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RESUMO

A obesidade é uma doenga crénica metabdlica, sendo atualmente considerada epidemia
mundial. A condicdo obesa pode acarretar em disfuncdo cardiaca através do aumento crénico
na sobrecarga hemodindmica imposta ao coracdo, comprometendo proteinas intracelulares
responsaveis pela contracdo e relaxamento miocardico. Trabalhos crescentes demonstram
beneficios cardiovasculares causados pelo treinamento fisico resistido (TFR) tanto em
condicdes saudaveis quanto na presenca de doencas. O presente estudo apresentou como
objetivo avaliar a fungo cardiaca e a cinética de Ca*? intracelular em cardiomidcitos isolados
de ratos obesos submetidos ao TFR. Foram analisados 58 ratos Wistar distribuidos de forma
aleatoria incialmente em 2 grupos experimentais: Controle (C, dieta padrdo) e Obeso (Ob,
dieta hiperlipidica) tratados por 16 semanas. Apds este periodo os animais de cada grupo
foram randomizados quanto a auséncia e presenca de TFR, assim formando 4 grupos:
Controle (C), Obeso (Ob), Controle submetido ao TFR (CTr) e obeso submetido ao TFR
(ObTr). O protocolo de TFR foi realizado por 10 semanas, 3 vezes na semana, em dias
alternados em uma escada vertical adaptada para ratos com 4 a 5 sessdes de subida.
Observou-se que o peso corporal final (g) e a gordura corporal (g) mostraram-se diferentes
estatisticamente entre os grupos Ob em relacdo ao grupo C (C= 478 £ 36 vs. Ob= 623 * 67;
p<0,05) e ObTr em relacdo ao CTr (CTr= 472 £ 44 vs. ObTr= 579 + 57; p<0,05). A &rea sob
a curva foi maior (27,5%) no grupo Ob comparado ao C (C=719,0 £ 52,2 vs. Ob=917,0 +
192,5), assim como no ObTr comparado ao CTr (CTr= 747,8 £ 114,5 vs. ObTr= 912,6 £
178,5; ObTr > CTr, 22,03%). Os valores pressoricos nao foram diferentes entre 0os grupos
experimentais. As variaveis contrateis de cardiomiocitos isolados mostraram diferenca
significativa para o encurtamento (C= 7,12 + 2,56; CTr= 11,04 + 3,72; ObTr= 8,57 + 2,02) e
velocidade maxima de encurtamento (um/s) (C= 1,60 £ 0,65; CTr= 3,37 £ 1,27; ObTr=
2,53 = 0,69) sendo maiores no grupo CTr em relacdo ao grupo C e ObTr, respectivamente; a
velocidade méxima de encurtamento também foi maior no grupo ObTr em relacdo ao grupo
Ob. Os resultados da cinética de Ca*? intracelular miocéardica mostraram que o grupo ObTr
apresenta valores significativamente maiores para a velocidade de liberacéo - pm/s (Ob=
18,55 + 17,25 vs. ObTr= 53,75 + 61,04) e recaptura de Ca*? - um/s (Ob= 5,126 + 3,703 vs.
ObTr= 5,774 + 3,277 pm/s), Ca*? sistélico - nM (Ob= 1,05 + 1,2 vs. ObTr= 1,22 + 2,29) e
tempo até o pico de Ca*? - ms (Ob= 67,59 + 25,09 vs. ObTr= 56,56 + 18,86). Em conclusao,
o treinamento resistido foi capaz de prevenir a disfuncdo cardiaca de ratos obesos decorrente
de melhora na cinética de Ca*? intracelular miocardica.

Palavras-chave: dieta hiperlipidica, obesidade, treinamento fisico resistido, coracao, cinética
de calcio
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1. INTRODUCAO

A obesidade é uma doenca cronica metabolica de origem multifatorial caracterizada
por aumento do peso corporal devido ao acimulo excessivo de tecido adiposo (WHO, 2012;
CARVAJAL et al., 2014). Atualmente, € considerada epidemia global e importante problema
de saude publica, podendo desencadear varias comorbidades (DOURMASHKIN et al., 2005;
NGUYEN & EL-SERAG, 2010; CARVAJAL et al., 2014). De acordo com a Organizacao
Mundial da Satude (OMS) em 2016, 1,9 bilhdes de adultos apresentavam sobrepeso no mundo,
sendo que destes, 650 milhdes eram obesos (WHO, 2016).

Autores apontam que nas Ultimas décadas vem ocorrendo crescimento progressivo da
taxa de obesidade no Brasil relacionado intimamente ao declinio da desnutricdo, fenémeno
conhecido como periodo de transi¢do nutricional (BATISTA et al., 2003; FLEPISI et al.,
2013). Dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) mostram que em 2008
metade dos adultos acima dos 20 anos de idade estava com sobrepeso no Brasil (IBGE, 2013).
Valores semelhantes foram encontrados em pesquisa realizada em 2014 pela Associacéo
Brasileira para o Estudo da Obesidade e da Sindrome Metabdlica (ABESO), a qual indicou
prevaléncia de 50,8% da populacéo brasileira com excesso de peso, e que sua incidéncia vem
crescendo ao longo dos anos tanto em mulheres como em homens (ABESO, 2015).

Estudos que abordam as causas da obesidade humana demonstram que sua etiologia é
multifatorial (FRANCISCHI et al., 2000; KUMAR et al., 2010; CARVAJAL et al., 2014) e
envolve a interacdo de fatores fisioldgicos, genéticos, comportamentais, ambientais, sociais e
culturais que podem desencadear mecanismos fisiopatoldgicos que levam o individuo ao
acumulo de tecido adiposo (FRANCISCHI et al., 2000; DANG & HASHEM, 2010; KUMAR
et al., 2010; RACETTE et al.,, 2013). Dentro deste contexto, destacam-se os fatores
ambientais, caracterizados por pessoas que adotam padrdes alimentares a partir de dietas

hipercaloricas, associadas ou ndo com o baixo nivel de atividade fisica, os quais sdo oS
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maiores contribuintes para essa doenca (ECKEL et al., 2002; DANG & HASHEM, 2010;
GIELEN et al., 2010; WHO, 2012).

A exposicdo cronica a obesidade tem sido destacada como agravo nutricional
associado a alta incidéncia de morbidades, podendo determinar maior pré-disposicdo ao
cancer, diabetes mellitus tipo 2, hipertensdo arterial e dislipidemias (ECKEL et al., 2002;
STEINBERG et al., 2004; ROBERTS et al., 2010; WHO, 2012; HALL et al., 2015;
STENKAMP-STRAHM et al., 2015), condi¢bes que tornam o individuo propenso ao
desenvolvimento de distarbios cardiovasculares (ECKEL et al., 2002; SOLTANI et al.,
2015). Desta forma, a obesidade é um importante determinante para o desenvolvimento de
doencas cardiovasculares (GIELEN et al., 2010; LEOPOLDO et al., 2011; CARVAJAL et
al., 2014), influenciando o perfil de mortalidade das populacBes, e, consequentemente,
reduzindo a expectativa de vida (WILSON et al., 2002; FONTAINE et al., 2003; HU et al.,
2004; PARDO SILVA et al., 2006).

O estudo das consequéncias da obesidade sem a presenca de comorbidades para o
coragdo tem sido um desafio para 0s pesquisadores, pois esta relacdo torna-se mais intima
considerando a quantidade de acimulo de tecido adiposo (MAHAJAN et al., 2015). Contudo,
a condicdo obesa, per si, mesmo sem a presenca de outros fatores de risco para o coracdo é
suficiente para induzir disfuncdo cardiaca tanto em humanos como em modelos experimentais
(WONG et al., 2004; TAPP et al., 2014; ZENG et al., 2015). Segundo a ABESO (2015), a
obesidade é um fator de risco independente para a predisposicdo das seguintes doencas
cardiovasculares: infarto do miocardio, insuficiéncia cardiaca congestiva, acidente vascular
cerebral, hipertenséo e fibrilacao atrial.

Estudos tém demonstrado que mudangas morfologicas cardiacas, como rigidez
miocardica e remodelacdo ventricular, assim como, alteracGes funcionais caracterizadas por

disfuncgdes sistolica e diastolica no coracdo sdo consequentes do acumulo de tecido adiposo
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(ECKEL et al., 2002; DONG et al., 2006; RELLING et al., 2006; REN et al., 2008;
LEOPOLDO et al., 2010; LEOPOLDO et al., 2011; LIMA-LEOPOLDO et al., 2011; QIN et
al., 2012; CARVAJAL et al., 2014; LIMA-LEOPOLDO et al., 2014; FERRON et al., 2015;
ZENG et al., 2015). Dentro deste contexto, Lima-Leopoldo et al. (2014) identificaram que
periodos prolongados de obesidade induzida por dieta hiperlipidica insaturada em ratos Wistar
promovem alteracGes da funcdo diastdlica. Esses dados corroboram Qin et al. (2012) que
demonstraram que a obesidade induzida por dieta rica em acucar e alto teor de gordura
durante 8 meses é associada com doencas cardiacas metabdlicas que promovem hipertrofia
miocardica, disfuncdo diastolica e fibrose intersticial. Além disso, outro estudo destaca que a
inducdo da obesidade por meio de dieta hiperlipidica em camundongos durante 16 semanas,
acarreta disfuncdo cardiaca sistolica (ZENG et al., 2015).

Os prejuizos no desempenho cardiaco, tanto em humanos quanto em modelos
experimentais ocorrem com a elevacdo da quantidade de tecido adiposo. Pesquisadores tém
sugerido que o prejuizo funcional em modelos de obesidade pode ser decorrente de
anormalidades na cinética de célcio (Ca*?) intracelular miocardico (RELLING et al., 2006;
REN et al., 2008; LEOPOLDO et al., 2011; LIMA-LEOPOLDO et al., 2011).

O transito de Ca*™ intracelular é um dos principais mecanismos reguladores de
contracdo e relaxamento miocardico (OPIE, 1998; BERS, 2002). A contracdo cardiaca inicia-
se na unidade celular, com a abertura dos canais lentos de Ca*? (Canal L) com consequente
influxo de Ca*? para o interior do miécito (BERS, 2002). O influxo de Ca*™? desencadeia
liberagdo de grande quantidade de Ca*?a partir do reticulo sarcoplasmatico (RS) por meio dos
receptores de rianodina (RyR), mecanismo conhecido como liberagdo de Ca*? induzida por
Ca*2 (FABIATTO, 1983). O aumento do Ca*? citosdlico possibilita a ligacio desse ion com a
troponina C e a interacdo actina-miosina, caracterizando a contracdo miocardica. Apos 0

evento excitagdo-contragdo, inicia-se o relaxamento miocardico a custa da diminui¢do da
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quantidade de Ca*? citosolico. O relaxamento ocorre a partir da remocéo rapida dos jons Ca*?
para dentro do RS e a extrusdo desses para 0 meio extracelular. O processo de recaptura de
Ca*? para o interior do RS é realizado pela bomba de Ca*? do RS (SERCAZ2a). Outras
proteinas, como o trocador Na*/Ca*? (NCX) e a bomba de Ca*? do sarcolema atuam como
reguladores do efluxo de Ca*? (BERS, 2002). Pesquisadores tém proposto que prejuizos tanto
na contracdo quanto no relaxamento miocardico podem estar associados principalmente com
alteracdes na expressdo ou funcédo de canais e de proteinas envolvidas nesta homeostase (REN
et al., 2000; RELLING et al., 2006; LEOPOLDO et al., 2011; LIMA-LEOPOLDO et al.,
2011; LIN et al., 2012; CARVAJAL et al., 2014).

Assim também, a disfuncdo sistélica na obesidade tem sido relacionada com
mecanismos que envolvem a liberacio de Ca*™® no citosol (PAULINO et al., 2010;
LEOPOLDO et al., 2011). Em estudo experimental, apds 15 semanas ratos Wistar obesos
alimentados por dieta hiperlipidica apresentaram disfuncdo miocéardica (diminuicdo da tensédo
desenvolvida) associada ao prejuizo na fungdo dos canais lentos de Ca*? (LEOPOLDO et al.,
2011). Paulino et al. (2010) mostram que ratos Wistar obesos alimentados com dieta
hiperlipidica e sacarose apés 35 semanas desenvolveram disfuncdo cardiaca relacionada a
reducdo da fosforilacdo do RyR na Serina 2809.

Os prejuizos no relaxamento miocardico seguido por um retardo na recaptura e/ou
extrusdo do Ca*? citosolico tem ajudado a explicar os mecanismos envolvidos na disfuncéo
diastélica na obesidade (RELLING et al., 2006; FLEPISI et al., 2013). Flepisi et al. (2013)
mostraram que ratos obesos alimentados por dieta hiperlipidica durante 16 semanas
apresentam diminuicdo significativa na atividade e expressdo proteica de SERCA2a e menor
fosforilagdo da fosfolambam (PLB) no midcito ventricular. Estudo realizado em ratos
Sprague-Dawley obesos alimentados com dieta hiperlipidica por 12 semanas também

observaram prejuizos na funcdo contratil cardiaca e reducdo da fosforilagdo da PLB
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(RELLING et al., 2006). Trabalhos realizados em nosso laboratério demonstram que a
obesidade induzida por dieta hiperlipidica acarreta a supra-regulacao de genes envolvidos no
transporte de Ca*? e diminuicio na fosforilagdo das proteinas envolvidas nessa cinética
(LIMA-LEOPOLDO et al., 2008; LEOPOLDO et al., 2011; LIMA-LEOPOLDO et al., 2013;
LIMA-LEOPOLDO et al., 2014;).

Medidas farmacoldgicas e ndo farmacoldgicas tém sido utilizadas com a finalidade de
reverter ou atenuar os prejuizos cardiacos oriundos de diversas morbidades. Dentro desse
contexto, a literatura destaca que o exercicio fisico tem sido a principal ferramenta néo
farmacoldgica estudada, por causar alteracBes bioguimicas, elétricas, morfoldgicas e
mecanicas que condicionam e melhoram a funcdo cardiaca (NATALI et al.,, 2004,
MEDEIROS et al., 2011; LEITE et al., 2013). Alteracdes cardiacas induzidas pelo exercicio
fisico promove adaptacdo fisiologica, a qual € necessaria para manutencdo do desempenho
cardiaco em condicdes de sobrecarga circulatdria e, a0 mesmo tempo, acarretam dilatacdo das
artérias para atender a demanda de nutrientes miocardico (GROSSMAN et al., 1975;
NATALI et al., 2004; GHORAYEB et al., 2005). Natali et al. (2004) mostram que sessoes
repetidas de exercicio aer6bico promovem respostas adaptativas positivas ao sistema
cardiovascular, incluindo bradicardia associada ao aumento no volume final diastélico
ventricular, massa miocardica e volume de ejecdo. Contudo, os beneficios promovidos pelo
exercicio fisico ao coracdo dependem dos fatores de intensidade, duracdo e modalidade do
treinamento (DE SOUZA et al., 2014).

Nesse sentido, o treinamento fisico aerobico (TFA) tem sido amplamente benéfico a
funcdo cardiaca tanto no coracdo saudavel quanto em condicdes patologicas (OLIVEIRA et
al., 2009; LOCATELLLI et al., 2014). No entanto, trabalhos que investigaram as adaptacdes
cardiacas associadas ao treinamento fisico resistido (TFR) sdo escassos. Sendo assim, poucos

estudos investigaram e compararam os efeitos de diferentes modalidades de TFR sobre o
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processo de remodelacdo miocardica (AHMADIASL et al., 2012; DE SOUZA et al., 2014).
De Souza et al. (2014) verificaram em cardiomiocitos de ratos Wistar que o TFR por 8
semanas foi mais eficiente quando comparado ao TFA isolado e combinado com o resistido.
Os autores destacam que o TFR promove adaptacdes morfoldgicas na densidade capilar e
espessura da parede do ventriculo esquerdo, além de acarretar aumento da area seccional
transversa do cardiomidcito, diametro de colageno fibrilar e fracdo de volume de colageno
intersticial, no entanto, o estudo nao avaliou a funcdo cardiaca destes animais. Outro estudo
conduzido em ratos Wistar, mostrou que, 0 TFR, realizado durante 1 e 3 meses, foi capaz de
aumentar a velocidade de contracdo e relaxamento do ventriculo esquerdo acompanhado por
aumento no fluxo sanguineo coronario (AHMADIASL et al., 2012).

Em condicdo patolégica, a influéncia do TFR sobre a funcdo cardiaca tem
demonstrado efeitos positivos (GRANS et al., 2012; LIMA et al., 2012; LEITE et al., 2013;
ALVES et al., 2014). Alves et al. (2014). Alves et al (2014) mostraram que o TFR realizado
por 8 semanas foi eficiente em melhorar a fungdo cardiaca de ratos com insuficiéncia cardiaca
cronica. Em modelo experimental de diabetes mellitus, o TFR foi capaz de reduzir o
remodelamento patolégico e reverter o prejuizo funcional sistélico no coracdo nestes animais
(MOSTARDA et al., 2014).

Em relacgdo a cinética de Ca*? miocardico, o exercicio fisico tem sido capaz de alterar
a atividade e expressao de proteinas moleculares que conduzem as adaptacfes fundamentais e
para a melhora da contracdo e relaxamento em diversos modelos fisiol6gicos e patolégicos
(WISLOFF et al., 2001; DIFFEE, 2004; FERNANDES et al., 2011; LOCATELLI et al.,
2014; MELO et al., 2015). Estudos mostram que o TFA realizado tanto em baixa como alta
intensidade, melhora a contratilidade miocardica associada aos beneficios no transito de Ca*?
intracelular, bem como ao aumento da sensibilidade dos miofilamentos a este ion em

cardiomidcitos isolados (NATALI et al., 2004; KEMI et al., 2007; LEITE et al., 2013;

18



LOCATELLLI et al., 2014). Contudo, os efeitos do TFR sobre a cinética do calcio intracelular
sdo pouco estudados (MELO et al., 2015). Melo et al. (2015), ao analisarem cardiomiocitos
isolados de ratos Wistar saudaveis, mostraram que este tipo de treinamento aumentou
significativamente a velocidade de contracdo e relaxamento acompanhado por aumento nos
niveis de expressdo proteica de SERCAZ2a.

Na obesidade, as informacgdes sobre as adaptacfes cardiovasculares relacionadas com
o transito de Ca*? intracelular induzidas pelo exercicio fisico sdo escassas (PAULINO et al.,
2010). Segundo Paulino et al. (2010), o exercicio fisico aerdbico previne a disfuncao cardiaca
de ratos obesos alimentados com dieta hiperlipidica, por meio da manutencdo da fosforilagdo
da PLB na treonina 17 e prevencdo da reducdo da fosforilacdo do RyR na Serina. Contudo a
relacdo entre a obesidade, exercicio fisico resistido e transito de calcio ainda necessita ser
esclarecida.

Devido a escassez de informacdes e estudos que abordem as adaptacbes cardiacas
associadas as mudancas no transito de Ca*? pelo TFR na obesidade, a proposta deste estudo
foi avaliar a funcéo cardiaca e a cinética de Ca*? intracelular em cardiomidcitos isolados de
ratos obesos submetidos ao TFR. Além disso, este estudo visou analisar o perfil de
morbidades associadas a obesidade, bem como a estrutura macroscépica e microscopica
miocardica, na presenca ou auséncia de TFR. A hipdtese é que o TFR na obesidade acarreta

beneficios na fungdo miocardica associado a melhora na cinética do Ca*2 intracelular.

2. MATERIAL E METODOS

No presente estudo foram utilizados 58 ratos Wistar machos (= 150 g), com 30 dias de
idade, fornecidos pelo Biotério Central do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade
Federal do Espirito Santo. Os animais foram mantidos em gaiolas individuais de
polipropileno com tampas de arame cromado forradas com maravalha de Pinus peneirada. O
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ambiente foi controlado com temperatura 24 + 2°C, umidade 55 + 5% e ciclo claro-escuro
invertido de 12 horas. Os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com o
“Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” publicado pelo “U.S. National Institutes
of Health” e aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade

Federal do Espirito Santo (protocolo 16/2016).

2.1 Protocolo Experimental

Os animais foram aclimatados por um periodo de sete dias. Ap6s a aclimatacgdo, foram
distribuidos de forma randomizada em caixas individuais em dois grupos: a) controle:
alimentados com dieta normocalérica (C, n= 29) e; b) obeso: alimentados com dieta
hiperlipidica insaturada (Ob, n= 29). Ambos os grupos receberam 40g de racdo e apos 24
horas a quantidade de racdo ndo ingerida foi mensurada em balanca de preciséo (Edutec,
capacidade 5000g). A oferta de agua foi ad libitum.

Apés o periodo de aclimatagdo e randomizacgdo, os animais foram submetidos ao
protocolo experimental de acordo com o tipo de dieta ofertada (momento 0). Os animais
tratados com dieta hiperlipidica passaram por um periodo de induc¢édo a obesidade (momento
1) com intuito de caracterizacdo do momento inicial da obesidade. Este momento foi
determinado a partir da diferenca estatistica no valor médio do peso corporal (MPC) entre os
grupos experimentais (C versus Ob), conforme descrito em estudos prévios realizados em
nosso laboratério (LEOPOLDO et al., 2011; LIMA-LEOPOLDO et al., 2014). Subsequente
ao periodo de inducdo a obesidade, os animais foram mantidos nessa condi¢cdo por 15
semanas consecutivas, momento denominado de manutencdo da obesidade (momento 2). Por
fim, ap6s o periodo de manutencdo da obesidade, 0s grupos experimentais realizaram o

protocolo de treinamento fisico resistido (TFR) em escada por 10 semanas.
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O periodo total do experimento consistiu em 26 semanas, sendo dividido em quatro

momentos, conforme demonstrado na Figura 1:

Ml M2 M3 Md
I } } 1 Semanas
0 2 16 26

Figura 1. Representacéo esquemética do delineamento experimental.

M1: Inicio do protocolo experimental; inducéo a obesidade.

M2: Inicio da obesidade.

M3: Caracterizacao da obesidade e redistribui¢do dos grupos para o inicio do protocolo de TFR.
M4: Fim do protocolo experimental; eutanasia e realizagdo das analises do estudo.

2.2 Composicao das Dietas

As dietas fornecidas apresentavam quantidades suficientes de proteinas, vitaminas e
minerais de acordo com as Exigéncias de Nutrientes para Animais de Laboratério
(Benevenga et al, 1995). Os animais C receberam dieta padrdo para roedores contendo 13,9%
de suas calorias provenientes de gordura, 55,9% de carboidratos e 30,2% de proteinas
(Nuvilab CR1-Nuvital, Colombo, Parana, Brasil). A racdo padrdo foi composta pelos
seguintes ingredientes: milho integral moido, farelo de soja, farelo de trigo, carbonato de
calcio, fosfato bicalcico, cloreto de sddio, premix vitaminico mineral e aminoacidos. Os
animais Ob receberam um ciclo de quatro dietas hiperlipidicas contendo 49,2% de suas
calorias provenientes de gordura, 28,9% de carboidratos e 21,9% de proteinas (RC Focus
2413, 2414, 2415 e 2416, Agroceres, Rio Claro, Sdo Paulo, Brasil), as quais apresentavam a
mesma composic¢do nutricional, com excecdo dos aditivos flavorizantes (queijo, bacon,
chocolate e baunilha). As racdes hiperlipidicas foram constituidas de cloreto de sodio,
caseina, soro de leite em po, concentrado proteico de soja, milho integral moido, farinha de

bolacha, fosfato bicalcico, carbonato de calcio, 6leo de milho, aditivos emulsificante e
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antioxidante, suplemento mineral e vitaminico, e foram fornecidas durante todo o protocolo
experimental.
A composicdo de macro e micronutrientes das racdes padrdo e hiperlipidica esta

apresentada na Tabela 1.

Tabela 1. Composi¢do dos macro e micronutrientes das dietas (%)

Dietas

Componentes Padréo Hiperlipidica
Proteina 22,0 20,0
Carboidrato 40,8 26,4
Gordura 4,5 20,0
Vitaminas e Minerais 12,2 12,1
Fibras 8,0 9,0
Umidade 12,5 12,5
Calorias (Kcal/g) 2,92 3,65
Calorias da proteina (%) 30,2 21,9
Calorias do carboidrato (%) 55,9 28,9
Calorias da gordura (%) 13,9 49,2

2.3 Redistribuicdo dos Grupos

Ao longo do protocolo experimental, quatro (4) animais do grupo C e um (1) animal
do grupo Ob foram a O&bito por causas indeterminadas, permanecendo nos grupos
experimentais C e Ob, 25 e 28 animais, respectivamente.

Ao final do protocolo de manutengdo da obesidade, com o intuito de constituir dois
grupos homogéneos, sendo o grupo C constituido apenas por animais com caracteristicas de
controle e o grupo Ob apenas por animais com caracteristicas de obeso, foi construido
intervalo de confianca de 95%, baseado nas medias do peso corporal dos ratos C e Ob. A

partir dessas informagfes foi construido e aplicado um ponto de separacdo (PS) entre os
22



grupos, 0 qual consiste em um ponto médio entre o limite superior do grupo C e o imite
inferior do grupo Ob ([peso mais alto do grupo C + peso mais baixo do grupo Ob]/2 = ponto
médio para determinacdo dos grupos), conforme a Figura 2. A partir deste ponto, foram
excluidos do grupo C animais com peso corporal acima do PS, bem como do grupo Ob

animais com peso corporal abaixo do PS.

CONTROLE CONTROLE

e B PS

Figura 2. Representacdo esquemdtica do critério utilizado para composi¢do dos grupos controle e obeso antes da
redistribuicdo dos grupos quanto a auséncia ou presenca do treinamento fisico resistido. PS: Ponto de Separacéo.

Apdbs o processo de composicdo dos grupos, os animais dos grupos C e Ob foram
redistribuidos em mais dois (2) grupos experimentais quanto a auséncia ou presenca do TFR.
Sendo assim, na terceira etapa do protocolo experimental, esse estudo foi composto por quatro
grupos: controle (C = 10), controle submetido ao protocolo ao TFR (CTr = 10), obeso (Ob =

10) e obeso submetido ao TFR (ObTr = 10), de acordo com a Figura 3.

C Clr Ob ObTr

Figura 3. Representagdo esquematica dos grupos quanto ao tipo de dieta e auséncia ou
presenca de treinamento fisico resistido.
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2.4 Protocolo de Treinamento Fisico Resistido

O TFR foi realizado por meio de aparato em escada adaptada para ratos (Hornberger
& Farrar, 2004; Leite et al. 2013). O equipamento de treinamento apresentou a seguinte
estrutura: 1,1m altura, 0,18m de largura, com 2,0cm entre os degraus e 80° de inclinacdo; no
apice da escada havia uma caixa com dimensfes de 20cm x 20cm x 20cm (HORNBERGER
& FARRAR, 2004). A carga utilizada no treinamento foi fixada ao anzol de pesca e presa por
meio de fita adesiva na parte proximal da cauda dos ratos (figura 2). A caracterizacdo da série

foi determinada pela subida do animal até o topo da escada.

Os ratos CTr e ObTr passaram por um periodo de trés (3) dias de familiarizagdo ao
protocolo de TFR. Apoés esse periodo, os animais realizaram o teste de carga maxima (TCM)
em outro dia ndo consecutivo (HORNBERGER & FARRAR, 2004). Foram realizados trés
TCM durante o periodo de TFR, sendo: 1) inicio do protocolo (172 semana), 2) 5 semanas
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apos o teste inicial (212 semana) e 3) final do protocolo de treinamento (26% semana),
conforme Tabela 2. O primeiro TCM iniciou com a realizacdo de uma série pelo animal com
50% do seu peso corporal (PC). A cada série completa realizada, foi acrescentado 30g a
carga, até que o animal ndo fosse capaz de conduzir a mesma até o topo; o intervalo entre
cada série foi de 120 segundos. A maior carga conduzida (CC) com sucesso por toda a escada
foi considerada a carga maxima (CM), a qual foi utilizada para a prescricdo das intensidades
do TFR. No 2° e 3° TCM foi utilizada a da ultima sessdo de treinamento para inicio do teste

(509%CM).
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Tabela 2. Protocolo de TFR.

+ TESTE DE CARGA MAXIMA

Semanas
0 Familiarizacdo e Teste de Carga Maxima (CM)
Progressdo do Treinamento
12 série 2% serie 32 serie 43série 5% serie
1 50% daCM 75% daCM 90% daCM 100% daCM  100% da CM+30g
2 50% daCM 75%daCM 90% daCM 100% daCM  100% da CM+30g
3 50% daCM 75% daCM 90% daCM 100% daCM  100% da CM+30g
4 50% daCM 75% daCM 90%daCM 100% daCM  100% da CM+30g
5 50% daCM 75% daCM 90%daCM 100% daCM  100% da CM+30g
+ TESTE DE CARGA MAXIMA
6 50% daCM 75% daCM 90%daCM 100% daCM  100% da CM+30g
7 50% daCM 75% daCM 90% daCM 100% daCM  100% da CM+30g
8 50% daCM 75% daCM 90% daCM 100% daCM  100% da CM+30g
9 50% daCM 75% daCM 90%daCM 100% daCM  100% da CM+30g
10 50% daCM 75% daCM 90% daCM 100% daCM  100% da CM+30g

O TFR foi realizado trés vezes por semana; durante 10 semanas. O protocolo consistiu
de quatro subidas (séries) de escada com 50%, 75%, 90% e 100% de intensidade da CM preé-
estabelecida. Apos realizarem as 4 séries, 0s animais foram submetidos a uma 5?2 série com
30g a carga, com o objetivo de acompanhar a evolucéo da forca e ajustar os valores de CM. O

intervalo de recuperacéo entre as séries foi de 60 segundos.
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2.5 Eutanasia

Ao fim, os animais permaneceram em jejum por 12 a 15 horas, sendo posteriormente
anestesiados com cloridrato de ketamina (50 mg/kg/ip; Dopalen, Sespo Industria e Comércio
Ltda - Divisdo Vetbrands, Jacarei, Sdo Paulo, Brasil) e cloridrato de xilazina (10 mg/kg/ip;
Anasedan, Sespo Industria e Comércio Ltda - Divisdo Vetbrands, Jacarei, Sdo Paulo, Brasil) e

eutanasiados por toracotomia mediana.

2.6 Avaliacao do Estado Nutricional

O perfil nutricional foi determinado pela analise do PC, gordura corporal (GC) e
indice de adiposidade (1A). O PC dos animais foi aferido semanalmente, utilizando-se balanca
de precisdo digital Edutec (Inca Tecnologia de Produtos e Servigos Ltda, Brasil). A
quantidade de GC foi determinada a partir da somatdria dos depdsitos de gordura epididimal,
retroperitoneal e visceral. O IA foi calculado, dividindo-se a GC pelo peso corporal final

(PCF), multiplicado por 100 (ROLLS & SHIDE, 1992; TAYLOR & PHILLIPS, 1996).

2.7 Pressdo Arterial

Apos o término do protocolo experimental, foram realizadas as anélises das-medidas
de pressdo arterial sistdlica (PAS), pressdo arterial diastélica (PAD) e frequéncia cardiaca
(FC), de maneira indireta, por meio do método de pletismografia de cauda (Insight, Ribeirdo
Preto, SP, Brasil) (PFEFFER et al., 1971). Os animais foram acomodados em cémara
aquecida, com temperatura média de 37°C por 15 minutos (MALKOFF, 2005). Apos esse
periodo, na regido proximal da cauda foi conectado um manguito de borracha com transdutor
de pressao de 0 a 300mmHg. Os valores da PAS e PAD foram obtidos por meio dos sinais do
transdutor acoplado ao computador e analisados em software (INSIGHT® Instrumentos,

Ribeirdo Preto, S&o Paulo, Brasil). Foram realizadas trés medidas em cada animal para
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obtencdo de um registro médio. A pressdo arterial média (PAM) foi obtida por meio do

seguinte calculo, PAM: (PAS + 2*PAD)/3, sugerido por Aires (2008).

2.8 Teste de Tolerancia a Glicose

O perfil glicémico in vivo foi analisado apos sobrecarga de glicose (WOODS et al.,
2003). Apos um periodo de jejum de 6 horas, as coletas de sangue na artéria caudal foram
realizadas na condicdo basal e ap6s administracdo intraperitoneal de solucdo de glicose 25%
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA), equivalente a 2g/kg. As amostras sanguineas foram
coletadas nos momentos 0 (basal) e apds 30, 60, 90 e 120 minutos da infusdo da glicose. A
mensuracdo dos niveis glicémicos foi realizada com glicosimetro portatil Accu-Chek
Performa Nano Kit (Roche Diagnostic Brazil Ltda, Sdo Paulo, Brasil). A tolerancia a glicose

nestes animais foi avaliada pela area glicémica (SAKAGUCHI et al., 2015).

2.9 Andlise da Morfologia Cardiaca

A remodelacdo cardiaca macroscopica post mortem, que identifica a presenca ou
auséncia de hipertrofia muscular, foi determinada pela analise dos seguintes parametros: peso
do coracdo total, atrio total (AT), ventriculos esquerdo (VE) e direito (VD), e das respectivas
relagbes com o comprimento da tibia. A tibia foi dissecada e seu comprimento mensurado
com auxilio de paquimetro.

Os coracBes foram removidos e fixados em solucdo tampédo de formaldeido por 48h,
em seguida embebedados em parafina e cortados em micrétomo (Leica Biosystems,
RM2235). Os cortes (5 um de espessura) foram corados com Picrosirius red para
determinacdo do coldgeno e com hematoxilina-eosina para determinar a area seccional
transversa do miocito. As imagens foram capturadas com uma camera de video (AxioCam

ERc5s, Carl Zeiss, Germany) acoplada a um microscopio oOptico (AX70, Olympus
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Corporation, Japan) usando uma objetiva 20x e quantificada usando o software Image J

(National Institutes of Health, Bethesda, USA).

2.10 Determinacéo do Teor de Agua nos Tecidos

A mensuracdo do teor de agua tecidual foi realizada nas amostras de (VE), (VD),
(AT), pancreas, pulméo e figado. Apds a remocéo dos tecidos, aferiu-se 0 peso in natura. Em
seguida, as amostras foram submetidas a secagem em estufa em temperatura de 55 + 5°C por
periodo de 48 horas. A determinacdo do teor de agua foi expressa em valores relativos (%) e

calculada pela seguinte formula: [(Peso in natura — Peso seco)/Peso in natura] x 100%.

2.11 Cardiomidcito Isolado
A andlise funcional cardiaca in vitro foi realizada por meio da técnica de

cardiomiocito isolado.

2.11.1 Isolamento do cardiomidcito

A andlise do cardiomiécito isolado foi realizada conforme técnica descrita por
Guatimosim et al. (2001). Ao final do protocolo experimental, 4 animais (n = 4) de cada
grupo experimental foram anestesiados com cloridrato de ketamina (50 mg/kg/ip; Dopalen®,
Sespo Industria e Comércio Ltda - Divisdo Vetbrands, Jacarei, Sdo Paulo, Brasil) e cloridrato
de xilazina (10 mg/kg/ip; Anasedan®, Sespo IndUstria e Comércio Ltda - Divisdo Vetbrands,
Jacarei, S&o Paulo, Brasil), eutanasiados e submetidos a toracotomia mediana. Os corac¢des
foram rapidamente removidos e transferidos para uma placa de petri contendo solugédo
Digestion Buffer (DB) + acido etileno glicol tetracético (EGTA - ethyleneglycol-bis (-
aminoethylether)-N,N,N’, N -tetraaceticacid) + N-2-hidroxietil piperazina N-2-etano sulfonico

(HEPES). A solucéo DB consistia de solucao basica com agua ultrapura (milli-Q) e a seguinte
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composigdo (mM): NaCl (130); MgCl2 (1.4); KCI (5,4); N-2-hidroxietil piperazina N-2-etano
sulfonico (HEPES) (25); glicose (22); NAH:PO4 (0,33); pH = 7,39. Apoés a limpeza do
coracdo, foi realizada a pesagem em um becker contendo 20 ml da solu¢do DB + EGTA +
HEPES. A artéria aorta foi canulada utilizando-se a técnica de Langendorff e o coracédo
perfundido com solucdo de DB+HEPES+EGTA em fluxo constante para limpeza dos vasos
coronarios por um periodo de 2 a 3 minutos. Apds a canulacdo e limpeza, o coracdo foi
perfundido com solugdo enzimética contendo solugdo DB, colagenase (21 mg) e Ca*? (1 mM)
por 12 a 15 minutos. As solucgdes utilizadas neste processo foram continuamente aeradas com
95% de O2 e 5% de CO: e mantidas em banho-maria a 37,5°C.

Apds a perfusdo, os atrios foram retirados e o coracdo foi cortado em uma placa de
petri contendo solucdo DB + albumina + colagenase + Ca*? (1ImM). Os fragmentos do coracio
(pellet) foram ressuspendidos levemente em um becker com pipeta pasteur por 2 minutos em
banho maria a 37,5°C. Em seguida, as células foram dissociadas, ressuspendidas e filtradas.
Apo6s 10 minutos, o sobrenadante foi removido e o pellet lavado a cada 10 minutos, com
solugbes de DB + albumina + Ca*2. A cada etapa o tubo contendo as células e as solugdes
foram mantidas em repouso por aproximadamente 10 minutos e o sobrenadante descartado.
Nessa etapa, foi adicionado ao pellet solugdo Tyrode com a seguinte composicdo (mM): NaCl
(140); HEPES (10); NaH2PO4 (0,33); MgCl. (1); KCI (5); CaClz (1,8) e Glicose (10). As

solugdes utilizadas neste processo foram aquecidas previamente a 37,5°C.

2.11.2 Contratilidade Miocardica

A contracdo celular foi mensurada por meio da técnica de alteragdo do comprimento
dos cardiomiocitos, conforme descrito previamente (GUATIMOSIM et al.,, 2001). As
mensuracOes de contracdo-relaxamento celular utilizaram um sistema de deteccdo de bordas

acoplado ao microscopio invertido (lonOptix, Milton, MA, USA) com lente objetiva de 40
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vezes (Nikon Eclipse - TS100, EUA). Os cardiomiocitos foram acomodados em camara
experimental com base de vidro, banhados por solucdo Tyrode temperatura de 37,5° e
visualizados em um monitor por meio de uma camera (Myocam, lonOptix, Milton, MA,
USA, 240 Hz) acoplada ao microscépio com um programa de deteccdo de imagens
(lonwizard, lonoptix).

Os cardiomidcitos foram estimulados em frequéncias de 1, 2 e 3 Hz com duracao de 5
milisegundos e voltagem de 20 V, utilizando-se um par de eletrodos de aco e um estimulador
elétrico de campo (Myopacer, lonOptix, Milton, MA, USA). Os movimentos das bordas dos
miocitos foram capturados pelo sistema de deteccéo de bordas (lonwizard, lon Optix, Milton,
MA, USA) e armazenados para andlise posterior. As medidas de contracdo foram realizadas
em cardiomidcitos isolados que apresentaram as seguintes condicOes: bordas e estriacdes

sarcoméricas bem definidas, relaxados em repouso e sem apresentar contracdes voluntarias.

Figura 4. Representacdo dos pontos de mensuracdo da imagem dos miécitos
cardiacos.

2.11.3 Parametros Funcionais Miocardico

As propriedades contrateis dos cardiomidcitos foram avaliadas utilizando um sistema
de aquisicdo video-based sarcomere spacing (SarcLen,lonOptix, Milton, MA). Midcitos
quiescentes com a disposic¢éo clara das estriagdes foram escolhidos para as analises contrateis.
As células foram colocadas em uma cadmara de cultura com sistema proprio de estimulagéo

acoplado ao microscépio invertido (Nikon TE2000U, Nikon, Melville, NY, EUA),
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eletricamente estimuladas e perfundidas com solucao tampao HEPES a temperatura ambiente.
As alteracdes no comprimento dos sarcomeros foram registradas e posteriormente analisadas
utilizando software especifico (lon Wizard, lonOptix, Milton, MA, EUA). Foram avaliados o
comprimento dos sarcébmeros e 0S seguintes parametros contrateis: percentual de
encurtamento (PE — %), velocidades maximas de encurtamento (VME - um/s) e relaxamento

(VMR — um/s), tempos até 50% do pico de encurtamento (t encurtsos, — ms) e de relaxamento

(t relaxso% —ms) (Figura 4).

Encurtamento do
Sarcomero Velocidade Max. (encurtamento)
. Velocidade Max. (relaxamento
1.8+ I ‘- ‘/ j ( )
-~ 174
2
e 1.6
%
1.5
1.44 P
;Y_H_J
Tempo do pico de t T_ 50% do tempo de
encurtamento relaxamento
. /'ll T L] v
Estimulo 0.0 0.2 04 0.6

Tempo (s)

Figura 5. Representacdo esquematica do encurtamento de um cardiomidcito isolado
e dos respectivos parametros da contracdo celular. CS: comprimento do sarcémero.

2.11.4 Andlise da Cinética de Ca?* intracelular

Os cardiomidcitos foram incubados com o indicador fluorescente de Ca?* Fura-2 AM
(Molecular Probes, Eugene, OR, USA). Para avaliacdo do transito de Ca?" as células foram
carregadas com 1 uM Fura-2 AM por 20 min, em temperatura ambiente, e lavadas com
solucdo Tyrode. Posteriormente os midcitos foram estimulados a 1, 2 e 3 Hz (Myopacer 100,

lonoptix Inc.) com as seguintes configuracBes: duragdo: 2 ms; estimulagdo continua pulso
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bifasico; voltagem: ajustada a 120% da tensdo de limiar que induz as cinéticas de Ca®*. As
imagens de fluorescéncia foram obtidas usando excitacdo de 340 nm a 380 nm e emissao de
intensidade de fluorescéncia detectada em aproximadamente 510 nm. As seguintes variaveis
foram analisadas: Amplitude de Ca*2, Ca'? sistolico, Velocidade de liberagdo de Ca'?,
Velocidade de recaptura de Ca*?, Tempo até o pico de Ca*?, Tempo para 50% do decaimento

de Ca*2.

2.12 Anélise Estatistica

Os dados estdo expressos em medidas de posicédo e variabilidade.

A evolucdo do peso corporal foi realizada pela analise de variancia (ANOVA - duas
vias) para amostras independentes no modelo de medidas repetidas, complementada com teste
post hoc de Bonferroni

Nas comparacGes entre dois grupos, para resultados gerais ap6s a 162 semana e a
cinética de Ca*? intracelular dos cardiomidcitos isolados, foi realizado teste t de student;
guando os dados ndo apresentaram caracteristicas normais, foi realizado teste de Mann-
Whitney.

Os resultados gerais, as caracteristicas nutricionais, as comorbidades e as analises
macro e microscépicas funcionais ap0s 26 semanas, e as comparacGes entre 0S grupos
experimentais no teste de carga maxima conduzida (dentro de cada momento; inicial e final),
foram submetidas a analise de variancia (ANOVA - duas vias) para amostras independentes e
complementada com teste post hoc de Bonferroni. No teste de carga maxima conduzida,
quando comparados 0s momentos, inicial e final, dentro de cada grupo foi realizado teste t de

student. O nivel de significancia considerado para todas as variaveis foi de 5%.
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3. RESULTADOS

A partir dos critérios de excluséo estabelecidos para a composi¢cdo dos grupos (item
2.3 da secdo de Material e Métodos) foram utilizadas as seguintes quantidades de animais:
controle (C, n=20) e obeso (Ob, n=20). Neste sentido foram descartados 13 animais, 0s quais
ndo se enquadraram nos quesitos proposto pelo estudo, sendo 5 animais do grupo controle,
pois adquiriram caracteristicas dos animas obesos, e 8 animais do grupo obeso que
apresentaram resisténcia ao protocolo de obesidade, ndo adquirindo assim, as caracteristicas
de animais obesos conforme desejado.

A Figura 6 apresenta a evolucdo do peso corporal durante o periodo de inducédo e
manutencdo da obesidade (16 semanas). ApOs a primeira semana de inducdo a obesidade
houve diferenca estatistica entre os grupos para o peso corporal (C < Ob). Assim, no periodo
de manutencéo da obesidade (15 semanas), o qual teve inicio na segunda semana do protocolo
experimental, foi observada diferenca significativa entre os grupos para o PC nas proximas 14

semanas consecutivas.

600 T

400 1

PC (9)

200 A

1 | L | T T | T 1 |
01 2 3 45 6 7 8 910111213141516
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Figura 6. Evolucdo semanal do peso corporal dos grupos experimentais.
controle (C, n=20) e obeso (Ob, n=20). Dados expressos em média + desvio
padrdo. ANOVA para o modelo de medidas repetidas em grupos
independentes e complementada com o teste post-hoc de Bonferroni. p<0,05,
* Cvs Ob.
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Os resultados gerais ap6s o término do periodo de manutencdo da obesidade estdo
expressos na Tabela 3. O PCF e o ganho de peso corporal do Ob foram significativamente
maiores do que o grupo C. O consumo alimentar foi similar entre os grupos C e Ob, no
entanto, a ingestdo calorica e a eficiéncia alimentar foram significativamente maiores no

grupo Ob.

Tabela 3. Resultados Gerais ap6s 16 semanas

C (n = 20) Ob (n = 20)
PCI (g) 125 + 20 126 + 19
PCF (g) 456 + 35 539 + 43*
Ganho de Peso Corporal (g) 331+ 37 413 + 42*
CA (g/dia) 221+18 21,2+20
IC (kcal/dia) 65,1+5,3 77,372
EA (%) 4,54 + 0,30 4,78 + 0,35*

Valores apresentados como média + DP. controle (C) e obeso (ob); PCI: Peso Corporal Inicial; PCF:
Peso Corporal Final; CA: Consumo Alimentar; IC: Ingestdo Caldrica; EA: Eficiéncia Alimentar. Teste-t
de Student. *p < 0,05 vs C.

Os resultados mostram que houve diferenga significativa no peso corporal entre 0s

grupos Ob e C e ObTr e CTr, respectivamente, em todas as semanas do protocolo de TFR

(Figura 7).
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Figura 7. Evolugdo semanal do peso corporal dos grupos experimentais.
controle (C, n=10), obeso (Ob, n=10), controle submetido ao
treinamento  fisico resistido (CTr, n=10), obeso submetido ao
treinamento fisico resistido (ObTr, n= 10). Dados expressos em media +
desvio padrdo. ANOVA de duas vias para o modelo de medidas
repetidas em grupos independentes e complementada com o teste post-
hoc de Bonferroni. p<0,05, * C vs Ob. p < 0,05, #ObTr vs CTr.

A Figura 8 apresenta os valores de carga conduzida no teste de for¢ca maxima inicial e
final. No momento inicial, todos os grupos foram semelhantes quanto ao valor do teste de
carga maxima. Contudo, houve diferenca significativa nos grupos CTr e ObTr em relacdo aos
respectivos controles para o teste de carga final (CTr > C; ObTr > Ob). Em relacdo a
comparacdo dos testes de carga inicial e final dentro do mesmo grupo, observou-se diferenca
significativa no grupo C, CTr e ObTr (carga final > carga inicial). A carga maxima conduzida

ao final do experimento foi similar entre os grupos treinados.
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Figura 8. Carga conduzida dos grupos experimentais no teste de carga
méaxima. Controle (C, n=10), obeso (Ob, n=10), controle submetido ao
treinamento  fisico resistido (CTr, n=10), obeso submetido ao
treinamento fisico resistido (ObTr, n=10). Dados expressos em média +
desvio padrdo. O teste t de student foi realizado para comparar 0s testes
inicial e final dentro de cada grupo. Para comparar 0s grupos dentro de
cada momento foi realizada anélise de variancia (ANOVA - duas vias)
para amostras independentes e complementada com teste post hoc de
Bonferroni p<0,05, ¥ CTr vs. C; p<0,05 %ObTr vs. Ob; Letras
minusculas indicam diferenca significativa entre os momentos inicial e

Os resultados gerais apds o término do protocolo de treinamento fisico (10 semanas)
estdo expressos na Tabela 4. Os pesos corporais iniciais (semana 17) e finais do grupo Ob
foram significativamente maiores que o grupo C; o mesmo resultado foi visualizado quando
comparados 0s grupos ObTr vs CTr. O ganho de peso corporal, durante todo o protocolo
experimental, foi significativamente maior nos grupos Ob e Obtr quando comparado aos
respectivos controles. Embora ndo tenha havido diferenca estatistica para o ganho de peso
corporal durante o protocolo de treinamento fisico entre o grupo C e CTr, o CTr apresentou
menor ganho de peso corporal em relacdo ao C (p = 0,054). Os depdsitos de gordura e a
gordura corporal total apresentaram diferenca significativa entre os grupos Ob vs C (Ob > C)
e ObTr vs CTr (ObTr > CTr). Além disso, foi observada diferenca estatistica entre os grupos

ObTr e Ob apenas para os depdsitos de gordura epididimal e visceral (Ob > ObTr). O indice
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de adiposidade (IA) e comprimento nasoanal apresentaram diferenca significativa entre os

grupos Ob vs C (Ob > C) e ObTr vs CTr (ObTr > CTr).

Tabela 4. Resultados Gerais (172 a 262 semana)

Variaveis C (n=10) Ob (n=10) CTr (n=10) ObTr (n=10)
PCI (g) 447 + 36 543 + 41* 462 + 37 543 + 42*
PCF (9) 478 + 36 623 + 67* 472 + 44 579 £ 57*
Ganho de Peso Corporal (g) 30,8+19,8 79,9 + 29,7* 9,56 £ 14,5 36,1 + 28,17
Epididimal (g) 7,39+£1,97 149+ 4,8* 6,88 £ 1,08 11,4 + 3,3
Retroperitonial (g) 12,3+ 2,6 27,1+ 7,6* 127+1,1 253 +7,3
Visceral (g) 8,23+ 151 17,8+6,1* 7,69+0,93 14,17 + 4,31%&
GC total () 27,8+5,3 59,8 £18,1* 27,3+2,22 50,9 + 14,0%
1A (%) 5,79 £ 0,90 9,45 £ 1,99* 5,83+0,77 8,70+ 1,79%
Comprimento nasoanal (cm) 26,8+0,8 27,8 +0,9* 26,8+ 0,6 27,7 £ 0,5

Valores apresentados como média + DP. controle (C), obeso (Ob), controle submetido ao treinamento fisico resistido (CTr),
obeso submetido ao treinamento fisico resistido (ObTr). PCI: Peso Corporal Inicial; PCF: Peso Corporal Final; GC: gordura
corporal; 1A: indice de adiposidade. ANOVA two way para amostras independentes, complementadas com o teste post-hoc
de Bonferroni. *p < 0,05 - C vs Ob; #p < 0,05 - ObTr vs. Ctr; %p < 0,05 - ObTr vs. Ob.

A Tabela 5 mostra as caracteristicas nutricionais dos grupos experimentais durante o
protocolo de treinamento fisico resistido. Ndo houve diferenca significativa no consumo
alimentar entre os grupos experimentais durante o periodo de 10 semanas de TFR. A ingestdo
caldrica foi significativamente maior nos grupos Ob e ObTr em relagdo aos grupos C e CTr,
respectivamente. Além disso, a eficiéncia alimentar apresentou valores significativamente

menores para 0s grupos C e ObTr em relagdo ao grupo Ob; o mesmo achado foi visualizado

no grupo CTr em relacdo ao grupo C (CTr < C).
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Tabela 5. Caracteristicas Nutricionais (172 a 262 semana)

Variaveis C (n=10) Ob (n=10) CTr (n=10) ObTr (n=10)
CA (g/dia) 218+2,1 21,7+22 21,3+2,5 20,7+2,0
IC (Kcal/dia) 64,2 +6,2 79,2 + 8,0* 62,9+7,5 75,7+7,2*
EA (%) 0,69 +0,42 1,41 £ 0,44* 0,20 + 0,348 0,65 + 0,48

Valores apresentados como média + DP. controle (C), obeso (Ob), controle submetido ao treinamento fisico
resistido (CTr), obeso submetido ao treinamento fisico resistido (ObTr). CA: Consumo Alimentar; IC: Ingestdo
Calérica; EA: Eficiéncia Alimentar. ANOVA two way para amostras independentes, complementadas com o
teste post-hoc de Bonferroni. *p < 0,05 - C vs Ob; *p < 0,05 - ObTr vs Ctr; #p < 0,05 - ObTr vs Ob; $p < 0,05 -
CTrvsC.

A Tabela 6 mostra as caracteristicas bioquimicas dos grupos experimentais ap0s 26
semanas de protocolo experimental. Nos valores de triglicerideos sanguineo foi encontrada
diferenca estatistica entre os grupos Ob e C (Ob > C) e ObTr e Ob (ObTr < Ob). Os valores
de colesterol foram encontrados aumentados significativamente nos grupos C em relacédo ao

grupo Ob e no grupo CTr em relacéo ao grupo ObTr.

Tabela 6. Caracteristicas Bioquimicas

Variaveis C(n=10) Ob (n=10) CTr (n=10) ObTr (n=10)
Glicose (mg/dl) 264 + 32 311 + 104 249 + 63 276 + 81
TG (mg/dl) 208+74 30,6 + 8,4* 17,8 +3,9 19,6 + 9,9¢
Colesterol (mg/dl) 66,5+ 9,0 57,1+12,9* 64,0+ 9,6 57,8 + 13,0*
HDL (mg/dl) 23,3+3,0 232+53 24,7+ 3,1 24,6 £4,3

Valores apresentados como média + DP. controle (C), obeso (Ob), controle submetido ao treinamento fisico
resistido (CTr), obeso submetido ao treinamento fisico resistido (ObTr). TG: triglicerideo; HDL.: lipoproteina de
alta densidade. ANOVA two way para amostras independentes, complementadas com o teste post-hoc de

Bonferroni. *p < 0,05 - C vs Ob; #p < 0,05 - ObTr vs Ctr; p < 0,05 - ObTr vs Ob.

As Figuras 9A e B ilustram os resultados do teste de tolerancia a glicose (TTG) e area
sobre a curva glicémica. Nao houve diferenca significativa entre os grupos no momento basal
e apods sobrecarga de glicose nos momentos 90’ e 120°; no entanto, nos momentos 30’ e 60’

0s grupos Ob e Obtr apresentaram maiores valores glicémicos em relacdo aos respectivos
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controles, respectivamente (Figura 8A). Em relacdo a area sobre a curva glicémica, 0s

resultados mostram que houve diferenca significativa entre os grupos Ob vs C (Ob > C) e

Obtr vs CTr (ObTr > CTr).
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Figura 9. Perfil glicémico (A) e area sobre a curva glicémica (B) obtidos no teste de tolerancia a glicose.
controle (C, n =5), obeso (Ob, n = 5), controle submetido ao treinamento fisico resistido (CTr, n = 5) e obeso
submetido ao treinamento fisico resistido (ObTr, n = 5). Valores expressos em média + desvio padrdo. ANOVA
two way para amostras independentes, complementada com o teste post-hoc de Bonferroni. *p < 0,05 - C vs. Ob;
#n < 0,05 - ObTr vs. Ctr.

As Figuras 9A-D mostram os resultados da pressdo arterial média, (PAM), sistélica
(PAS), diastolica (PAD), e da frequéncia cardiaca (FC) apds 26 semanas de protocolo

experimental. Ndo houve diferenca entre 0s grupos para todas as variaveis analisadas.
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Figura 10. Registros hemodindmicos dos animais controle (C; n=8), obeso (Ob; n=4), controle treinado (CTr, n
= 8) e obeso treinado (ObTr, n = 5) ap6s o protocolo experimental. A) PAS: pressao arterial sistdlica; B) PAD:
pressdo arterial diastolica; C) PAM: pressdo arterial média; D) FC: frequéncia cardiaca. Valores expressos em
média + desvio padrdo. ANOVA two way para amostras independentes, complementada com o teste post-hoc de

Bonferroni.

A Tabela 7 apresenta as caracteristicas morfol6gicas e o teor de agua nos tecidos

pulmonar, hepatico e pancreético. Os valores de peso do figado foram significativamente

maiores entre 0s grupos Ob e ObTr em relagdo aos grupos C e CTr respectivamente. O teor de

agua no figado mostra-se significativamente maior nos grupos C e ObTr em rela¢éo ao grupo

Ob. Ha também diferenca significativa no teor de dgua do pancreas entre os grupos Ob e C

(Ob<C).
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Tabela 7- Resultados Morfologicos e Percentual de Umidade

Variaveis C (n=10) Ob (n=10) CTr (n=10) ObTr (n=10)
Pulmé&o (g) 1,66 £ 0,14 1,77 £ 0,36 1,74 £ 0,32 1,84 +0,16
Figado (q) 114+15 16,5+ 2,8* 11,8+1,7 16,4 + 2,0
Pancreas (g) 0,79+ 0,20 0,78 £0,21 0,72+0,17 0,91+0,15
Pulmao (%) 77,5+1,08 75,5+ 0,02 77,8 £0,02 77,4 +0,01
Figado (%) 68,0 £1,21 65,0 £ 0,03* 68,1 + 0,004 67,8 + 0,03%
Pancreas (%) 65,5+ 3,18 62,2 £ 0,04* 64,8 £ 0,03 63,3+ 0,04

Valores apresentados como média + DP. controle (C ), obeso (Ob), controle submetido ao treinamento fisico resistido
(CTr) e obeso submetido ao treinamento fisico resistido (ObTr). ANOVA two way para amostras independentes,
complementadas com o teste post-hoc de Bonferroni. *p < 0,05 - C vs Ob; #p < 0,05 - ObTr vs Ctr; &p < 0,05 - ObTr

vs Ob.

A Tabela 8 mostra as caracteristicas morfologicas cardiacas, sua relagdo com o

comprimento da tibia e o teor de dgua do tecido cardiaco. Foi observado apenas diferenca

estatistica para 0 comprimento da tibia, sendo maior no grupo ObTr em relacédo ao grupo CTr.

Tabela 8. Resultados morfologicos cardiacos e teor de agua

Variaveis C(n=5) Ob (n=14) CTr(n=4) ObTr (n=4)
Coragéo total (g) 1,13 +0,06 1,24 +0,15 1,04 +0,19 1,23 +0,19
VE (g) 0,83 £0,03 0,85+0,13 0,74 £0,17 0,90 +0,13
VD (9) 0,21 £0,05 0,25 +£0,05 0,21 £0,03 0,22 + 0,04
AT (g) 0,10 0,01 0,14 + 0,07 0,10 0,01 0,11 + 0,04
Tibia (cm) 4,30+0,14 4,40 + 0,10 4,34 +0,10 4,44 + 0,04*
VE/Tibia (g/cm) 0,19 +£0,01 0,20 £ 0,03 0,17+ 0,03 0,20+ 0,04
VD/Tibia (g/cm) 0,05+0,01 0,06 £ 0,01 0,05+0,01 0,05+0,01
AT/Tibia (g/cm) 0,02 £ 0,003 0,03 +£0,02 0,02 + 0,001 0,02 +0,01
Coragéo/Tibia (g/cm) 0,26 + 0,02 0,28 + 0,03 0,24 +0,03 0,28 + 0,05
VE (%) 749+ 1,04 74,4 £ 0,01 75,2+0,01 74,6 £ 0,02
VD (%) 74,5+ 1,30 74,5+ 0,02 74,8 £ 0,002 73,4+£0,01
AT (%) 759+ 1,23 76,0 + 0,03 76,0 £ 0,02 73,6 £ 0,03

Valores apresentados meédia + DP. controle (C ), obeso (Ob), controle treinado (CTr) e obeso treinado
(ObTr). VE: Ventriculo Esquerdo; VD: Ventriculo Direito; AT: Atrio. ANOVA two way para amostras
independentes, complementadas com o teste post-hoc de Bonferroni. *p < 0,05 - C vs Ob; 4p < 0,05 - ObTr

vs Ob.
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As Figuras 11A-B, 12 e 13 mostram os resultados histol6gicos apos 26 semanas de
protocolo experimental. Em relacdo aos niveis de coldgeno miocardico, os resultados mostram
que o grupo Ob apresentou valores significativamente maiores em relacdo ao C (Figura 10B e

11). Néo houve diferenca entre 0s grupos para a area seccional transversa (Figura 10A e 12).
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Figura 11. Perfil histolégico em fragmentos do VE em animais controle (C; n=8), obeso (Ob; n=4), controle
treinado (CTr, n = 8) e obeso treinado (ObTr, n = 5) ap6s o protocolo experimental. A) Fracdo de colageno; B)
AST: area seccional transversa do miécito. Valores expressos em média + desvio padrdo. ANOVA two way para
amostras independentes, complementada com o teste post-hoc de Bonferroni. *p < 0,05 - C vs Ob.
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Figura 13. Area de Seccdo Transversa de fragmentos subendocardicos do
ventriculo esquerdo (VE). Hematoxilina-eosina (HE) 40X.

As Figuras 14 A-F mostram os resultados do comprimento do sarcémero e das
variaveis contrateis de cardiomidcitos isolados apds estimulacdo elétrica com 1Hz. Os
resultados apresentam diferenca significativa no encurtamento (%) dos grupos CTr e ObTr em
relacdo aos respectivos grupos C (CTr > C) e Ob (ObTr > Ob), respectivamente; 0 mesmo
resultado foi visualizado entre grupos treinados (CTr > ObTr) e os sedentarios (C > Ob). Em
relacdo as velocidades maximas de encurtamento (VME) e relaxamento (VMR), 0s grupos
CTr e ObTr foram capazes de melhorar este parametro em comparagdo aos respectivos grupos
C e Ob (CTr > C; ObTr > Ob). Além disso, foi observado diferenca significativa para a VME
entre CTr e ObTr (CTr > ObTr). Os resultados também mostram diferenca estatistica entre os
grupos C e Ob (C > Ob) e CTr e C (C > CTr) para o tempo até 50% do relaxamento. Nao
foram encontradas diferencas estatisticas significativas entre 0s grupos para 0 comprimento

do sarcémero e tempo até 50% do encurtamento.
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Figura 14. Comprimento do sarcdmero e variaveis contrateis de cardiomidcitos isolados.Valores expressos em
média + desvio padrdo. Grupos experimentais: Controle (C; n=4, células=7), Obeso (Ob; n=4, células=35), Controle
submetido ao treinamento fisico resistido (CTr; n= 8, células = 31), Obeso submetido ao treinamento fisico resistido (ObTr;
n= 4, células= 39). Os registros foram obtidos a partir de estimulacdo elétrica: 1 Hz. ANOVA two way para
amostras independentes, complementadas com o teste post-hoc de Bonferroni. *p < 0,05 - C vs Ob; &p < 0,05 -
ObTr vs Ob; #p < 0,05- CTr vs ObTr; ®p < 0,05- CTr vs C.

As Figuras 15 A-F mostram os parametros relacionados a cinética de Ca*? intracelular
miocérdica. O TFR foi capaz de melhorar significativamente as velocidades de liberagdo e

recaptura de Ca*?, aumentar Ca*? sistélico e diminuir o tempo até o pico de Ca*?.
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Figura 15. Cinética de Ca*? intracelular de cardiomidcitos isolados. Valores expressos em média + desvio
padrdo/ou mediana. Grupos experimentais: Obeso (Ob; n= 4, células= 15), Obeso submetido ao treinamento fisico
resistido (ObTr; n= 4, células= 15). Os registros foram obtidos a partir de estimulacdo elétrica: 1 Hz. Teste-t de
student. %p < 0,05 - ObTr vs Ob.
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4. DISCUSSAO

O presente estudo investigou os efeitos de um protocolo de treinamento fisico
resistido, realizado durante 10 semanas em ratos obesos alimentados com dieta hiperlipidica,
sobre a funcio e a cinética de Ca?* intracelular miocardica. O principal achado do trabalho é
que a prevencdo da disfuncdo cardiaca pelo treinamento resistido em ratos obesos esta

relacionada a melhoria da cinética de Ca*2 intracelular miocardica.

4.1 Protocolo de Treinamento Fisico Resistido

O treinamento fisico vem sendo a principal ferramenta ndo farmacoldgica utilizada
para controlar, atenuar ou reverter diversas doencas no sistema organico, dentre eles o sistema
cardiovascular (GOMES et al., 2017; STANFORD et al., 2015; RUSSEL et al., 2017). O
coracdo se adapta mecanica, elétrica e morfologicamente de acordo com a modalidade e o
tempo de pratica de treinamento fisico (SPERETTA ET AL., 2016; ALVES et al.,2014;
LEITE et al.,2013; NEA ET AL., 2012). De acordo com a literatura, o treinamento fisico
resistido tem se mostrado eficiente em alterar a estrutura cardiaca e melhorar a funcdo de
coracOes saudaveis e em condi¢bes patoldgicas, contribuindo para uma maior tolerdncia ao
esforco (SPERETTA ET AL., 2016; ALVES et al.,2014; LEITE et al.,2013; NEA ET AL.,
2012). Pouco ainda tem se investigado sobre o impacto do treinamento resistido na obesidade,
no entanto, pesquisas recentes apresentam que essa modalidade pode reduzir
significativamente os depdsitos de gordura, controlar a expressdo de citocinas pro-
inflamatorias, aléem de produzir mudangas significantes no perfil lipidico (SPERETTA et al.,
2012; Speretta et al., 2016).

Considerando os prejuizos cardiacos provenientes do acumulo de tecido adiposo
excessivo, o treinamento fisico resistido tem causado impacto positivo, contribuindo para o
controle e reversdo do processo morfoldgico cardiaco na insuficiéncia cardiaca (Alves et al.,
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2014). Contudo os efeitos do treinamento fisico resistido em outras condi¢fes patologicas

como a obesidade ainda necessita ser mais investigado.

4.1 Caracteristicas Gerais

Devido a maior oferta energética e, consequentemente, maior consumo calorico, o
peso corporal do grupo Ob foi diferente estatisticamente do grupo C a partir da segunda
semana de inducdo a obesidade, permanecendo diferente durante todo o protocolo
experimental. Estes resultados corroboram os achados do nosso grupo que mostram que
animais tratados com dieta hiperlipidica ganham peso mais rapidamente do que animais
tratados com dieta normocalorica, demonstrando serem significativamente diferentes nas
primeiras semanas (FERRON et al., 2015; LIMA-LEOPOLDO et al., 2014), mantendo esse
perfil durante diversos periodos de protocolos devido ao maior aporte de calorias.
(FERNANDES et al., 2017; LIMA-LEOPOLDO et al., 2014; LIMA-LEOPOLDO et al.,
2013; CALLIGARIS et al., 2013; SPERETTA et al., 2012). De acordo com 0 presente
estudo, o treinamento fisico ndo foi capaz de diminuir significativamente o peso corporal dos
animais, assim como a ingestdo alimentar e o consumo cal6rico de animais obesos
alimentados com dieta hiperlipidica. Esses resultados foram diferentes do encontrados por
Speretta et al. (2012), que mostraram que o treinamento fisico resistido realizado por 8
semanas reduziu significativamente tanto o consumo alimentar quanto o consumo calérico de
animais obesos. Alteracfes na reducdo de gordura, assim como na ingestdo alimentar e
caldrica podem estar atribuidos aos diversos hormoénios reguladores do apetite (LEAN et al.,
2016). Lean et al. (2016) apresentam que o peptideo semelhante ao glucagon 1 (GLP-1),
peptideo YY, leptina e a grelina estdo entre os principais horménios reguladores do apetite
estudados e sofrem alteragdes diretas sobre o exercicio fisico ou balango calorico negativo,

atuando em receptores no estdbmago, pancreas e cérebro, regulando o metabolismo.
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Haghshenas et al. (2014) mostraram que 8 semanas de treinamento aerébico foram capazes de
aumentar significativamente os niveis de Nesfatin-1 e PPY contribuindo para a diminui¢do do
consumo alimentar. A PPY atua no nervo vago e hipotadlamo, além de atrasar o esvaziamento
gastrico, diminuindo a secre¢do de insulina (Lean et al, 2016). Contudo, o treinamento
aerobico € mais efetivo que o TFR para melhorar fatores orexigenos e anorexigenos em
obesos (CARNIER et al., 2013).

De acordo com trabalhos anteriores que utilizaram a mesma dieta (LEOPOLDO et al.,
2011; LEOPOLDO et al., 2010; LIMA-LEOPOLDO et al., 2014; LIMA-LEOPOLDO et al.,
2008), o presente estudo apresenta maiores valores para o grupo Ob em relacdo ao grupo C
nos depositos de gordura epididimal, retroperitonial, visceral, gordura corporal total e indice
de adiposidade. O rapido aumento na prevaléncia da obesidade é devido em parte atribuido a
disponibilidade de alimentos palataveis hipercaloricos, 0s quais resultam no consumo calérico
excessivo em relacdo a necessidade (JOHNSON, 2017; SPERETTA et al., 2012). Grande
parte das calorias ingeridas nos alimentos que, ndo sdo utilizadas pelo organismo, sdo
armazenadas no tecido adiposo como fonte de reserva energética, contribuindo para a
hipertrofia e hiperplasia do adipdcito, aumentando ainda mais a capacidade de acumular
gordura (GONZALEZ-MUNIESA et al., 2017; RUTKOWISKI et al., 2015; SUN et al.,
2011).

A literatura tem apresentado que uma variedade de técnicas vem sendo empregadas
para ser efetivas combatentes da obesidade (ABIDIN et al., 2014). No presente estudo, o
protocolo de treinamento fisico utilizado foi capaz de diminuir significativamente 0s
depdsitos de gordura epididimal e visceral entre os grupos ObTr e Ob. Estes resultados
corrobaram os achados de Speretta et al. (2012) que observaram que o treinamento fisico
resistido foi capaz de diminuir a area dos adipdcitos visceral, retroperitonial e epididimal,

causando um efeito anti-inflamatério demonstrado pela diminuicdo na expressao de fator de

49



necrose tumoral-a (TNF-a) Leite et al. (2013) mostraram que o0 treinamento resistido
realizado 3 vezes por semana durante 12 semanas foi capaz de reduzir o percentual de gordura
e aumentar a massa livre de gordura, fatores determinantes da composi¢do corporal. No
entanto, Speretta et al. (2016) investigando o treinamento fisico resistido iniciado juntamente
com consumo de dieta hiperlipidica mostraram que os depdsitos de gordura obtiveram valores
iguais ao do respectivo grupo sedentario ao final do protocolo experimental, mostrando que o
treinamento fisico sem acarretar no balanco calérico negativo ndo previne o acumulo de
tecido adiposo. O TFR promove grande aumento nos niveis de catecolaminas circulantes e
assim agindo nos receptores beta no tecido adiposo promovendo lipolise (SPERETTA et al.,
2012). Ropelle et al. (2010) demonstraram que 0 exercicio aumenta a expressdo de
interleucina-6 e interleucina-10 no hipotalamo, aumentando a sensibilidade a insulina e
leptina e culminando na diminuicdo do consumo alimentar.

No presente estudo o treinamento fisico resistido diminuiu significativamente a
eficiéncia alimentar dos animais obesos (capacidade de converter a energia consumida em
gordura). Dentro dos adipdcitos, o exercicio fisico age aumentando o contetdo intracelular da
enzima lipase-horménio-sensivel (LHS) e lipase de triglicerideo adiposo (LTGA) e,
consequentemente, aprimorando o mecanismo de lipélise (BAE et al., 2017). Giles et al.
(2016) demonstraram que o exercicio fisico afeta a expressao génica no tecido adiposo e inibe
em partes a estocagem de lipidios, sintese de triglicerideos e lipogénese. Além disso, 0
treinamento fisico tem impacto sobre proteinas intracelulares e adipocinas liberadas pelo
tecido adiposo e muscular que regulam o balanco energético e estdo correlacionados com
mudancas na adiposidade (STANFORD et al., 2015; BAE et al., 2017).

O teste inicial de carga maxima conduzida realizado no aparato de TFR (escada) nao
apresentou diferenca significativa entre os grupos, mostrando que todos estavam em condigéo

de forga igual no momento inicial do protocolo de treinamento. No entanto, ao final do
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protocolo de TFR (10 semanas) os grupos treinados apresentaram diferenca significativa para
a carga maxima conduzida em relacdo aos seus respectivos grupos controle e também uma
diferenca significativa foi observada entre os testes de carga maxima conduzida inicial e final
para 0s grupos C, CTR e ObTr. Trabalhos recentes tém apresentado que este tipo de
treinamento aumenta a forga muscular de ratos consequentemente aumentando a carga
conduzida durante o protocolo experimental (PHILIPPE et al., 2015; GRANS et al., 2014;
NASCIMENTO et al., 2013; SPERETTA et al., 2012). Grans et al. (2014) apresentaram que
0 TFR realizado por 12 semanas, 5 dias por semana foi capaz de aumentar a carga conduzida
de ambos animais saudaveis e infartados em relacdo ao seu teste inicial e seus respectivos
grupos controle. Em animais obesos, Speretta et al. (2012) mostraram que o TFR ao final de 8
semanas foi capaz de aumentar a forca, observada pelo aumento significativo na carga
conduzida em relacdo ao grupo obeso sedentario e que este tipo de treinamento pode alterar os
efeitos deletérios de animais alimentados por dieta hiperlipidica. Philippe et al. (2015)
sugerem que esse aumento na forca pode estar relacionado a vias de sintese proteica (IGF1 —
PI3K — Akt — mTOR) e outras adaptacdes no musculo esquelético de ratos. Neste sentido, o
TFR parece aumentar significativamente a area seccional transversa do triceps braquial

(NASCIMENTO et al., 2013).

4.3 Comorbidades

A literatura tem demonstrado que a obesidade é uma doenca crénico metabdlica que
acarreta diversas comorbidades, entre elas, a diabetes, hipertensdo e dislipidemia
(NAJAFIPOUR et al., 2016; NELSON, 2013; VENKATESAN et al., 2013). No presente
estudo, a obesidade ndo promoveu hipertensdo arterial, no entanto, acarretou aumento
significativo nos niveis de triglicerideos e intolerancia a glicose representada pela elevacao da

area sob a curva em relacdo ao grupo C, além disso, apresentou niveis significativamente
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menores de colesterol. De acordo com trabalhos anteriores do nosso grupo, a obesidade
promove dislipidemia associado tanto ao aumento de triglicerideos como a diminuicdo do
HDL e resisténcia a acdo da insulina (FERRON et al., 2015; LEOPOLDO et al., 2011;
LIMA-LEOPOLDO et al., 2011; LEOPOLDO et al., 2010). Dados controversos foram
apresentados por Zaman et al. (2011) mostrando que ratos Wistar tratados com dieta
hiperlipidica por 10 semanas ndo apresentaram aumento significativo nos niveis de
triglicerideos plasmaticos em comparagéo ao grupo controle.

A aumentada taxa de lipidios sanguineos é um fator de risco conhecido para doencas
cardiovasculares (NAJAFIPOUR et al., 2016; NELSON, 2013). Diante desse contexto, a
analise da pressao arterial por meio método de pletismografia de cauda mostrou que ratos
Wistar obesos alimentados com dieta hiperlipidica por 15 semanas desenvolveram
hipertensdo arterial demonstrada pelo valor significativamente maior na pressdo arterial
sistélica em relacdo ao grupo controle (Leopoldo et al., 2010). Porém, varios estudos foram
ineficazes em encontrar essa associacdo (FERRON et al., 2015; NASCIMENTO et al., 2011;
LIMA-LEOPOLDO et al., 2011; LEOPOLDO et al., 2011). Além disso, Nascimento et al.
(2011) sugerem que a via do 6xido nitrico (NO)/L-arginine é melhorada em vasos de ratos
obesos. A aumentada biodisponibilidade de NO em ratos alimentados com dieta hiperlipidica
representam um mecanismo adaptativo para proteger o vaso contra os efeitos deletérios
ocasionados pela dieta com alto valor energético sobre a reatividade vascular
(NASCIMENTO et al., 2011).

Em relacdo a intolerancia a glicose, estudos tem mostrado que a obesidade pode causar
resisténcia a acdo da insulina, dificultando a entrada de glicose nos tecidos e,
consequentemente, mantendo 0s Seus niveis aumentados por mais tempo na corrente
sanguinea (Ulla et al., 2017; LEOPOLDO et al.,2010). Ulla et al. (2017) observaram que

ratos alimentados com dieta hiperlipidica por 56 dias apresentaram intolerancia a glicose
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avaliado pelo teste de tolerancia a glicose oral. A hipertrigliceridemia participa no
desenvolvimento de aterosclerose e hipertensdo no humano (KAPRINAY et al., 2016).

No presente estudo o TFR nos animais obesos ndo provocou alteracdo na pressao
arterial, porém, foi capaz de diminuir significativamente os niveis de triglicerideos
plasmaticos comparado com 0 seu respectivo grupo controle. Além disso, o grupo ObTr
apresentou valores inferiores e superiores ao grupo CTr para a concentracdo de colesterol
plasmatica e area sob a curva da glicose, respectivamente. Estudos tém mostrado que o
treinamento fisico reverte co-morbidades e melhora pardmetros metabdlicos associados a
obesidade em ratos (SPERETTA et al., 2016; LEITE et al., 2013; SPERETTA et al., 2012).
Speretta et al., (2016) mostraram que o TFR preveniu as alteracdes no perfil lipidico em ratos
alimentados com dieta hiperlipidica. Mostarda et al. (2012) apresentaram que resisténcia a
insulina e pressdo arterial sistélica e diastolica foram mantidas a valores normais pelo
treinamento fisico em animais tratados com dieta rica em frutose. No entanto, Sertié et al.
(2015) identificaram que 10 semanas de treinamento aerdbico realizado 5 dias por semana em
ratos Wistar obesos foi ineficaz em alterar os niveis de triglicerideos e colesterol plasmaticos.
Em relacéo a intolerancia a glicose, Caponi et al. (2013) mostraram correlacdo positiva entre
o0 exercicio fisico e a expressdo de GLUT 4 no musculo esquelético e coracdo, mostrando que
o treinamento fisico melhora a sensibilidade a insulina e apresenta efeitos benéficos sobre a

sindrome metabdlica.

4.4 Remodelacédo Cardiaca

Diversos estudos tém demonstrado que a obesidade causa remodelagdo cardiaca
patolégica (TAPP et al.,, 2014; MAHAJAN et al.,, 2014; ASHFARIAN et al.,, 2011,
LEOPOLDO et al., 2010). No presente estudo os animais Ob apresentaram fracdo de

colageno aumentado em relacdo ao seu respectivo grupo controle, porém sem diferenca
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significativa na area seccional transversa (AST). Estes resultados corroboram com os achados
por Leopoldo et al. (2010) que mostraram que a obesidade acarretou aumento da fracdo de
colageno intersticial miocardica sem aumentar a AST do midcito. Dados controversos sao
apresentados por Lima-leopoldo et al. (2014) onde a obesidade induzida por dieta
hiperlipidica ocasionou aumento da AST do midcito sem alteracdo na fracdo de colageno
miocardica. Leite et al. (2013) mostraram que a obesidade promoveu aumento da massa do
ventriculo esquerdo e impactou a atividade das metaloproteinases-2 (MMP-2). Em modelos
de ovinos a obesidade acarretou em aumento da fibrose intersticial atrial e aumento da massa
miocardica com o progressivo ganho de peso (MAHAJAN et al., 2014).

A obesidade e o0 sobrepeso promovem aumento na sobrecarga hemodinamica, ativacédo
neuro-humoral e secrecdo de adipocinas pro-inflamatorias (GONCALVES et al, 2016;
MAHAJAN et al, 2014). A inflamacdo dos adipdcitos desencadeia a liberacdo de diversas
citocinas inflamatorias como TNF-a, interleucina 6, proteina-C reativa entre outras que
desencadeiam fatores de crescimento pro-fibréticos (GONCALVES et al., 2016;
FERNANDES et al., 2011). Somado a isto, mudancas hemodindmicas podem regular os
niveis de RNAm de colageno através da ativacdo de fator de crescimento transformante- 1
(TGF-B1) (Leite et al., 2013). Pesquisas crescentes vém também demonstrando papel
importante do sistema renina-angiotensina no acometimento de hipertrofia cardiaca patoldgica
(FERNANDES et al., 2011; PERRINO et al., 2006). Fernandes et al. (2011) ressaltaram que
o nivel aumentado de angiotensina 2 desencadeia fibrose cardiaca via inducdo de proliferacdo
de fibroblastos e deposi¢éo de colageno.

O presente estudo mostrou que o treinamento fisico resistido realizado por 10 semanas
ndo acarretou aumento na AST e ndo foi eficiente em restaurar a fracdo de colageno
miocardico ao nivel normal. Alves et al. (2014) mostraram que 0 este tipo de treinamento

reverteu 0 aumento de colageno em ratos Wistar induzidos a insuficiéncia cardiaca.
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Interessantemente, Leite et al. (2013) mostraram que o treinamento fisico resistido promove
aumento na pro-metaloproteinases 2 e metaloproteinases 2 intermediarias do ventriculo
esquerdo ambos em animais saudaveis e obesos, sugerindo que essa mudanca acarreta
melhora da remodelacdo cardiaca. Corroborando com o ultimo trabalho citado, De Souza et
al. (2014) apresentam que este tipo de treinamento conduz a um aumento na area do midcito e
conteddo de coldgeno miocardico em ratos Wistar saudaveis. Os autores afirmam que o TFR
aumenta a pressao intraventricular, a qual é necessaria para acarretar a abertura da valvula
adrtica, levando a um maior estresse na parede do miocardio e, consequentemente,
estimulando a hipertrofia cardiaca.

H& na literatura a discussdo a respeito do por que alguns estresses cardiacos séo
patoldgicos e outros fisiologicos (FERNANDES et al., 2011; MELO et al., 2011; Perrino et
al., 2006). Segundo Lerchenmiiller e Rosenzweig (2014) a diferenca entre os dois tipos de
estresses é que a sobrecarga hemodinamica induzida pelo exercicio € intermitente levando a
uma leve hipertrofia, enquanto a hipertrofia patoldgica é ocasionada por sobrercarga
hemodinamica constante e conduz a rarefacdo capilar. Perrino et al. (2006) demonstraram que
a duracdo do stress cardiaco € responsavel pela magnitude da hipertrofia cardiaca e a natureza
da sobrecarga determina o fendtipo patolégico ou fisioldégico. Enquanto a sobrecarga
intermitente resulta em hipertrofia cardiaca leve, funcdo cardiaca global preservada e auséncia
de expressdo de genes fetais, a sobrecarga cronica leva a uma elevada expressdo de genes
fetais levando a um fen6tipo anormal (Perrino et al., 2006). Vias de sinalizacdo sdo reguladas
pelo exercicio fisico e regulam mecanismos de transcrigdo e traducdo no cardiomidécito (Vega
et al., 2017; Bostrom et al., 2010). Bostrom et al. (2010) utilizando um método chamado
Quanttrx revelaram a ativagdo de uma grande quantidade de proteinas pds-transcricionais que
sdo responsaveis pela hipertrofia fisiologica e demonstraram que a redugdo na expressédo de

C/EBPp aumenta a atividade de CITED4 e é ocasionada pelo exercicio fisico, sendo dessa
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forma crucial para o crescimento cardiaco fisioldgico e divisdo celular em cardiomiocitos
protegendo contra a remodelacédo cardiaca patologica.

Pesquisas demonstram que a hipertrofia cardiaca induzida pelo treinamento fisico
resistido é localmente regulada e independente (FERNANDES et al., 2011; MELO et al.,
2011). Barauna et al. (2008) verificaram que o TFR aumenta a expressdo do receptor AT1 no
coracdo independente do aumento de angiotensina 2, e que o blogueio do receptor AT1 no
coracdo previne a hipertrofia do ventriculo esquerdo induzida pelo TFR, mostrando que a
ativacdo desse receptor é crucial para o desenvolvimento de hipertrofia cardiaca induzida por
esse tipo de exercicio. Zhai et al. (2006) mostraram que ha uma via induzida por alogamento
mecanico que ativa o receptor AT1 no coracdo e desencadeia uma cascata de sinalizacao
hipertréfica via Akt e fator de crescimento epidermal (EFGR). A atividade aumentada da Akt
¢ acompanhada por aumento na atividade da mammalian target of rapamycin (mTOR),
sugerindo a ativacdo AT1-Akt-mTOR como um potencial mecanismo de hipertrofia cardiaca
pelo TFR (FERNANDES et al., 2011; MELO et al., 2011; BARAUNA et al., 2008). A
auséncia de hipertrofia cardiaca no presente estudo pode ser explicada pelo volume total de
TFR. Leite et al. (2013) utilizaram 12 semanas de protocolo de TFR e encontraram diferengas
significativas na relacdo peso cardiaco/peso corporal nos grupos treinados em relagdo aos
respectivos grupo controle. De Souza et al. (2014) utilizaram um protocolo de TFR de 8
semanas, porém o treinamento era realizado todos os dias. Segundo Cassilhas et al. (2013)

alguns efeitos adaptativos ndo séo vistos com diferentes volumes de treinamento.

4.4 Fungdo Cardiaca e Transiente de Calcio
Os resultados mostram que a obesidade acarretou prejuizo da fungdo cardiaca
demonstrado pela diminuicdo significativa no percentual de encurtamento e aumento no

tempo até 50% do relaxamento no grupo Ob em relacdo ao grupo C. Este resultado €
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suportado por outros trabalhos mostrando que a obesidade acarreta disfuncdo cardiaca
(AROMOLARAN e BOUTJIDIR, 2017; CARVAJAL et al., 2014; EBONG et al., 2014;
SACK, 2013; LEOPOLDO et al., 2010).

O coracdo no individuo obeso geralmente trabalha cronicamente em condicdes de
sobrecarga hemodindmica, exigindo ao maximo de mecanismos como o de Frank-Starling
para manter o aporte sanguineo necessario para o corpo (EBONG et al., 2014; SACK, 2013).
O maior estresse imposto sobre a parede do ventriculo esquerdo é ocasionado pela resisténcia
vascular periférica e espessamento aortico (EBONG et al, 2014; LEOPOLDO et al., 2010).
Leopoldo et al. (2010) mostraram que o musculo cardiaco de ratos Wistar obesos estdo
significativamente mais tensionados em repouso comparado ao seu grupo controle. Esse
achado pode explicar em partes o comprometimento da funcdo cardiaca visualizada pelo
prejuizo no dos animais obesos.

O estresse imposto cronicamente leva a um desequilibrio funcional cardiaco oriundo,
principalmente, de anormalidades nas proteinas responsaveis pela cinética de Ca*? intracelular
miocardica, coordenadores centrais do processo de contracdo e relaxamento
(AROMOLARAN e BOUTJDIR, 2017; CARVAJAL et al., 2014; LIMA-LEOPOLDO et al.,
2014; LIMA-LEOPOLDO et al., 2011). Carvajal et al. (2014) mostraram que alteracGes na
funcdo sistolica podem ser devido a uma menor fosforilagdo do RyR2 e/ou menor expressao
de canais de calcio do tipo L, diminuindo a liberacdo de Ca*? para dentro do meio citosdlico e,
consequentemente, a amplitude do transiente de Ca*2. Dentro desse contexto, Leopoldo et al.
(2011) mostraram que a atividade do canal de Ca*? tipo L é diminuida no miocardio de
animais obesos em relacdo aos animais controle quando inibidos com diltiazem, sugerindo
que a disfuncdo miocardica causada pela obesidade € relacionado ao prejuizo na atividade dos
canais de Ca*? do tipo L. Na disfuncio diastdlica, entre as principais proteinas envolvidas

estio SERCA2a e PLB, ambas responsaveis pela remocdo de Ca'™ citosolico
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(AROMOLARAN e BOUTJDIR, 2017; CARVAJAL et al., 2014; LIMA-LEOPOLDO et al.,
2014). Lima-leopoldo et al. (2014) identificaram disfuncdo diastélica em animais obesos
devido a reducéo na fosforilagdo da PLB na Ser?®.

De acordo com o presente estudo, o TFR foi capaz de melhorar a cinética de Ca*?
intracelular miocéardica de animais obesos alimentados com dieta hiperlipidica. A literatura
tém amplamente investigado os beneficios do treinamento fisico aerébio sobre a funcédo
cardiaca e proteinas relacionas a cinética de Ca*? intracelular miocardica tanto em condicoes
saudaveis e patoldgicas (LOCATELLI et al., 2014; SUGIZAKI et al., 2011; PAULINO et al.,
2010; WISLOFF, 2007). Paulino et al. (2010) observaram que o treinamento fisico aerdbico
preveniu a diminuicdo no encurtamento ventricular e fosforilacdo da PLB no reticulo
sarcoplasmatico. No entanto, o efeito do TFR sobre a cinética de Ca™ e proteinas
intracelulares miocardicas associadas tém sido pobremente investigado. Corroborando o
resultado do presente estudo, Melo et al. (2015) observaram que o TFR em animais saudaveis
foi capaz de melhorar os parametros contrateis de contracdo e relaxamento miocardico, os
quais foram relacionados a elevacdo da expressdo proteica de Serca2a e diminuicdo da
expressdo do miRNA-214. Os miRNAs estdo envolvidos em processos biolégicos de doenca
cardiovascular e a regulacdo deles pelo treinamento fisico pode contribuir para a melhora da
funcdo miocéardica (MELO et al., 2015).

N&o foram encontrados na literatura trabalhos que investigaram a expresséo de
proteinas e/ou cinética de Ca*? intracelular miocérdica de ratos obesos submetidos ao TFR.
Porém, as melhoras encontradas no presente estudo podem estar relacionados a maior
expressdo e/ou atividade de Serca2a e fosforilagdo da PLB, uma vez que estas proteinas
parecem serem bem sensiveis em se adaptar a diversos tipos de estresse (DANTAS et al.,
2016; CARVAJAL et al., 2014). Dantas et al. (2016) encontraram expressao aumentada de

Serca2a no ventriculo esquerdo de ratos submetidos ao TFR e sugerem que essa elevacao
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reverte anormalidades cardiacas contrateis. A melhora na capacidade de recaptura de Ca*?
pelo reticulo sarcoplasmatico parece ser um importante mecanismo para aprimorar as reservas
inotropicas relacionadas a aumentada expressdo de Serca2a (DANTAS et al., 2016). A
obesidade tem efeito direto e indireto sobre a lesdo miocardica ocasionado pelo aumento de
espeécies reativas de oxigénio, comprometendo o processo celular metabolico, a funcédo de
proteinas contrateis e consequentemente prejudicando a contratilidade (CARVAJAL et al.,
2014). No entanto, Dantas et al. (2016) mostraram que uma grande quantidade de proteinas
antioxidantes sdo super expressadas com o TFR e que essas proteinas protegem o organismo

contra efeitos deletérios no coracéo.
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5. CONCLUSAO
Em concluséo, o treinamento resistido foi capaz de prevenir a disfuncao cardiaca de

ratos obesos decorrente de melhora na cinética de Ca*2intracelular miocardica.
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