia, no entanto, parece agir em alguns eventos bioldgicos. A dismutacao do
anion de superoxido em agua pode conduzir a sua formacdo (Halliwell e
Gutteridge, 2007).

Quanto as espécies reativas de nitrogénio, o oxido nitrico (NO’) é um
sinalizador molecular para uma série de processos fisiolégicos, importante para
neurotransmissao, regulacéo da pressao arterial, relaxamento da musculatura lisa
e regulacdo do sistema imune. Possui vida média de apenas poucos segundos e
€ soluvel tanto no ambiente lipidico quanto no aquoso. Quando reage com o
oxigénio e agua, libera anions nitrito e nitrato. Ja sua reagdo com o ‘O, promove a
liberacdo de um importante agente oxidante, peroxido nitrito (ONOO ), que pode
causar fragmentacéo de DNA e oxidacao lipidica (Reiter et al., 2002).

Para evitar maiores danos moleculares pelas espécies reativas, 0
organismo humano possui mecanismos de defesa que consistem de sistemas e
substancias conhecidas como antioxidantes. Termo empregado para substancias
que sdo capazes de inibir acbes de oxidacdo atraveés da sua propria oxidacao,
antioxidantes séo frequentemente agentes de reducao que retardam ou previnem

significativamente a oxidacdo de substratos. Os antioxidantes podem ser
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enzimaticos (enddgenos) e ndo enzimaticos (exdgenos) (Halliwell e Gutteridge,
2007;Reiter et al., 2002).

As principais enzimas que fazem parte da defesa antioxidante s&o:
superéxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CAT).
Enquanto as ndo-enzimaticas sdo representadas principalmente pelo(a) acido
ascérbico (vitamina C), &cido urico, tocoferol (vitamina E), glutationa reduzida
(GSH), carotendides (vitamina A) e flavondides (Angelopoulou et al., 2009;
Blokhina et al., 2003; Valko et al., 2007).

A SOD é responsavel por catalisar a conversao de *O, em H,O, Possui
duas isoformas: cobre-zinco (CuZn-SOD) e a manganés (Mn-SOD), presente no
citosol, lisossomas, nucleo e espaco entre as membranas interna e externa da
mitocondria e localizada apenas na mitocondria. A CAT por sua vez, catalisa a
decomposicao do H,O, em oxigénio e dgua e encontra-se nNos peroxissomas e
também nas mitocéndrias das células do tecido cardiaco (Blokhina et al., 2003). A
GPx atua sobre peréxidos em geral e apresenta cinco isoformas: GPx1, GPx2,
GPx3, GPx4 e GPx5 que tém localizacdo (tecidos) e acdo (substrato que
catalisam) diferentes (Brigelius-Flohe, 2006). As principais caracteristicas dessa
familia de enzimas é a presenca de um residuo de cisteina contendo selénio
covalentemente ligado ao restante da enzima e o fato de utilizar a glutationa
reduzida (GSH) como doador de elétrons para a reducdo do H,O, e outros
peréxidos organicos (Meister e Anderson., 1983).

A GSH é um tripeptideo considerado o principal composto antioxidante
intracelular e possui diversas funcdes. Primeiro, GSH pode reagir diretamente
com varias EROs doando um atomo de hidrogénio. Além disso, como discutido
anteriormente, € fundamental para a GPx atuar e participa, na reducao de outros
antioxidantes na célula (por exemplo, vitaminas E e C) (Powers et al., 2011).
Assim, aléem da GSH, como mencionado anteriormente, vitaminas advindas da
alimentacdo compdem o quadro de substancias ndo-enzimaticas importantes na

defesa antioxidante.

6.1 — Estresse oxidativo e exercicio

Durante o exercicio fisico, varias rea¢des quimicas e enzimaticas implicam

em aumento fisiolégico da formacdo de EROs e se sabe que a producédo
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desproporcional de EROs pode levar o organismo ao estresse oxidativo (Pinho et
al., 2006; Silva et al., 2009). Durante a realizagdo de um treino de corrida, por
exemplo, existe um alto consumo de oxigénio, que se eleva de 10-20 vezes a
niveis sistémicos (Astrand et al., 1986; Silva et al., 2009) e 100-200 vezes a nivel
musculo esquelético (Silva et al., 2009), resultando em substancial aumento no
fluxo de elétrons mitocondrial. Sendo assim, exercicios fisicos extenuantes,
podem acarretar na producdo exacerbada de EROs e, consequentemente,
provocar danos oxidativos (Pinho et al., 2006; Silva et al., 2009).

No entanto, os efeitos do exercicio fisico sobre a cadeia respiratoria
mitocondrial e dano oxidativo estd associado ao tipo, frequéncia, intensidade e
duracédo do exercicio (Gomez-Cabrera et al., 2009; Pinho et al., 2006). Apesar do
exercicio intenso alterar o equilibrio entre oxidantes / antioxidantes, exercicios
moderados e regulares proporcionam biogénese mitocondrial com significante
aumento do numero de mitocdndrias musculares (Leeuwenburgh e Heinecke,
2001; Radak et al., 2005). Aparentemente, estimulos continuos, como baixas
concentracbes de EROs pelo exercicio, levam a inducdo do aumento da
expressdo de enzimas antioxidantes o que contribui para diminuir o estresse
oxidativo (Gomez-Cabrera et al., 2009; Leeuwenburgh and Heinecke, 2001,
Radak et al., 2005; Silva et al., 2009). Contudo, o tempo e intensidade de
exercicio fisico, necessarios para inducdo das adaptacbes mitocondriais e
enzimaticas, com consequente reducdo no dano oxidativo, ainda ndo sao claros
(Silva et al., 2009).

6.2 — Estresse oxidativo e obesidade

Ao comparar individuos eutréficos e obesos, os niveis de EROs
apresentam-se mais elevados na populag¢ao obesa (Dandona et al., 2001; Vincent
and Taylor, 2006), no entanto, ndo esta claro se a obesidade em si leva ao
estresse oxidativo (Van Gaal et al.,, 2006). Alguns fatores caracteristicos de
pacientes obesos como a hipercolesterolemia, o metabolismo anormal no tecido
adiposo ou a excessiva liberacdo de citocinas inflamatérias podem estar
associados a niveis de marcadores oxidantes mais elevados nessa populagéo.

Sendo assim, 0 estresse oxidativo na obesidade possivelmente ocorre pelo
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aumento de EROs oriundas dos fatores a pouco mencionados e a uma aparente
reducdo dos mecanismos de defesa antioxidante (Keaney et al., 2003). Além
disso, a obesidade também esta associada com a producéo de superoxido a partir
de elevada infiltracdo / atividade de macréfagos e a atividade da NADPH-oxidase
associada com inflamacéo cronica (Liu et al., 2013).

O sistema de defesa antioxidante celular € normalmente suficiente para
reduzir, remover e reparar o estresse/dano oxidativo. No entanto, o aumento da
producdo de pro-oxidantes pode sobrecarregar o sistema e promover 0 estresse
oxidativo crénico. H& também evidéncias de que a obesidade estid associada a
reducdo da expressao de varias proteinas antioxidantes (Liu et al., 2013). Estudos
in vivo, com aumento da expressdo de SOD, mostraram reduzir 0 estresse
oxidativo em camundongos (Chen et al., 2003; Jang et al., 2009). Assim, pode-se
prever que o aumento de antioxidantes reduziria EROs, dano oxidativo e
preveniria prejuizos metabolicos associados a obesidade.

De maneira geral, os estudos sugerem que o quadro de estresse oxidativo
encontrado na obesidade pode contribuir para a evolucdo de outras doencas
como a aterosclerose, diabetes mellitus e hipertenséo arterial (Ozata et al., 2002).
Assim, estudos tém sugerido diversas formas de minimizar tais efeitos, sendo a
alimentacdo e a préatica de exercicios fisicos os principais contribuintes nesse

controle (Antoniades et al., 2003).

7 - Doenca hepética gordurosa nado alcodlica (DHGNA)

Além de um dos mais graves problemas de saude publica do século 21, o
aumento da prevaléncia da obesidade, é responsavel diretamente pelo crescente
aparecimento da esteatose hepéatica ndo alcodlica que, por sua vez, vém
emergindo como uma pandemia (Zambo et al., 2013).

A obesidade esta associada com o aumento da concentracdo de acidos
graxos livres circulantes que constitui o principal fator de risco para o
desenvolvimento de esteatose hepética. Assim, a doenca hepética gordurosa néo
alcoolica (DHGNA), caracterizada por esteatose hepatica e esteato-hepatite néao-
alcoolica inflamatoria é atualmente a doenca de figado mais comum no mundo,

afetando adultos e criangas (Xin et al., 2014).
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Embora nao tenha sido totalmente esclarecida a patogénese da doenca, o
aumento da retencdo de lipidios nos hepatdcitos, principalmente sob a forma de
triglicérides, € uma caracteristica inicial comum. Tal efeito geralmente leva ao
desenvolvimento de esteatose e, posteriormente, de esteato-hepatite,
caracterizada por infiltragdo dos neutréfilos e macréfagos. Aparentemente, em
estagios iniciais, a esteatose hepatica ndo alcodlica parece aumentar a
vulnerabilidade do figado para oxidantes sem desenvolver lesdo oxidativa,
engquanto, a esteato-hepatite estd comumente associada ao estresse oxidativo
(Demori et al., 2006).

A DHGNA parece envolver dois processos relacionados ao aparecimento e
agravo da condicdo hepatica. O primeiro € a esteatose, que se acredita ser
desencadeada por resisténcia a insulina, e 0 segundo envolve resultados de
estresse oxidativo que contribuem para a progressédo da doenca. Além disso, as
citocinas proé-inflamatérias tém sido implicadas na patogénese da DHGNA, além
de contribuir para o aumento do risco de carcinoma hepatocelular (Wang et al.,
2014). Portanto, € esperado que a atenuacdo do acumulo de lipidios, do dano
oxidativo e da inflamacgéo associada a obesidade possa exercer efeitos benéficos
e, assim, ser uma estratégia terapéutica potencial para a DHGNA (Wang et al.,
2014).
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RESUMO

O figado é um dos 6rgaos do corpo mais afetados pela obesidade, relacionado
diretamente com a doenca hepatica gordurosa néo alcodlica, na qual, a retencao
de lipidios nos hepatdcitos aumenta a vulnerabilidade do figado para oxidantes,
contribuindo para o estresse oxidativo. Este trabalho avaliou o efeito de diferentes
intensidades de exercicio no perfil lipidico/morfolégico hepatico, estresse oxidativo
hepético e muscular de camundongos induzidos a obesidade por dieta
hiperlipidica. Os animais foram separados em dois grupos experimentais; grupo
controle: dieta padrdo (DP) e grupo obesos: dieta hiperlipidica (DH). Apds 8
semanas de dieta os animais foram divididos em 3 sub-grupos: sem exercicio
(SEX), exercicio sem carga (EXB) e exercicio de moderada intensidade (EXM). O
exercicio realizado foi a natacdo, por 7 semanas experimentais, apd6s uma
semana de adaptacao e teste de carga progressiva para determinacdo da carga
de treino. Analisamos o perfil lipidico hepatico (lipideos totais, colesterol,
triglicerideos e analise morfolégica) e morfometria do tecido adiposo. No figado e
musculo avaliamos a peroxidacdo lipidica (TBARS); proteina carbonilada;
atividade de catalase e atividade antioxidante total (FRAP). O exercicio de
intensidade moderada foi capaz de atenuar a esteatose hepética no grupo com
dieta hiperlipidica, reduzindo o conteudo lipidico total deste tecido. O treinamento
de moderada intensidade aumentou a peroxidacao lipidica hepética no grupo que
ingeriu dieta hiperlipidica. O conteddo da dieta parece ser importante na
peroxidacao lipidica muscular, uma vez que encontramos diferenca entre SEX-DP
e SEX-DH. O exercicio de moderada intensidade foi importante na reducédo da
esteatose hepatica, mas néao foi eficiente na reducédo de massa corporal e tecido

adiposo, assim como néo reduziu danos oxidativos hepaticos e musculares.

Palavras-chave: obesidade, exercicio, estresse oxidativo
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ABSTRACT

The liver is one of the organs of the body most affected by obesity, directly related
to nonalcoholic fatty liver disease, in which the retention of lipids in hepatocytes
increases the oxidation in the liver, contributing to oxidative stress. This study
evaluated the effect of different exercise intensities on lipid profile / hepatic
morphological, hepatic oxidative stress and muscle oxidative stress of mice
induced obesity by fat diet. The animals were separated into two groups; control
group: standard diet (SD) and obese group: fat diet (FD). After 8 weeks of diet, the
animals were divided into three sub-groups: no exercise (NEX), exercise without
load (EXB) and moderate intensity exercise (EXM). The swimming exercise was
performed for 7 weeks trial, after a week of adaptation and progressive load test
for determining the training load. We analyzed the hepatic lipid profile (total lipids,
cholesterol, triglycerides and morphological analysis) and morphology of adipose
tissue. In the liver and muscle were evaluated lipid peroxidation (TBARS);
carbonyl protein; catalase activity and total antioxidant activity (FRAP). The
exercise of moderate intensity was capable of attenuating hepatic steatosis in the
group with high fat diet, reducing the total lipid content of this tissue. The moderate
intensity training increased hepatic lipid peroxidation in the group that ingested fat
diet. The diet of the content seems to be important in muscle lipid peroxidation,
once we found difference between NEX-DP and NEX-DH. Moderate intensity
exercise was important in the reduction of fatty liver, but was not effective in
reducing body mass and fat mass, and not reduced hepatic and muscle oxidative

damage.

Keywords: obesity, exercise, oxidative stress.
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1 - Introducéo

A obesidade € um problema de saude em todo o mundo, ao qual, a
ingestdo de dietas hipercaldricas e o estilo de vida sedentario, podem ser
destacados por serem o0s principais fatores responsaveis pelo drastico aumento
da incidéncia de obesidade nos ultimos anos (Hill et al., 2003; Nestel et al., 2007,
Watanabe, Hojo e Nagahara, 2007; Selassie e Sinha, 2011). A obesidade
representa ndo s6 uma preocupacao de saude publica devido a sua repercussao
nos gastos publicos (Carvalho et.al, 2013; Enes e Slater, 2010; Akagiri et al.,
2008), mas também leva a complicacdes graves, como doenca cardiovascular,
diabetes e cancer (Poirier, 2008; Lin et al., 2011; Wang et al., 2014). O figado é
um dos orgaos do corpo mais afetados pela obesidade, o que leva a doenca
hepatica gordurosa nado alcodlica (DHGNA) (Farrell e Larter, 2006). DHGNA é
uma condicdo patoldgica, que inclui aspectos de danos no figado que vao desde
a simples esteatose a esteato-hepatite, fiborose avancada, e progressdo para
cirrose (Adams et al., 2005).

A patogénese da DHGNA parece envolver dois processos (Dowman,
Tomlinson e Newsome, 2010; Day e James, 1998). O primeiro é a esteatose que
se acredita ser provocada por resisténcia a insulina e o segundo envolve estresse
oxidativo resultando na progresséo da doenca (Wang et al., 2014). A dieta rica em
acidos graxos saturados esta associada com o aumento do nivel de acidos graxos
livres circulantes que constitui o principal fator de risco para o desenvolvimento de
esteatose hepatica (Xin et al.,, 2014) e a retencdo de lipidios nos hepatdcitos,
principalmente sob a forma de triglicérides, aumentam a vulnerabilidade do figado
para oxidantes (Demori et al., 2006), contribuindo para o estresse oxidativo. Além
disso, o aumento de citocinas pro-inflamatorias tem sido implicado na patogénese
de esteatose hepatica e na contribuicdo para o aumento do risco de carcinoma
hepatocelular (Wang et al., 2014). Por conseguinte, a atenuacdo da acumulacao
de lipidos, danos oxidativos, e a inflamacdo associada com a obesidade é
esperado exercer efeitos benéficos e, assim, ser uma nova estratégia terapéutica
potencial para a doenca.

O exercicio fisico tem sido associado a melhora do sistema de defesa

antioxidante e diminuicdo no dano oxidativo em diferentes tecidos em condi¢gbes
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patologicas diversas (Tuon et al., 2010; Menegali et al., 2009; Coelho et al., 2010;
Frederico et al., 2009 Sakurai et al.,, 2009), bem como € destacado como
importante fator na reducdo da obesidade (Buettner et al., 2007; Gomez-Cabrera
et al., 2008). No entanto, ainda é preciso elucidar qual a intensidade ideal do
exercicio na obesidade para reduzir gordura corporal e para tratar as
complicacBes, como a esteatose hepatica, oriundas da obesidade.

Estudos mostram que os efeitos benéficos do exercicio na DHGNA, em
parte, acontecem por mecanismos metabdlicos, como mudancas
cardiorrespiratérias e no metabolismo oxidativo (Van der et al.,2009).
Camundongos em treinamento, alimentados com dieta hiperlipidica,
apresentaram reducdo na expressdo de enzimas lipogénicas e aumento na
fosforilacdo de acetil-CoA carboxilase (Cintra et al.,, 2012), o que resultou na
reversdo da esteatose, enquanto o treinamento com ratos obteve reducdo na
glicemia, insulina, triglicerideos e acidos graxos livres, quando comparado ao
grupo sedentario, apresentando reducdo da esteatose hepética (Rector et al.,
2008).

Além disso, o0 exercicio estimula a captacédo e oxidacdo de &cidos graxos
pelo musculo (Van der et al.,2009) o que permite reduzir o acimulo de lipideos
pelo figado (Bonen el al.,, 2004). Considerando a importancia do musculo
esquelético no metabolismo, principalmente em exercicio, no qual o consumo de
oxigénio (Silva et al., 2009) e a oxidacdo de acidos graxos (Van der et al.,2009)
aumentam consideravelmente, ao avaliar estresse oxidativo em modelos de
treinamento, o musculo é um 6érgdo importante para andlise. Assim, o0 objetivo
deste trabalho foi avaliar o efeito de diferentes intensidades de exercicio no perfil
lipidico/morfolégico hepatico, estresse oxidativo hepatico e muscular de

camundongos induzidos a obesidade por dieta hiperlipidica.

2. Métodos

2.1 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss, machos, com cinco semanas de

idade, massa corporal = 27,3 + 1,2 gramas, obtidos do Centro de Experimentacéo

43


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=van%20der%20Heijden%20GJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19808855
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=van%20der%20Heijden%20GJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19808855
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=van%20der%20Heijden%20GJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19808855

Animal (CEBEA) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU) e mantidos no
mesmo local. Os animais tiveram livre acesso a dieta e dgua e foram mantidos
individualmente em gaiolas de dimensdes 30x20x13cm, em ambiente com ciclos
de luminosidade de 12 horas (7:00 as 19:00) e temperatura controlada (24 a
26°C). O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFU
(CEUA/UFU) com protocolo de numero 063/11.

2.2 Delineamento experimental e dieta

Inicialmente os animais foram divididos em 2 grupos experimentais: grupo
controle, que recebeu dieta padrdao (DP), e grupo obeso, que recebeu dieta
hiperlipidica (DH). Os animais permaneceram com as respectivas dietas durante
todo o experimento. Apds oito semanas, os grupos DP e DH foram divididos em
trés grupos: sem exercicio (SEX), exercicio de baixa intensidade (EXB) e
exercicio de moderada intensidade (EXM), cada grupo contendo 6 animais
(Figura 1).

Para inducdo da obesidade, os animais dos grupos obesos foram
alimentados com dieta hiperlipidica, com 59% do conteudo cal6rico em forma de
gordura. Os animais dos grupos controle foram alimentados com dieta padrao
com 9% do fornecimento calérico sob a forma de gordura. Os componentes e
percentuais de cada componente da dieta padrdo e da dieta hiperlipidica estéo

listados na tabela 1. A composicdo energética das dietas esta listada na tabela 2.

2.3 Evolucao Ponderal, ganho de peso acumulado e adiposidade

Os animais foram pesados semanalmente, em balanca semi-analitica, para
avaliar a evolucédo ponderal. No dia que antecedeu ao sacrificio os animais foram
pesados para a mensuragao do peso corporal final. O ganho de peso acumulado
foi obtido pela diferenca entre os pesos final e inicial de cada animal. Apds o
sacrificio, o tecido adiposo epididimal e figado foram retirados e pesados. O

musculo gastrocnémio também foi retirado para analise.
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2.4 Treinamento

O treinamento foi realizado durante 7 semanas, as 7 horas da manha com
o ambiente escuro, respeitando o ciclo do animal, 5 vezes por semana, com
duracédo de 1 hora cada sessédo. A primeira semana foi de adaptacdo ao meio
liquido, que consistiu na natagdo sem carga por 10 minutos 5 vezes na semana. A
adaptacdo e o treinamento foram realizados em um aquario com as seguintes
dimensdes: altura de 280 mm, comprimento 900 mm e largura 300 mm, divididos
em 12 compartimentos de dimensbes 150 x 150 mm, a fim de alojar cada
camundongo individualmente.

ApoOs a semana de adaptacdo, os animais dos grupos exercicio de baixa e
moderada intensidade foram submetidos ao protocolo de carga progressiva até
exaustdo para determinacdo da carga de treino. O teste foi realizado
individualmente, com agua a temperatura de 32 + 3°C (Evangelista et al., 2003).

O teste incremental consistiu no acréscimo de carga de 2% do peso
corporal a cada 3 minutos até a exaustdo do animal, iniciando o teste ja com 2%
atado a cauda (Almeida et al., 2009). Uma vez afixada a sobrecarga, o
camundongo era lancado a agua e disparava-se o crondbmetro. Foi caracterizada
exaustao a permanéncia do animal submerso por 4 segundos e com mudanca no
padréo do nado (Almeida et al., 2009).

Os animais do grupo exercicio de moderada intensidade realizaram o
treinamento com 50% da carga atingida no teste incremental, enquanto o grupo
exercicio de baixa intensidade ndo teve acréscimo de carga a cauda, durante as 7

semanas de treinamento.

2.5 Eutanasia

Apoés as 16 semanas de experimento, com 24 horas da ultima sesséo de
treino, apos jejum de 4 horas, sob anestesia (diazepan, cetamina e xilazina —
1:2:2 0,20mL/25g de peso corporal), os animais foram eutanaziados para a coleta
dos tecidos. Os tecidos (figado, tecido adiposo epididimal e musculo -
gastrocnémio) foram retirados dos animais, perfundidos com tampéao fosfato

(50mM pH 7,4), secos em papel filtro, pesados e armazenados a -80°C para as
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andlises posteriores. Parte do figado (lobo direito) e do tecido adiposo epididimal
foi colocada em formol 10% para analise histologica.

2.6 Analise morfologica e morfométrica

Apés fixacdo os fragmentos de tecido adiposo e hepatico foram
processados rotineiramente, incluidos em parafina e seccionados em microétomo a
5um de espessura. Os cortes foram entdo corados com hematoxilina e eosina e
analisados em microscopia de luz.

A analise morfométrica do tecido adiposo foi feita no programa de analise
de imagens imageJ versdo 1.47 (Wayne Rasband National Institute of Health,
USA). O software foi calibrado para analises de medidas de imagens geométricas
utilizando imagem com objeto de tamanho conhecido (régua de calibracdo de
1mm - Lamina Micrométrica Divisdo 0,01mm, marca PZO). As células do tecido
adiposo analisadas foram selecionadas pela técnica de amostragem consecutiva,
ndo probabilistica. Para utilizacdo dessa técnica cada imagem foi dividida em 99
guadrantes. Em seguida os quadrantes foram convertidos em oitenta (80) pontos
gue formavam oito linhas imaginarias, de 10 pontos cada (quando interligados
horizontalmente da esquerda para direita), cada ponto representava a interseccao
de quatro quadrantes. Assim, os adipécitos foram selecionados segundo os
seguintes critérios: adipOcitos que apresentavam o ponto de interseccdo dos
guadrantes o mais proximo do centro da célula, selecionados da esquerda para
direita e da primeira a oitava linha imaginéria. Em cada imagem foram analisadas

20 células.

2.7 Perfil lipidico hepéaticos

Os lipideos totais hepaticos foram extraidos de acordo com o método de
(Folch et al., 1957). Em resumo, 100 mg da amostra foi homogeneizada com
1900uL de solugédo cloroférmio:metanol 2:1. ApOs este procedimento, foram
adicionados 400uL de metanol ao material que foi centrifugado a 3.000 rpm,
durante dez minutos. O sobrenadante foi transferido para outro tubo (previamente

pesado) e adicionados 800uL de cloroférmio e 640uL de solu¢cdo de NaCl a
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0,73%, realizando-se nova centrifugacao a 3.000 rpm, durante dez minutos. Desta
vez, descartou-se o sobrenadante e o precipitado foi lavado por trés vezes com
600uL da solucéo de Folch (3% de cloroformio, 48% de metanol, 47% de agua e
2% de NaCl a 0,2%). Os extratos lipidicos foram secos em estufa a 37°C e os
tubos pesados novamente. Para andlise de colesterol e triglicerideos o extrato
lipidico foi suspenso em 500uL de isopropanol e foi utilizado quite enzimatico

(labtest) para as analises.
2.8 Andlise do estresse oxidativo muscular e hepético
2.8.1 Avaliacédo da peroxidacéo lipidica - TBARS

A quantificacdo de TBARS representa um método de mensuracdo de
peroxidacgéo lipidica. O método consiste na analise dos produtos da peroxidacao
lipidica (peréxidos lipidicos, malondialdeido e outros aldeidos de baixo peso
molecular) que, ao reagirem com o acido tiobarbittrico (TBA), formam bases de
Schiff, que podem ser lidas espectrofotometricamente.

A mensuracdo dos metabdlitos reativos ao TBA foi realizada pelo método
descrito por (Buege e Aust, 1978). O figado (100 mg) foi homogeneizado em
900uLde acido tricloroacético (TCA) 10% e centrifugados por 6 minutos a
10.000xg. Desta solucdo, 400uL de cada amostra foi colocado em microtubos e
foram adicionados 400uL de TCA 20%. Dessa nova diluicdo foram separados
tubos para o branco e tubos para o teste, sendo 400uL da amostra e 600uL de
acido cloridrico (HCI) 0,5M para o branco. Para o teste, 400uL da amostra e
600uL de TBA a 0,75% em HCI 0,5M e BHT 0,1mM. As amostras foram mantidas
em banho-maria (entre 90 e 95 °C) por 15 minutos e depois centrifugadas por 6
minutos a 10.000xg. O sobrenadante foi usado para leitura no espectrofotdmetro
a 532 nm e a 600nm.

Para o calculo consideramos o coeficiente de extingio molar do
malondialdeido (156 mmol.L™*.cm™). Os resultados foram expressos em nmol de

substancias reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS).g™ de tecido.
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2.8.2 - Avaliacéo de proteinas carboniladas

A presenca de proteinas carboniladas é um indicador de danos oxidativos
protéicos. Esta técnica avalia a quantidade de carbonil, que sédo produtos
resultantes do ataque dos radicais livres as proteinas utilizando 2,4-dinitrofenil
hidrazina (DNPH). Os grupos carbonil reagem com DNPH para formar 2,4-
dinitrofenil hidrazona, que absorve Iluz em 370nm. Os resultados sao
apresentados em concentracdo de proteinas carboniladas por nanomol de
proteina.

Do homogenato preparado para andlise de peroxidacéo lipidica (100 mg de
figado em 900ul de TCA 10%) foi utilizado o precipitado, ap6s centrifugacdo (6
minutos a 10.000xg), para dosagem de proteina carbonilada. Foram separados
dois microtubos contendo o precipitado em mesma quantidade, sendo, um
destinado ao teste (adicionado 0,5mL de DNPH 10mM em HCI 2M) e outro ao
branco (0,5mLde HCI 2M) (Fields e Dixon, 1971; Levine et al., 1990).

O precipitado foi dissolvido e o0s microtubos mantidos por 1h em
temperatura ambiente e no escuro. Apés esse processo, foi adicionado 500uLde
TCA 20%, para retirar excesso de corante, lipidios e precipitar proteinas. Foram
mantidos em gelo por 10 minutos, para, entdo, realizar a centrifugagéo (6 min a
10.000xg). Em seguida, o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado
com 1 mL de etanol:acetato de etila (1:1), ressuspendendo o precipitado para
realizar nova centrifugacdo (6 min a 10.000g) da qual foi descartado o
sobrenadante. Tal etapa foi repetida 2 vezes, e em seguida foi adicionado 1 mL e
cloreto de guanidina 6M para dissolver o precipitado. No passo seguinte, as
amostras foram incubadas por 15 minutos em banho maria (37°C). Foi realizada
nova centrifugacédo (6 min a 10.000xg). Nessa centrifugacdo, dois microtubos
contendo 1,5mL da solucdo pura de cloreto de guanidina (aparentemente, nesta
solucédo, ha residuos que absorvem luz, pois a absorbancia, proxima de 370nm,
diminui apos a centrifugacdo) foram adicionados, do qual, retirou-se 800uL para
realizar a leitura, em espectrofotdmetro, a 370nm, “zerando” o equipamento com a
solucédo pura, para entdo, realizar a leitura do branco e teste (800uL a 370nm)
(Fields e Dixon, 1971; Levine et al., 1990).
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O célculo for realizado sabendo que 1mM absorve 22 mM™ (coeficiente de
absorcdo do complexo Ptn-DNPH) a 370 nm. Assim, a diferenca de absorbancia
entre teste e branco é dividida por 22 e o valor encontrado é dividido por 0,8
(volume do homogeneizado utilizado) para entdo ser multiplicado pela diluicdo e
por fim dividido pela concentracdo de proteina obtida no Bradford (Bradford,
1976).

2.8.3 Avaliacédo da atividade da catalase

A catalase € uma hemoproteina que catalisa a decomposicédo do peréxido
de hidrogénio (H.O;) em H,O e 0O,. Sua atividade foi medida através da
degradacédo do H,O, pela variacao de absorbancia a 240nm (Aebi, 1984).

As amostras foram homogeneizadas em tampao fosfato 50mM (100mg de
tecido em 900uL de tampéo), deste homogeneizado, diluiu-se 50 vezes as
amostra hepdaticas. Para o musculo nao foi feita nova diluicdo. Todas as leituras
foram feitas em cubeta de quartzo. O branco foi lido previamente as amostras,
contendo apenas tampao fosfato (890uL), em seguida, foram lidas adicionando-se
a cubeta 100pL da solucdo de trabalho (Peroxido de Hidrogénio a 30%) e, por
altimo, acrescentado 10 pL do homogeneizado para leitura da cinética. O
consumo do peroxido de hidrogénio foi monitorado durante 60 segundos,
anotando-se as absorbancias a cada intervalo de 15 segundos (Aebi, 1984).

Para determinar a atividade da catalase foi calculada a taxa liquida da
variacdo da absorbancia a 240nm ao longo do tempo (cinética); (Abs Oseg — abs
60seQ); para entdo obter a atividade na cubeta (umol/mL) dividindo a taxa liquida
da variacdo da absorbancia pelo coeficiente de extingcdo molar do substrato (H20;
= 0,04). Uma unidade (U) € a quantidade de enzima que utiliza 1pmol de
substrato por minuto e para encontrar a atividade por grama de tecido, multiplica-
se a atividade na cubeta (U/mL) pela diluicdo final. Por fim dividi-se a atividade

pela concentracdo de proteina obtida no Bradford (Bradford, 1976).
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2.8.4 - Avaliacao da atividade antioxidante total

A atividade antioxidante total foi avaliada por meio da reducéo do ferro no
estado férrico (Fe®") para o estado ferroso (Fe**) em pH &cido, formando o
complexo ferro-tripiridiltriazina (Fe** TPTZ) de coloracéo azul intensa, mensurado
espectofotometricamente a 593 nm (Benzie e Strain, 1996). Os reagentes
incluem tampéo acetato de sédio (300 mmo/L pH 3,66), e 16 mL de C,H4O; por
litro de tamp&o; 10 mmol . L* de TPTZ preparado em HCL a 40 mmol.L™* e cloreto
férrico (FeCl;.6H,0) a 20 mM, preparado no tampéo acetato de sddio (300 mM. L~
! pH 3,6). O reagente de trabalho foi preparado adicionando-se 25 mL de tamp&o
acetato de soédio, 2,5 mL da solugcdo de TPTZ e 2,5 mL da solucdo de
FeCl;.6H,0, sendo aquecido a 37°C por cinco minutos. Na microplaca foram
adicionados 10 pL da amostra, 25 pL de agua destilada e 250 uL do reagente de
trabalho, incubados a 37°C por seis minutos. A absorbancia foi mensurada em
espectofotbmetro a 593 nm utilizando uma leitora de microplaca. A atividade
antioxidante total foi calculada, baseada na curva padréo, construida a partir de
trolox, nas concentragcbes de 1000, 800, 400, 200 e 50 uM. Os reagentes foram
preparados imediatamente antes do experimento.

2.9 Andalise Estatistica

Os resultados foram expressos em média e erro padrdo. O teste de
Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para verificar a distribuicdo normal das
amostras. A diferenca entre os grupos foi realizada por ANOVA One-Way,
seguida do pés-teste de Tukey. Para verificar o efeito do exercicio, foi utilizado o
pos-teste de Dunnett, sendo o grupo SEX-DP controle dos grupos DP e o grupo
SEX-DH, controle dos grupos DH. Para verificar o efeito da dieta o grupo SEX-DP
foi controle do grupo SEX- DH. Um nivel de significancia de 0,05 foi estabelecido.
As andlises foram realizadas através do programa GraphPad Prism versdo 5.00

para Windows, GraphPad Software, San Diego California USA.

50



3. Resultados

3.1. Evolucao ponderal e ganho de peso acumulado

A Figura 2 mostra a evolucdo (A) e o ganho de peso acumulado (B) dos
animais ao longo do periodo experimental. Os animais alimentados com dieta
hiperlipidica (DH), apresentaram maior ganho de massa corporal quando
comparados aos animais alimentados com dieta padrao (DP). Destes, os animais
alimentados com dieta hiperlipidica que n&o realizaram exercicio (SEX-DH),
apresentaram maior ganho de peso durante todo o periodo experimental. Foi
observada diferenca apenas no efeito da dieta para tais variaveis, uma vez que 0
grupo SEX-DH apresentou peso final e ganho de peso maior que o grupo SEX-DP

(p<0,01), ndo foi observado efeito do treinamento.

3.2 Avaliacédo do peso do figado e tecido adiposo

A tabela 3 mostra o peso do tecido adiposo epididimal e do figado dos
animais dos diferentes grupos experimentais. O peso do tecido adiposo dos
camundongos alimentados com dieta hiperlipidica foi maior que dos alimentados
com dieta padrao. Observamos efeito da dieta, jA que houve diferenca entre os
frupos SEX-DP e SEX-DH (p<0,001). Os grupos exercicio de moderada e baixa
intensidade ndo apresentaram diferenca em relacdo aos grupos sem exercicio de
seus respectivos grupos. Para o peso do figado, foi encontrado diferenca apenas
entre 0 grupo EXM-DP e o SEX-DH, o segundo apresentando maior peso. O

exercicio ndo apresentou efeito sobre estes parametros.

3.3 Anélise morfométrica do tecido adiposo e efeito do treinamento

As analises histologicas e morfométricas ilustram e comprovam que houve
expansdo do tecido adiposo, uma vez que o tecido adiposo de todos 0s grupos
com dieta hiperlipidica apresentou perimetro (p<0,001) e area (p<0,001) dos
adipdcitos maiores em comparacdo aos grupos com dieta padréo (Figura 3). O

exercicio, em nenhuma das intensidades realizadas, foi capaz de reduzir a area e
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perimetro dos adipdcitos. Verificamos apenas efeito da dieta, uma vez que o
grupo SEX-DH apresentou maior area e perimetro dos adipdciotos que o0 grupo

SEX-DP (p<0,001), ndo foi observado efeito do treinamento.

3.4 Parametros lipidicos e de estresse oxidativo hepatico e muscular

Nos animais com dieta hiperlipidica a quantidade de lipideos totais e
triglicerideos foi maior (Tabela 4). A histologia do tecido evidencia a presenca de
esteatose hepatica nos grupos com dieta hiperlidica, mesmo que a mesma esteja
atenuada no grupo EXM-DH (Figura 4). Os dados mostram efeito da dieta e do
exercicio para lipideos totais (Tabela 4), uma vez que houve diferenca entre os
grupos SEX-DP e SEX-DH (p<0,001) e, também, entre SEX-DH e EXM-DH
(p<0,01). Quanto aos trigligerideos, foi observado apenas efeito da dieta (SEX-DP
e SEX-DH; p<0,001).

Com relacdo as analises bioquimicas de estresse oxidativo no figado,
observamos, na andlise entre grupos, que o grupo EXM-DH apresentou
peroxidacao lipidica (TBARS — Figura 5A), maior que os grupos EXM-DP (p <
0,001), EXB-DP (p < 0,01), SEX-DP (p < 0,001) e ESC-DH (p < 0,05). Ao avaliar o
efeito do exercicio, foi encontrada diferenca entre SEX-DH e EXM-DH (p<0,01),
com maior peroxidacao lipidica do grupo exercicio de moderada intensidade. Para
analise de dano proteico (proteina carbonilada — Figura 5 B) néo foi encontrada
diferenca entre os grupos, nem efeito da dieta e do treinamento. A analise da
atividade da catalase (Figura 6 A) mostra maior atividade da enzima no grupo
EXM-DP em relacdo ao EXM-DH (p < 0,01), EXB-DH (p < 0,001) e SEX-DH (p <
0,001), enquanto que a analise da atividade antioxidante total (FRAP — Figura 6
B) ndo apresentou diferenca entre os grupos, néo foi encontrado efeito da dieta e
do treinamento.

As analises de estresses oxidativo no musculo apontam diferenca da
peroxidacao lipidica (TBARS — Figura 7 A) entre o grupo EXM-DP e SEX-DH (p <
0,05) e pela proteina carbonilada (Figura 7 B) entre SEX-DP e EXM-DH (p <
0,05), em que os grupos DP, EXM-DP e SEX-DP, apresentaram menor dano
lipidico e proteico, respectivamente. Observamos efeito da dieta na peroxidacéo

lipidica muscular, uma vez que a mesma foi maior no grupo SEX-DP em relacao
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ao grupo SEX-DH (p<0,01). A atividade da enzima catalase nao foi diferente entre
grupos, no entanto, a atividade antioxidante total (FRAP — Figura 8 B) foi maior no
grupo EXM-DP em relacdo ao EXM-DH (p < 0,01), EXB-DH (p < 0,01) e SEX-DH
(p < 0,01). Foi observado efeito do exercicio apenas no grupo dieta padrdo para
atividade antioxidante total (FRAP), com diferenca entre SEX-DP e EXM-DP
(p<0,01).

4. Discussao

A gordura dietética é um dos fatores ambientais mais importantes
associados com a incidéncia de obesidade e outras doengas como cancer,
diabetes e doencas cardiovasculares. Estudos mostram que a oferta de dietas
hiperlipidicas tem influéncia no aumento do peso corporal, no armazenamento de
gordura, no teor de triglicerideos hepaticos e na frequéncia de esteatose hepatica
(Hsu e Yen 2007), assim como aumento na producéo de radicais livres (Huang e
Fwu, 1992; Turpeinen et al., 1995), sem adaptacdo enddgena antioxidante
(Greathouse et al., 2005; Noeman et al., 2011), fatores que contribuem para o
guadro de estresse oxidativo.

Neste estudo, o treinamento ndo foi suficiente para reduzir o maior ganho
de massa corporal e de tecido adiposo causado pela dieta hiperlipidica. Contudo,
€ importante destacar efeitos benéficos do exercicio, mesmo sem reducdo de
peso e de tecido adiposo, tais como a reducdo na expressdo de marcadores
inflamatérios (Kawanishi et al., 2010) e a reducdo da esteatose hepatica. Uma vez
que verificamos reducdo da esteatose hepatica no grupo exercicio de moderada
intensidade, assim como no estudo realizado por Goncalves et al. (2014), o qual
destaca que este fendtipo protetor do exercicio, parece ser mediado, pelo menos
em parte, pelas alteracdes favoraveis na integridade da membrana mitocondrial e
por uma modulacéo positiva da B-oxidacdo. No entanto, tais respostas ocorreram,
tanto em nosso trabalho, quanto no do Gongalves et al. (2014), apenas nos
grupos com intensidade moderada, enfatizando a importancia do papel da
intensidade do exercicio contra efeitos deletérios da esteatose hepatica.

Entretanto, o treinamento de moderada intensidade aumentou a

peroxidacao lipidica hepatica no grupo que ingeriu dieta hiperlipidica, dados que
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corroboram com estudo de Burneiko et al. (2006), que encontrou aumento da
peroxidacdo lipidica e reducédo de antioxidantes no figado de roedores que
realizaram exercicio e ingeriram dieta hiperlipidica. Sem avaliar o parametro
exercicio, estudo de Noeman et al., (2011), mostrou a dieta hiperlipidica como
fator para aumento do dano oxidativo e reducdo da atividade de enzimas
antioxidantes no figado. Tém sido descrito em pacientes com doenca hepética
gordurosa néo alcodlica: morfologia mitocondrial anormal e stress oxidativo, assim
como defeito na sintese de ATP (Cortez-Pinto et al, 1999;. Perez-Carreras et al.,
2003). Estudos tém demonstrado (Mantena et al., 2009; Gongalves et al. 2014),
que a alimentacdo rica em gordura (induzida) causa disfuncdo respiratoria
mitocondrial, por comprometimento dos complexos da cadeia de transporte de
elétrons. Assim, apesar do treinamento, a manutencdo da dieta hiperlipidica
parece contribuir para a peroxidacéo lipidica aumentada.

No musculo, o dano oxidativo protéico foi maior no grupo EXM-DH. Assim
como no figado, o aumento da atividade antioxidante ocorreu apenas no grupo
EXM-DP. O conteudo da dieta parece desempenhar papel importante, também,
na peroxidacao lipidica muscular, uma vez que encontramos diferenca entre SEX-
DP e SEX-DH. Considerando que as enzimas antioxidantes parecem responder
de maneira adaptativa ao exercicio, elevando suas atividades no musculo (Oh-ishi
et al., 1997; Pereira et al., 1994; Silva et al., 2009; Terblanche, 2000), mas que tal
adaptacdo ocorre em resposta a pequena producdo de EROs oriunda do
exercicio (Pinho et al., 2006), uma vez que a dieta hiperlipidica esta associada a
danos oxidativos e reducéo da atividade de enzimas antioxidantes, e a obesidade
estd associada a inflamacao devido ao aumento de citocinas pro-inflamatérias e
consequente aumento na producdo de EROs (Harwood, 2012; Lofrano-Prado et
al., 2009; Wang et al., 2014), tais fatores podem ter contribuido para maior dano

oxidativo no musculo.

5. Concluséao

Os resultados deste estudo sugerem que o conteudo da dieta parece ser
importante na peroxidagéo lipidica muscular, uma vez que encontramos diferencga

entre SEX-DP e SEX-DH na peroxidacao lipidica muscular. O exercicio de
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moderada intensidade foi importante na reducdo da esteatose hepatica e do
conteudo lipidico total deste tecido, mas nédo foi eficiente na reducdo de massa
corporal e tecido adiposo, assim como ndo reduziu danos oxidativos hepéaticos e

musculares.
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Figura 1. Desenho Experimental.
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Figura 2. Evolucao ponderal e ganho de peso acumulado
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Figura 2. Evolucao ponderal (A) e avaliagdo do ganho de peso acumulado (B), representados pela
média * erro padrdo. SEX-DP: controle sem exercicio; SEX-DH: obeso sem exercicio; EXB-DP:
controle exercicio de baixa intensidade; EXB-DH:obeso exercicio de baixa intensidade; EXM-DP:
controle exercicio de moderada intensidade; EXM-DH:obeso exercicio de moderada intensidade.
“a’p<0,05, diferente do EXM-DP; “b” p<0,05, diferente do EXB-DP; “c” p<0,05, diferente do SEX-
DP.
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Figura 3. Histologia do tecido adiposo
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Figura 3. Histologia do tecido adiposo SEX-DP (A), SEX-DH (B), EXB-DP (C), EXB-DH (D), EXM-
DP (E) e EXM-DH (F). Lente de 10 vezes. Analise morfol6gica da area (G) e do perimetro (H) de
adipdcitos. representados pela média + erro padrao. SEX-DP: controle sem exercicio; SEX-DH:
obeso sem exercicio; EXB-DP: controle exercicio de baixa intensidade; EXB-DH:obeso exercicio
de baixa intensidade; EXM-DP: controle exercicio de moderada intensidade; EXM-DH:obeso
exercicio de moderada intensidade. “a” p<0,05, diferente do EXM-DP; “b” p<0,05, diferente do
EXB-DP; “c” p<0,05, diferente do SEX-DP.
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Figura 4. Histologia hepatica
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Figura 4. Fotomicrografias representativas das les6es hepéticas: SEX-DP (A), SEX-DH (B), EXB-
DP (C), EXB-DH (D), EXM-DP (E) e EXM-DH (F). Aumento de 40X corados com HE.
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Figura 5. Dano oxidativo hepatico
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Figura 5. Dano oxidativo hepatico. Peroxidagéo lipidica — TBARS (A); dano proteico — proteina
carbonilada (B), representados pela média + erro padrdo. SEX-DP: controle sem exercicio; SEX-
DH: obeso sem exercicio; EXB-DP: controle exercicio de baixa intensidade; EXB-DH:obeso
exercicio de baixa intensidade; EXM-DP: controle exercicio de moderada intensidade; EXM-
DH:obeso exercicio de moderada intensidade. “a” p<0,05, diferente do EXM-DP; “b” p<0,05,
diferente do EXB-DP; “c” p<0,05, diferente do SEX-DP; “d” p<0,05, diferente do EXM-DH.
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Figura 6. Defesa antioxidante hepética
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Figura 6. Defesa antioxidante hepético. Atividade da Catalase (A); Atividade antioxidante total -
FRAP (B), representados pela média £ erro padrao. SEX-DP: controle sem exercicio; SEX-DH:
obeso sem exercicio; EXB-DP: controle exercicio de baixa intensidade; EXB-DH:obeso exercicio
de baixa intensidade; EXM-DP: controle exercicio de moderada intensidade; EXM-DH:obeso

exercicio de moderada intensidade. “a” p<0,05, diferente do EXM-DP.
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Figura 7. Dano oxidativo muscular
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Figura 7. Dano oxidativo muscular. Peroxidacao lipidica — TBARS (A); dano proteico — proteina
carbonilada (B), representados pela média + erro padrédo. SEX-DP: controle sem exercicio; SEX-
DH: obeso sem exercicio; EXB-DP: controle exercicio de baixa intensidade; EXB-DH:obeso
exercicio de baixa intensidade; EXM-DP: controle exercicio de moderada intensidade; EXM-
DH:obeso exercicio de moderada intensidade. “a” p<0,05, diferente do EXM-DP; “c” p<0,05,

diferente do SEX-DP.
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Figura 8. Defesa antioxidante muscular
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Figura 8. Defesa antioxidante muscular. Atividade da Catalase (A); Atividade anti-oxidante total -
FRAP (B), representados pela média + erro padrao. SEX-DP: controle sem exercicio; SEX-DH:
obeso sem exercicio; EXB-DP: controle exercicio de baixa intensidade; EXB-DH:obeso exercicio
de baixa intensidade; EXM-DP: controle exercicio de moderada intensidade; EXM-DH:obeso
exercicio de moderada intensidade. “a” p<0,05, diferente do EXM-DP; “c” p<0,05, diferente do
SEX-DP.
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Tabela 1. Composicéo (g) das dietas

Ingredientes Dieta Dieta
Padréo (g) Hiperlipidica (g)

Amido 467,5 115,5
Caseina 200,0 200,0
Amido de milho 132,0 132,0
Sacarose 100,0 100,0
Oleo de soja 40,0 40,0
Banha de porco - 312,0
Celulose microfibra (fibra) 50,0 50,0
Mistura de minerais 35,0 35,0
Mistura de vitaminas 10,0 10,0
L-cistina 3,0 3,0

Total 1000 1000

Tabela 2. Proporc¢éao cal6rica das dietas

Dieta Padrao

Dieta Hiperlipidica

Carboidrato
Proteina
Gordura Total

Calorias/g dieta

71%
20%

3,96

26%
15%
59%
5,36
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Tabela 3. Massa corporal e de tecidos

Pardmetro SED-DP SED-DH ESC-DP ESC-DH EX-DP EX-DH
Massa inicial (g)  27,31+0,47 27,65+0,34 27,0440,58  27,124#0,67  27,68+0,34  27,50+0,67
Massa final (g) 43,45+ 1,21 60,85+4,76*>>° 40,98+0,79  54,52+4,81%  38,48+0,84  54,06+2,54°
Massa figado (g) ~ 1,99+0,61  3,01+0,87*°  1,80+0,09 2,46%0,91 1,61+0,03 2,58+0,47
Massa tecido 1,31+ 0,24  3,19+0,43*™°  0,71+0,08 2,82+0,25*™°  0,62+0,02  2,49+0,17*"°¢

Adiposo (g)

Os valores estao representados como média + erro padrdo. SEX-DP: controle sem exercicio; SEX-

DH: obeso sem exercicio; EXB-DP: controle exercicio de baixa intensidade; EXB-DH:obeso

exercicio de baixa intensidade; EXM-DP: controle exercicio de moderada intensidade; EXM-

DH:obeso exercicio de moderada intensidade. “a” p<0,05, diferente do EXM-DP; “b” p<0,05,

diferente do EXB-DP; “c” p<0,05, diferente do SEX-DP.

Tabela 4. Perfil lipidico figado

Pardmetro SED-DP SED-DH ESC-DP ESC-DH EX-DP EX-DH
Lipideos totais figado (mg) 5,62+ 0,48 18,77+2,41%"°¢ 3,90%0,58 13,85+1,65*>°  4,07t0,09  12,08+2,27 >
Colesterol figado (mg/dL) 83,08+ 17,21 52,98+ 1,73 77,0343,14 69,94+7,24 68,78+2,30 58,33+3,59
Triglicerideos figado (mg/dL) 160,60+ 23,55 1455+ 130,30>™°  172,20+33,86  990,5¢166,4°"° 115,3+11,93 1103%+253,9%>°

Os valores estao representados como média + erro padrdo. SEX-DP: controle sem exercicio; SEX-

DH: obeso sem exercicio; EXB-DP: controle exercicio de baixa intensidade; EXB-DH:obeso

exercicio de baixa intensidade; EXM-DP: controle exercicio de moderada intensidade; EXM-

DH:obeso exercicio de moderada intensidade. “a” p<0,05, diferente do EXM-DP; “b” p<0,05,
diferente do EXB-DP; “c” p<0,05, diferente do SEX-DP, “d” p<0,05, diferente do SEX-DH.
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ANEXOS

ANEXO 1 — Parecer do comité de ética e pesquisa
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@ Umversidade Federal de Uberlindia

Pro-Reitoria de Pesquisa & Pos-GiratuagSo
Comasado de Elica na Ulnlizagio de Ammaus (CEUA)
Avenida Jodo Maves de Avila, n*. 2160 - Bloco A, sala 224 - Campus Santa Monica - Uberkandzs-MO
CEP 38400-08% - FONEFAX (34) 3239433504131 ; e-maslceua@propp.ufu_br; www.comissoes propp. ufube

FORMULARIO PARA SOLICITACAO DE ADENDO E/AOU MUDANCA EM PROJETO

Titulo do Projeto: Resposta astrocitdria no hipotilamo de animais submetidosa dieta hiperlipidica
¢ exercicio acrébico

N" de registro na CEUA: 063/11

Autor principal: Renata Graciele Zanon

A) Metodologia original descrita no projeto:

Material & método

O wreinamento serd realizado no CEBEA e os procedimentos para extragio ¢ processamento do
cérebro serio realizados no labomatério de neurociéncia localizado no setor de anatomia humana
(bloco 2A térreo). O corte do material congelado serd realizado no laboratdrio de histologia no
bloco 2B 17 andar.

Serio utilizados 30 camundongos Swiss machos estocados no biotério da Universidade Federal de
Ubherlindia (CEBEA). em condigbes de temperatura {2241 *C), ciclo clarofescuro de 12 em 12
horas, com livre acesso & dieta apds o desmame (4 semanas) ¢ dgua. s animais serio pesados a
partir do acesso & dieta ¢ submetidos ao exercicio aqudtico a partir da 7 semana de vida. Os grupos
serido divididos da seguinte maneira: 5 camundongos sedentirios com dieta nommal (DN = dieta
normal), 5 sedentirios com dieta rica em gordura saturada (DG = dieta “gorda™), 5 animais
submetidos ao exercicio fisico aquitico com DG e 5 animais submetidos ao exercicio fisico com
DX, 5 animais submetidos ao ambiente aquéitico (placebo) com DN ¢ 5 animais submetidos ao
ambiente aquéitico com DG

Ap realizarmos o treinamento fisico, obedeceremos um protocolo de atividade fisica aquéitica,
onde serd realizado em um tangue de vidro de altura de 300mm, 350mm de comprimento e 300mm
de largura ¢ com temperatura da dgua entre 32+3°C, a ser realizado 3 vezes por semana, durante 12
semanas, com tempo inicial de 15 minotos. progredindo de 5 em 5 minutos até atingir &0
minutos {foi anexado um peso de 2.5% da massa corporal do camundongo, em sua cauda, afim de
garantir a efetividade da natagio).

Para induzir o ganho de massa corporal (obesidade), serd utilizado o seguinte protocolo de dieta
hiperipidica, considerando valores aproximados de 1.4% de gordura saturada para dicta padrio ¢
1¥% para dicta rica em gordura saturada:

Controle Hiperlipidica

Ingredientes @ rica em
saturados (g)

Amido 4675 1155

Caseina 200.0 200,0
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Amido de Milho dextrinizado 1320 1320

Sacarose 10000 10H, 0
Olen de soja 40,0 40,0
Banha de porco - 3120
Celulose microfibra {fibra) 50,0 S0
Mistura de minerais 35.0 350
Mistura de vitaminas 10,0 10,0
L-cisting 3 3
Bitartarato de colina 2.5 25
Toital 1000 1000

s animais serdo submetidos 3 cutandsia através de overdose de anestésico (cetamina e xilazina,
I:1, Vlulig). O animal seri perfundido transcardiacamente com 200 ml de tampdo fosfato (FB.
0.1M, pH 7.4, Nutricell, Brasil) e, posteriormente. fixado com 20 ml de solugio fixadora de
formaldeido 4% em PB 0, 1M, pH 7 4. O cérebro dos animais serd extraido e dissecado, emblocado
e fatiado com espessura de 12 pm. As laminas prontas, contendo os cortes histolgicos de cérebro
serio estocadas a -20°C até a realizagiio da téenica de imunohistoguimica.

B) Adendo ou modificacio a ser executada na metedologia original:
Por meio deste presente adendo venho solicitar 2 altersgdes:

1} Utilizagho de 30 animais para repetico dos experimentos.
2} estudo de outros tecidos (descritos abaixo) retirados dos animais apis cutandsia.

() Justificativa do autor para solicitacioe de adendo efou modificacio no projeto:

A primeira justificativa bascia-se no fato de que a variabilidade de resposta dos 300 animais,
alecados em & grupos, foi muito diversificada. Diante disso, uma alternativa seria aumentarmos o
nimero de individaos por grupo de 5 para 10, Cutra questdo € gque conseguimos auxilio financeiro
através de edital universal CNPyg e nele constava ouira técnica que nio utilizania tecidos fixados
em formaldeido. necessitando, portanto de novos animais para a realizagio desse procedimento
denominado western blotting. Dessa forma, sumentando mais 5 animais por grupo, atendemos a
necessidade de sumento de n para diluirmos a heterogeneidade de respostas comportamentais ao
exercicio ¢ atendemos a demanda da aplicagio da dosagem de proteinas através de western
hlbotting.

Sabendo-se que a obesidade £ uma doenga considersda epidemia mundial & que ainda nio possui
tratamento cficiente, aliado ao atual conhecimento de que a obesidade ¢ vista como uma
inflamagio sisiémica, ou seja. afeta muitos tecidos do organismo, e ainda, considerando que os
procedimentos desse projeto constituem experimentos longos, trabalhosos e caros (administragio
de dieta especial comprada durante 4 meses, treinamento didno durante 2 meses) apos cutandsia
dos animais, além do encéfalo, foram extraidos outros tecidos com o intuido de se estudar as
resposta de todo o organismo desses animais frente & alimentagio rica em gordura e pritica de
atividade fisica. Dessa forma, retirou-se rins, pulmdes, misculos tbials ¢ gastrocnémio bilaterais,
figado, sangue. gordura periepididimal, préstata, intestino ¢ coragiio. Esse material estd mantido
congelado ou fixado para futuras andlises que venho pedir permissio através desse adendo. Nesse
sentido outros pesquisadores/docentes da UFLU estario envolvidos com esses procedimentos
conforme segue shaixo:
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Profa. Dra. Tatiana Carla Tomicsso (Setor de Histologia/TCBIM) utilizard tenddes dos midsculos
recolhidos para andlise histoldgica e dosagem de coldgeno.

Profa. Dra. Fernanda de Assis Amadjo (Setor de Ciéncias Fisioldgica/ICBIM) wtilizard o sangue
para dosagem de citocinas ¢ fard a morfologia do miisculo tibial.

Profa. Dra. Francoise Botelho (Setor de Bioquimica/INGEB) realizari dosagens bioquimicas,
perfil lipidico e histologia de figado. dosagens bioguimicas da gordura. dos rins, pulmdes e
misculos tbiais, e ainda, histologia ¢ imunoistogquimica do intestino.

FProfa. Dra. Danicle Ribeiro Lisboa (Sctor de Histologia/ICBIM) estudard as prostatas desscs

Prof. Dr. Alexandre Antonio Vieira (Seior de Ciéncias FisiologicaTCBIM} realizard andlise
morolégica ¢ verficagio de uma possivel hipertrofia do miccardio.

Data: 23/04/2004
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Assinatura do autor principal
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@ Universidade Federal de Uberldndia
Pré-Raitoria de Pasquisa e Pds-G
Comissio de Etica na Ltiliza¢do de Animais (CELA)
Avenida Jodo Maves de Avila, n®. 2160 - Bloco A, sala 224 - Campus Santa
Ménica - Uberindia-MG -
CEP 38400-08% - FONE/FAX {34) 32354131, e-mail:ceva@propp.ufu_br;
WWW.COMISS0es propp.ufu.br

AMALISE FINAL MN° 035/14 DA COMISSAO DE ETICA NA UTILIZAGAD DE
AMNIMAIS PARA O PROTOCOLO REGISTRO CEUAMUFU 083111

Projeto Pesgulsa: “Resposta astrocitdria no hipotalameo de animals submetidos
4 dieta hiperlipidica e exercicio aerdbico™.

Pesquisador Responsdvel: Renata Graciele Zanon

0 adendo ndo apresenta problemas de ética nas eondutas de pesquisa com
animais nos limites da redagao e da metodologia apresentadas. Ao final da
pesguisa deverd encaminhar para a CEUA um relatdeio final.

SITUACAD: ADENDO APROVADO.

0BS: O CEUA/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANCA NO PROTOCOLO

DEVE SER INFORMADA IMEDIATAMENTE AO CEUA PARA FINS DE
AMNALISE E APROVACAD DA MESMA,

Uberlandia, 15 de mako de 2014

|
Praf. Dr. César Augusato Garcla
Coordenador da CEUAMUFU
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