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RESUMO

Poucos estudos tém avaliado a funcdo cardiaca em modelos de resisténcia a
obesidade (ROb). Os mecanismos envolvidos no transiente de calcio na disfungéo
cardiaca em modelos de ratos ROb ainda ndo sdo bem determinados. O presente
estudo foi designado para o teste da hipotese que a dieta hiperlipidica insaturada
promove disfuncdo miocardica em ratos ROb e este dano é observado no transito de
Ca'? extracelular. Porém, algumas estratégias tém sido utilizadas como fatores de
intervencdo tanto para prevencdo quanto de tratamento de doencas cardiacas,
dentre estas, destaca-se o treinamento fisico (TF) como terapia ndo farmacoldgica.
No presente estudo foram utilizados 80 ratos Wistar, com 30 dias de idade, e
submetidos a protocolo de indugdo e exposicdo a obesidade, sendo 5 semanas de
inducdo e 15 de exposicéo, totalizando 20 semanas consecutivas. Os ratos foram
randomizados em dois grupos: a) DP: alimentados com dieta padrdo (n = 40) e b)
DH: alimentados com dieta hiperlipidica (n = 40) insaturada. Os animais foram
distribuidos quanto a auséncia ou presenca do TF aerdébio de moderada intensidade
(70% do TVM) por 12 semanas, controle (C; n=12), controle submetido ao protocolo
de treinamento fisico (CEx; n=14), resistente a obesidade (ROb; n=9) e resistente a
obesidade submetido ao protocolo de treinamento fisico (RObEx; n = 10). Foram
analisados: peso corporal (PC), percentual de gordura (% GC), indice de
adiposidade, parametros nutricionais e metabdlicos e pressao arterial sistélica final
(PAS). O processo de remodelacéo cardiaca foi avaliado post mortem por estudos
macroscopicos e microscopicos. A analise funcional cardiaca foi realizada in vitro por
meio de manobras inotropicas e lusitropicas utilizando a técnica de musculo papilar
isolado do VE. A comparacdo dos grupos experimentais foi realizada por ANOVA
para dois fatores, complementada com teste de comparacdes multiplas de
Bonferroni. O nivel de significaAncia considerado para todas as variaveis foi de 5%.
ApOs 32 semanas de protocolo experimental, os animais do grupo ROb
apresentaram ganho de peso, peso corporal final, depdsitos de gordura
retroperitoneal, visceral e epididimal, bem como o somatério dos depdsitos de
gordura e o indice de adiposidade similares ao grupo C. Porém, a ROb apresentou
intolerancia a glicose e aumento dos niveis séricos de LDL. Os animais ROb nao
apresentaram alteracdo no comportamento da pressao arterial sistélica e do HDL. O

estudo macroscopico post mortem mostrou que a ROb apresenta menores valores
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de peso das camaras cardiacas e do coracao total, fato este, constatado por menor
deposicdo de colageno intersticial, com preservada area seccional transversa de
cardiomiécitos de VE. Em adicdo, a funcdo cardiaca in vitro ndo foi prejudicada nos
animais ROb. O TF aerdbio de intensidade moderada foi eficiente em diminuir a
maioria dos parametros de composicdo corporal relacionados a deposicdo de
gordura, bem como normalizou os elevados niveis séricos de LDL, observados nos
animais ROb sedentarios. Porém, néo foi capaz de diminuir a intolerancia a glicose
desses animais. O TF ndo promoveu altera¢cdes tanto na morfologia quanto na
funcdo cardiaca. Entretanto, ratos ROb quando submetidos & DH por prolongado
periodo e ao TF parecem ter seus valores pressoricos aumentados. Em concluséo,
os animais ROb submetidos a prolongado periodo de DH insaturada apresentam
dislipidemia, intolerancia a glicose e menor coracdo por menor deposicdo de
colageno, sem prejuizos na funcéo cardiaca. O TF aerébio ndo promoveu alteracées

na morfologia e funcéo cardiaca.
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ABSTRACT

Few studies have assessed the cardiac function in obesity resistance (OR) models.
The mechanisms involved in calcium transient in cardiac dysfunction in OR mouse
models are not well determined. This study was designed to test the hypothesis that
the unsaturated fat diet promotes myocardial dysfunction in OR rats and this damage
is observed in extracellular Ca** transient. However, some tools have been used as
an intervention factors for both prevention and treatment of heart disease, among
them, stands out the physical training (PT) as non-pharmacological intervention. In
the present study, we used 80 male Wistar rats, 30 days old, and subjected to
exposure and induction protocol obesity, 5 weeks of induction and 15 weeks of
exposure to obesity, a total of 20 consecutive weeks. The rats were randomized into
two groups: a) SD: standard diet fed (n = 40) and b) HFD: fed with unsaturated high
fat diet (n = 40). The animals were redistributed as the absence or presence of
aerobic PT moderate intensity (70% of TVM) for 12 weeks. In the second stage of the
experimental protocol, the study consisted of four groups: control (C, n = 12), control
submitted to the physical training protocol (CPT; n = 14), obesity-resistant (OR; n = 9)
and obesity-resistant subjected to physical training protocol (ORPT; n = 10). They
were analyzed: body weight (BW), body fat percentage (BF%), adiposity index,
nutritional and metabolic parameters and systolic blood pressure (SBP). The process
of cardiac remodeling was assessed by post mortem macroscopic and microscopic
studies. The cardiac function analysis was performed in vitro by means of
maneuvering inotropic and lusitropic using the isolated papillary technique muscle of
the LV. The comparison of the experimental groups was performed by ANOVA for
two factors, supplemented with multiple comparison test of Bonferroni. The level of
significance for all variables was 5%. After 32 weeks of experimental protocol, OR
animals group showed weight gain, final body weight, sum of fat deposits and
adiposity index similar to group C. However, OR showed glucose intolerance and
increased serum levels of LDL. The OR animals showed no change in the behavior
of SBP and HDL. Macroscopic post mortem study showed that OR has lower weight
values of the heart chambers and total heart, a fact, evidenced by lower deposition of
interstitial collagen, with preserved cross-sectional area of LV cardiomyocytes. In
addition, in vitro cardiac function was not impaired in animals OR. Aerobic PT

moderate intensity was effective in decreasing the majority of body composition
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parameters related to fat deposition and normalized the elevated serum LDL levels
observed in the sedentary animals OR. However, it was not able to decrease glucose
intolerance in these animals. PT did not changed both morphology as cardiac
function. However, OR rats when subjected to unsaturated HFD for a long period and
PT seem to have increased their pressure values. In conclusion, the OR animals
subjected to prolonged unsaturated HFD period have dyslipidemia, glucose
intolerance and lower heart by less collagen deposition, without reducing the cardiac

function. Aerobic PT did not change the morphology and cardiac function.



1 INTRODUCAO

A obesidade € uma doenca multifatorial complexa influenciada por
fatores genéticos e ambientais (ABEL; LITWIN; SWEENEY, 2008; AKIEDA-
ASAI et al., 2013) e é caracterizada por excesso de tecido adiposo em relacao
a massa magra com magnitude suficiente para causar danos a saude
(KOPELMAN, 2000). Estudo de coorte prospectiva avaliou o aumento do indice
de massa corporal associado ao aumento de causas especificas de
mortalidade, em 38.080 individuos japoneses durante 20 anos. Os achados
mostram que os participantes que permaneceram obesos, durante o periodo do
estudo, apresentaram aumento de 126% de risco de mortalidade, enquanto o
grupo com peso normal apresentou 42% (SHIMAZU et al., 2009).

A obesidade esté ligada diretamente ao desenvolvimento de fatores de
risco associados a alteracbes metabodlicas e inflamatérias (BUETTNER;
BUETTNER, 2007) bem como ao prejuizo da funcdo e morfologia cardiaca
(DUSAN et al., 2015; LEOPOLDO et al., 2011; LIMA-LEOPOLDO et al., 2014).
Em adicdo, Rider et al. (2015) mostraram que mesmo na auséncia de fatores
de risco cardiovasculares, a obesidade esta associada disfuncéo sistolica e
diastélica.

Dentre os prejuizos causados pela obesidade, a disfuncéo cardiaca tem
tomado destaque em trabalhos que discutem o tema nos ultimos anos
(FERRON et al., 2015; LEOPOLDO et al., 2011; RIDER et al., 2015). Estudo de
coorte retrospectiva, avaliando adolescentes norte americanos de diferentes
etnias, mostrou que o excesso de peso foi associado a hipertensédo arterial
(HA) e remodelagéo cardiaca em 47% dos avaliados, independentemente de
género e etnia (HANEVOLD et al., 2004). Corroborando estes achados, Dusan
et al. (2014) relatam que 47,6% das criancas e adolescentes obesos avaliados
eram hipertensos e dentre, estes, 16,3% apresentaram hipertrofia ventricular
esquerda. Em adicdo, outros autores destacam que 0 peso corporal excessivo
estd associado ao aumento da sobrecarga cardiaca em criancas e
adolescentes e promove remodelagdo anormal na geometria cardiaca que se
mantém até a vida adulta (SANCHEZ; SINGH, 2014). Desse modo, o acumulo
exagerado de gordura corporal esta associado ao aumento da sobrecarga

cardiaca (CUSPIDI et al., 2014), observado tanto na pré-carga principalmente

Cam



por hipertensdo sistémica gerada por aumento do volume plasmatico,
(ASHRAFIAN; ATHANASIOU; LE ROUX, 2011) quanto na pés-carga por
aumento da pressao arterial, maior expressdo de endotelina e leptina,
resisténcia a insulina, hiperatividade simpatica e do sistema renina-agiotensina,
dentre outros (DE SIMONE, 2007). Esses aumentos na pré-carga e pds-carga,
principalmente no ventriculo esquerdo, promovem remodelacdo anormal na
geometria cardiaca em individuos obesos, acarretando hipertrofia excéntrica e
concéntrica, respectivamente (CUSPIDI et al., 2014). Sanchez e Singh (2014)
relatam que a interacdo complexa de fatores hemodinamicos e metabdlicos é a
responsavel por esses achados e sdo influenciados pelo estilo de vida. A
velocidade com que a obesidade € desenvolvida sugere que fatores
comportamentais e ambientais se sobrepdem aos fatores intrinsecos, o que
confere a esta doenca caracteristica de influéncia causal predominantemente
extrinseca (STEIN; COLDITZ, 2004).

O estudo da obesidade se torna um tanto quanto complexo em virtude
da inviabilidade de aplicacdo de algumas técnicas invasivas em seres
humanos. Portanto, uma importante alternativa de estudo capaz de reproduzir
caracteristicas da obesidade, tais como as observadas na populacéo, é a
utilizacdo de modelos experimentais que possibilitam a identificacdo de
agressoOes cardiacas por meio de manobras invasivas capazes de proporcionar
informacBes mais detalhadas sobre o problema. Os estudos adotam modelos
de caracteristicas diversas, que podem variar entre diferentes espécies de
modelos animais e modificacdes genéticas (VEYRAT-DUREBEX et al., 2011),
as quais sao capazes de reproduzir as caracteristicas comumente visualizadas
na populacdo obesa. Dentre as espécies mais comuns podem-se destacar os
porcos, cachorros, coelhos e ratos. Porém, em sua grande maioria, 0s roedores
tém sido os mais utilizados pelos pesquisadores por apresentarem mais facil
tratamento e manuseio (WANG; WISLOFF; KEMI, 2010). O tratamento € um
fator de extrema importancia quando se pensa na utilizacdo de modelos
experimentais para obtencdo do ganho de peso corporal, uma vez que,
contrapondo os modelos genéticos, os animais submetidos a dieta hiperlipidica
e/ou hipercaldrica retratam caracteristicas mais fidedignas da obesidade, assim
como aquelas observadas no ser humano (JACKMAN et al., 2006). No entanto,

sabe-se que animais apresentam diferentes respostas ao desenvolvimento da
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obesidade induzida por dieta, o que ocasiona fendétipos obesos e magros
mesmo com alto consumo de dieta hiperlipidica, comportamento similar ao
encontrado em seres humanos (JOO et al., 2011; MACLEAN et al., 2004).

Por volta de trés décadas, pesquisadores tém dedicado estudo a uma
terceira categoria de animais, 0os quais mesmo quando alimentados com dietas
hiperlipidicas ndo se tornam obesos, apresentando ganho de peso similar ou
inferior ao de animais alimentados com dieta de baixa concentracdo lipidica
(PAGLIASSOTTI et al., 1995). Esta caracteristica confere a estes ratos
capacidade de resistir a condicdo morfolégica da obesidade, classificando-os
como resistentes a obesidade (RODb). Os ratos ROb apresentam menor ganho
de peso e depoésitos de gordura corporal quando comparados aos obesos
pronos, apesar da similar ingestdo alimentar (AKIEDA-ASAI et al., 2013;
TULIPANO et al.,, 2004). Assim, a resisténcia a obesidade parece refletir a
capacidade desses animais apresentarem maior gasto energético como
resposta adaptativa ao alto consumo calérico, o que se sobrepde ao ganho de
peso (JACKMAN et al., 2006; MADSEN et al., 2010).

No entanto, ndo esta claro se ratos ROb possuem, também, capacidade
de se manterem isentos das agressodes cardiacas acarretadas pela obesidade
(DU TOIT; NABBEN; LOCHNER, 2005; LEOPOLDO et al.,, 2010, 2011,
RELLING et al., 2006; REN et al., 2008). Poucos estudos avaliaram a funcao
cardiaca e 0s mecanismos responsaveis pela promocdo da disfuncao
miocardica correlacionados com a resisténcia a obesidade. Pesquisa com
animais submetidos a dieta de moderado teor lipidico, por 12 semanas, nado
encontrou anormalidades na funcdo cardiaca em ratos ROb (CARROLL;
ZENEBE; STRANGE, 2006). Em contrapartida, Louis et al. (2012) mostraram
que ratos ROb submetidos a dieta hiperlipidica por 17 semanas apresentaram
aumento do tempo de relaxamento isovolumétrico miocardico.

Diversos fatores tém sido associados a disfun¢éo cardiaca em modelos
experimentais, dentre eles o transito de calcio (LEOPOLDO et al., 2011;
RELLING et al., 2006). O transito de calcio (Ca*®) intracelular é um dos
principais mecanismos reguladores da contratilidade e relaxamento cardiaco
(BOGEHOLZ; MUSZYNSKI; POTT, 2012). A contracdo cardiaca inicia-se com
um estimulo elétrico que se propaga pela membrana celular dos midcitos

gerando a abertura dos canais lentos de Ca*™ (canais L) com consequente
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entrada deste ion em concentracdes extracelulares para o meio intracelular. O
influxo de calcio estimula os receptores de rianodina (RyR) do reticulo
sarcoplasméatico (RS) que permitem a saida do Ca* armazenado. Este
processo aumenta a concentracdo de Ca*? citosélico, o que possibilita a ligacdo
desse ion com a troponina-C acarretando a interacdo actina-miosina. A
intensidade da contracdo depende tanto da quantidade de Ca*? quanto da
sensibilidade dos miofilamentos a esse ion. Quando a concentracéo intracelular
de Ca*" comeca a diminuir, principalmente pela recaptura de Ca*? pela bomba
de Ca®* do RS (SERCAZ2a), inicia-se o relaxamento. A atividade da SERCA2a é
modulada diretamente pela fosfolambam (PLB) que em seu estado
desfosforilado inibe a afinidade da SERCa2a ao Ca'. A PLB pode ser
fosforilada em dois sitios de ligacdo distintos: na Treoninal? (Thr'’) pela
ativacéo calcio calmodulina quinase (CaMKIl) estimulada pelo aumento do Ca*?
citosélico e na Ser'® pela proteina quinase C (PKC) e/ou pelo cAMP e cGMP
proteinas quinases. Apos aumento da atividade da proteina quinase A (PKA)
ativada pelo cAMP decorrente da estimulacdo B-adrenérgica, a PLB ¢é
fosforilada e h& a recaptura do Ca*? pela SERCA2a ao RS. Outras proteinas,
como o trocador Na*/Ca*? (NCX) e a bomba de Ca*? do sarcolema atuam como
reguladores do efluxo de Ca*? intracelular miocardico (BERS, 2002; ULLRICH;
VALDIVIA; NIGGLI, 2012) (Figura 1).



=
=
<
=
@

T-tubule

Figura 1. Representacdo esquematica da mobilizagdo de Ca®" durante a contragdo e o relaxamento
miocardico. Serca2a: ATPase de Ca’" do reticulo sarcoplasmatico; PLB: fosfolambam; RyR: receptor
rianodina; CSQ: calsequestrina; NCX: trocador Na*/Ca*’e Canal L: canal lento de Ca**. Modificado de Aline
Villa Nova Bacurau, 2006.

Em virtude do impacto negativo causado ao coracdo por habitos
alimentares inadequados e sedentarismo, medidas de intervencdo vem sendo
desenvolvidas e estudadas. Por volta de duas décadas, estudos tém utilizado o
exercicio e o treinamento fisico (TF) como forma de intervencéo, pois dentre
seus multiplos beneficios, apresentam caracteristica cardioprotetora e de
reversdo de anormalidades no coracdo (FARID et al., 2005; HAMED; ABD-
ELLATIF, 2014; KEMI et al., 2007; MOINUDDIN; LEEHEY, 2008; WISLOFF et
al., 2001, 2002).

Paulino et al. (2010) evidenciam o papel do treinamento fisico como
estratégia capaz de reduzir o peso corporal e melhorar a fungdo cardiaca
associada ao controle autondmico na obesidade humana. Em adicdo, o
exercicio fisico aumenta a expressdo das proteinas do transito de Ca*’ e
melhora a funcéo cardiaca (CARNEIRO-JUNIOR et al., 2013; LOCATELLI; DE
ASSIS; ISOLDI, 2014; PINHEIRO et al., 2007; WISLAFF et al., 2001). Outros
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estudos (KEMI et al.,, 2007; PAULINO et al., 2010; WISL@FF et al., 2002)
utilizaram esta forma de intervencdo para andlise da fungcdo cardiaca em
modelos experimentais, e identificaram que o TF apresenta influéncia direta na
regulacdo e modulacdo do transito de Ca*? intracelular. Mudanca na dinamica
do Ca*™ e maior sensibilidade aos miofilamentos sdo possiveis mecanismos
relacionados a otimizacdo do desempenho cardiaco apds periodo de
treinamento (LOCATELLI; DE ASSIS; ISOLDI, 2014; WANG et al.,, 2008;
WISL@FF et al., 2002). O aumento na recaptura de Ca*? pela elevacdo da
atividade da SERCAZ2a é um evento especifico, o qual pode ser modulado pelo
exercicio fisico (WISLZFF et al., 2002). Esse processo é desencadeado pela
fosforilacdo da PLB na Ser'® via sistema B;-adrenergico e na Thr'’ via influxo
de célcio pelos canais L e maior atividade da CaMKII (BERS, 2002).

Carneiro-Janior et al. (2013) avaliando a funcéo cardiaca, por meio de
cardiomiécito isolado de ratos submetidos ao treinamento de endurance por 8
semanas, identificaram melhora na contracdo e diminuicdo do tempo de
relaxamento nos animais treinados em relagcdo ao grupo nao treinado. O
beneficio funcional foi confirmado pela maior expressao da SERCA2a e da PLB
fosforilada na Ser'®. Em suma, o treinamento fisico é capaz de atenuar a
hipertrofia patoldgica, aumentar a fungdo contratii do midcito, a expressao
protéica de SERCA2a e NCX, os niveis de PLB fosforilada na Ser*®, bem como
melhorar a sensibilidade dos miofilamentos ao Ca*?> em modelos experimentais
(CARNEIRO-JUNIOR et al., 2013; PACAGNELLI et al., 2014; PINHEIRO et al.,
2007; WISLDFF et al., 2002).

Dessa maneira, contrapondo os métodos de tratamento da obesidade
gue utilizam medicamentos e/ou outras substancias (ALONSO et al., 2012;
BROWN et al., 2001; CAO et al., 2011), o TF aparece como uma importante
ferramenta de intervencdo nédo farmacoldgica na diminuicdo da remodelacéo
(PACAGNELLI et al., 2014; PINHEIRO et al., 2007; WISLGFF et al., 2002) e
melhora da fungéo cardiaca (KEMI et al., 2007; WANG et al., 2008; WISL@FF
et al.,, 2001). No entanto, ha escassez de estudos que avaliaram a funcgéo
cardiaca de ratos resistentes a obesidade e sua relacdo com o treinamento
fisico.

O comportamento da funcéo cardiaca de ratos resistentes a obesidade,
por meio de dieta hiperlipidica insaturada, ainda € um tanto obscuro, bem como
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a acdo do treinamento fisico como fator cardioprotetor nessa condicao.
Portanto, torna-se necessaria a investigacdo dos mecanismos responsaveis
pelo ciclo cardiaco em animais resistentes a obesidade submetidos ao

treinamento fisico.

2 OBJETIVO

Investigar a morfologia e fungdo cardiaca de ratos resistentes a
obesidade submetidos a prolongado periodo de dieta hiperlipidica insaturada,
bem como a influéncia do treinamento fisico como fator cardioprotetor de

possiveis anormalidades cardiacas.

3 MATERIAL E METODOS

3.1. - Animais

No presente estudo foram utilizados 80 ratos Wistar, com 30 dias de
idade, mantidos em gaiolas individuais de polipropileno com tampas de arame
cromado forradas com maravalha de Pinus esterilizada, temperatura ambiente
(24 + 2°C), umidade controlada (55 = 5%) e ciclo de iluminacdo invertido
(12h/12h) com a finalidade de aumentar rendimento no treinamento e evitar
efeitos adversos provenientes da alteracao do ritmo circadiano (MADSEN et al.,
2010), tendo em vista que ratos possuem habitos noturnos (VGONTZAS et al.,
2002). 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 Comisséo de Etica no Uso de
Animais de Experimentacdo Cientifica (CEUA) da Universidade Federal do
Espirito Santo, sob o protocolo 1036-2013 em 29/08/2013.

3.2. - Protocolo experimental

Apés periodo de 7 dias para aclimatacdo, os ratos foram Inicialmente
randomizados em dois grupos: a) alimentados com dieta padrao (DP, n= 40) e

b) alimentados com dieta hiperlipidica (DH, n= 40) insaturada. Os animais do
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grupo DP e DH receberam 50g de racdo e ap0s 24 horas a quantidade nédo
ingerida foi mensurada. A oferta de agua foi ad libitum.

Apos o periodo de aclimatagdo e randomizagdo dos animais, 0S mesmos
forram expostos ao protocolo experimental de acordo com o tipo de dieta
ofertada (padrdo ou hipercalipidica). Os animais tratados com dieta
hiperlipidica insaturada passaram por periodo de indugdo a obesidade com
intuito de caracterizagdo do momento inicial da obesidade. Este momento foi
determinado por diferenca estatistica no valor médio do peso corporal entre 0s
grupos experimentais, conforme descrito em estudos prévios realizados em
nosso laboratério (LEOPOLDO et al., 2011; LIMA-LEOPOLDO et al., 2014).
ApoGs o periodo de inducdo a obesidade, os animais foram mantidos nessa
condicdo por 15 semanas consecutivas, momento denominado de exposicao a
dieta.

O protocolo de inducdo e exposicdo a dieta perdurou 20 semanas
consecutivas, sendo 5 semanas de inducdo a obesidade e 15 semanas de
exposicao a dieta e/ou obesidade.

O protocolo experimental total consistiu de um periodo de 32 semanas,
sendo dividido em trés momentos, conforme demonstrado no esquema a
seqguir: M1) inducdo a obesidade; M2) exposicdo a dieta e; M3) protocolo de

treinamento fisico aerdébio.

M1 M2 M3 M4
} } ' \
| ] i | Semanas
0 5 20 32

M1 = Inicio do protocolo experimental, indugdo a obesidade;

M2 = Inicio da obesidade;

M3 = Caracterizacao da obesidade e resisténcia a obesidade, redistribuicdo dos grupos para inicio do protocolo
de treinamento fisico;

M4 = Fim do protocolo experimental, eutanasia e inicio das andlises do estudo.

3.2.1. - Composicao nutricional das dietas

Os animais DP receberam dieta padrdo para roedores contendo
12,3% de suas calorias provenientes de gordura, 57,9% de carboidratos e
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29,8% de proteinas (RC Focus 1765, Agroceres®, Rio Claro, Sdo Paulo, Brasil).
A racdo padrdo RC Focus 1765 € composta pelos seguintes ingredientes:
fosfato bicélcico, 6leo de soja degomado, cloreto de sédio, milho moido, aditivo
antioxidante, farelo de soja, farelo de trigo, farinha de carne e ossos, farinha de
peixe, suplemento mineral e vitaminico.

Os animais DH receberam um ciclo de quatro dietas hiperlipidicas
insaturadas 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 apresentam a mesma
composicao nutricional, com excecdo dos aditivos flavorizantes (queijo, bacon,
chocolate ou baunilha). As racdes hiperlipidicas insaturadas sao constituidas
de cloreto de sodio, caseina, soro de leite em pd, concentrado proteico de soja,
milho integral moido, farinha de bolacha, fosfato bicalcico, carbonato de célcio,
0leo de milho, aditivos emulsificante e antioxidante, suplemento mineral e
vitaminico, e foram fornecidos durante todo o protocolo experimental.

A composicdo nutricional das dietas padrdo e hiperlipidica,
mensurada pela empresa Agroceres®, Rio Claro, S0 Paulo, Brasil, esta

apresentada no Quadro 1.

Quadro 1- Composic¢do nutricional das dietas (%)

Dieta
Componentes Padréo Hiperlipidica
insaturada
Proteina 22,0 20,0
Carboidrato 42,7 26,4
Gordura 4,0 20,0
Vitaminas e Minerais 11,3 12,1
Fibras 8,0 9,0
Umidade 12,0 12,5
Densidade cal6rica (kcal/g) 2,95 3,65
% Calorias da proteina 29,8 21,9
% Calorias do carboidrato 57,9 28,9
% Calorias da gordura 12,3 49,2
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3.2.2. - Critério de determinacdo da resisténcia a obesidade,

composicao e redistribuicdo dos grupos

Os grupos receberam dieta padrdo e dieta hiperlipidica, porém, ha
um comportamento distinto de cada animal em resposta a dieta ingerida,
mesmo intra-grupo (DOBRIAN et al., 2000). Desta forma, ao final do protocolo
de exposicdo as dietas (202 semana), com o0 intuito de constituir grupos
homogéneos, assegurando que o grupo C (dieta padrdo) fosse constituido
apenas por animais com caracteristicas de controle e o grupo Ob (dieta
hiperlipidica) apenas por animais com caracteristicas de obeso, foi construido
um intervalo de confianca (IC) de 95%, baseado nas médias de peso corporal
dos ratos dos grupos DP e DH. Aplicou-se um ponto de separacao (PS) entre
0S grupos; o qual consiste em um ponto médio entre o limite superior do grupo
DP e o limite inferior do grupo DH, conforme Figuras 2A e 2B. A patrtir deste
ponto, foram excluidos do grupo DP animais com peso corporal acima do PS, e
0S que permaneceram formaram o grupo controle (C). No entanto, do grupo DH
0s animais com peso corporal acima do PS foram classificados como obesos
(Ob), e aqueles que ficaram abaixo deste ponto, foram classificados como
resistentes a obesidade (ROb), como ilustra a representacdo esquematica
abaixo, Figura 2C.

AL A

<)

ROb

PS

Figura 2. Representacéo esquematica do critério utilizado para composicao dos grupos.
A) Protocolo de indugdo a obesidade e exposicdo a dieta, B) Aplicacdo do ponto de
separacdo (PS) e C) Composi¢do dos grupos controle (C), obeso (Ob) e resistente a

obesidade (RODb).



11

3.2.3. - Protocolo de treinamento fisico

Apés a redefinicdo dos grupos em C e ROb, os animais foram
submetidos ao protocolo de treinamento fisico (TF). Considerando o objetivo do
presente estudo, os animais Ob permaneceram no protocolo experimental até a
202 semana apenas com o intuito de servir como parametro de identificacdo da
resisténcia a obesidade. Desta forma, somente os animais dos grupos C e ROb
foram submetidos ao protocolo de TF que perdurou 12 semanas ( 202 a 322
semana), constituindo, entdo, os grupos C e ROb com presenca ou auséncia
de treinamento fisico (C= 12; CEx= 14; ROb= 9 e RObEx= 10).

O TF aerdbio foi adaptado de Mostarda et al. (2012) e envolveu um
programa de corrida realizado em esteira rolante especifica para ratos (Insight
Instrumentos — Ribeirdo Preto, SP, Brasil), 5 vezes por semana durante 12
semanas com volumes de treino que evoluiram de 15 a 60 min/sessdo e
progressdo de intensidade de 55 a 70% do teste de velocidade méaxima (TVM)
(Quadro 2).

Dentro deste contexto, os ratos foram submetidos a um periodo de
adaptacao a esteira em baixa intensidade com velocidade de 5 m/min nos dois
primeiros dias, 10 m/min nos dois dias posteriores e 15 m/min no ultimo dia, da
12 semana. Posteriormente, os animais realizaram teste de esfor¢co, em esteira,
com velocidade inicial de 9 m/min. A cada 3 minutos a velocidade foi
aumentada em 3 m/min até o animal atingir a exaustdo (MORAES-SILVA et al.,
2010; RODRIGUES et al., 2007). O critério de exaustao adotado na avaliacdo
no ergbmetro foi a ndo manutencéo da corrida na velocidade proposta por 30
segundos. A fim de ajustar as cargas de exercicio levando em consideracao
alguns dos principios do treinamento fisico (principio da sobrecarga e da
adaptacdo) (KENNEY; WILMORE; COSTIL, 2013), o teste de esforco foi

repetido a cada duas semanas até a 72 semana.
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Quadro 2. Protocolo de treinamento fisico

Progresséo de Treinamento
Semanas Volume Sessdes de Treino Intensidade (VMC)
1 TESTE DE ESFORCO
1 15 minutos 5 dias/semana 55%
2 30 minutos 5 dias/semana 55%
3 TESTE DE ESFORCO
3 30 minutos 5 dias/semana 60%
4 45 minutos 5 dias/semana 60%
5 TESTE DE ESFORCO
5 45 minutos 5 dias/semana 65%
6 60 minutos 5 dias/semana 65%
7 TESTE DE ESFORCO
7al2 60 minutos 5 dias/semana 70%

VMC: Velocidade maxima de corrida obtida no teste de esforgo.

3.3. - Avaliacdo nutricional

3.3.1. — Perfil nutricional

O perfil nutricional foi determinado pela anélise do peso e gordura
corporal e indice de adiposidade. O peso corporal dos animais foi aferido
semanalmente, utilizando balanca digital Mettler®modelo Spider2 (Toledo do
Brasil Industria de Balancas Ltda, S&o Bernardo do Campo, S&o Paulo, Brasil).

A quantidade de gordura corporal foi determinada pela somatoria
dos depdsitos de gordura epididimal, retroperitoneal e visceral. O indice de
adiposidade foi calculado, dividindo-se a gordura corporal pelo peso corporal
final, multiplicado por 100 (TAYLOR; PHILLIPS, 1996).

3.3.1.1. — Ingestdo alimentar, ingestdo calérica e eficiéncia

alimentar

Os animais receberam 50g de racdo e apos 24 horas a
guantidade néo ingerida foi mensurada diariamente. A ingestdo alimentar (I1A)
foi determinada pela seguinte formula (BORST; CONOVER, 2005):
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IA = 509 de racéo - quantidade n&o ingerida

A ingestdo caldrica (ICal) foi calculada pela seguinte férmula
(BORST; CONOVER, 2005):

ICal = IA semanal (g) x valor cal6rico de cada dieta (kcal)
Com a finalidade de analisar a capacidade do animal em
converter a energia alimentar consumida em peso corporal, foi calculada a

eficiéncia alimentar (EA) (DINIZ et al., 2004; RELLING et al., 2006):

EA = ganho total de peso (g)

x 100
energia total ingerida (Kcal)

3.3.2. - Curva glicémica

As coletas de sangue, na artéria caudal, foram realizadas na
condicdo basal apds periodo de jejum de 6 horas e posteriormente a
administracdo intraperitoneal de glicose 25% (Sigma-Aldrich,®St Louis, MO,
USA), equivalente a 2g/kg. As amostras sanguineas foram coletadas nos
momentos 0, considerado condicao basal, e apés 15, 30, 60, 90 e 120 minutos
da administracdo da glicose. A mensuracao dos niveis glicémicos foi realizada
com glicosimetro portatil Accu-ChekGo Kit (Roche Diagnostic Brazil Ltda, Sdo
Paulo, Brasil). A tolerancia a glicose nestes animais foi avaliada pelo perfil da
area glicémica (AKIYAMA et al., 1996).

3.4. — Eutanasia

Os animais foram anestesiados com cloridrato de ketamina (50 mg/kg/ip;
Dopalen®, Sespo IndUstria e Comércio Ltda - Divisdo Vetbrands, Jacarei, S&o
Paulo, Brasil) e cloridrato de xilazina (10 mg/kg/ip; Anasedan®, Sespo Industria
e Comércio Ltda - Divisdo Vetbrands, Jacarei, Sao Paulo, Brasil) e

eutanasiados por decapitacao.
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3.5. - ParAmetros analisados

As alteracbes no perfil cardiovascular, metabdlico e hormonal, como
hipertensdo arterial sistémica, intolerdncia a glicose, resisténcia sistémica a
insulina, dislipidemias, hiperglicemia, hiperinsulinemia e hiperleptinemia, que
podem estar frequentemente associadas a obesidade (DOBRIAN et al., 2000;

LEVIN et al., 2000), foram avaliadas nos grupos.

3.5.1. - Pressdo arterial sistémica

A pressdao arterial sistOlica (PAS) foi aferida indiretamente a partir de
pletismografia de cauda, utilizando-se eletroesfigmomanometro Narco Bio-
System®, modelo 709-0610 (International Biomedical, Inc, USA); este método
nao permite avaliar a pressao arterial diastélica. Com a finalidade de produzir
vasodilatacdo da artéria caudal, os ratos foram previamente aquecidos, a
temperatura de 40°C por 5 minutos, em uma caixa de madeira (50 x 40 cm)
forrada com maravalha de Pinus autoclavada. Apds o aquecimento, foi
acoplado o sensor e o0 manguito em torno da cauda do animal. O manguito foi
insuflado até atingir pressédo de 200 mmHg e, posteriormente, desinsuflado. As
pulsacdes arteriais foram registradas em poligrafo Gould RS 3200 (Gould
Instrumenta Valley View, Ohio, USA).

3.5.2. - Perfil glicémico e lipidico

Para analise do perfil glicémico e lipidico, os ratos foram colocados
em jejum por 12 a 15 horas. No momento da eutanasia, as amostras de sangue
foram coletadas em tubos Falcon, centrifugadas a 3000rpm por 10 minutos
(Eppendorf® Centrifuge 5804-R, Hamburg, Germany) e armazenadas em
freezer a -80°C (Thermo Fisher Scientific LLC, Asheville, NC, USA). As
concentracbes séricas de glicose, triacilglicerol e colesterol total, foram
determinadas utilizando-se kits especificos (Bioclin Bioquimica® Belo
Horizonte, Minas Gerais, Brasil e Synermed do Brasil Ltda, S&do Paulo,
Brasil) e analisadas pelo analisador bioquimico automatizado BS-200 (Mindray
do Brasil - Comeércio e Distribuicdo de Equipamentos Médicos Ltda, Sdo Paulo,

Brasil).
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3.5.3. - Concentracdo plasmatica de insulina e leptina

As concentragdes hormonais foram determinadas pelo método de
ELISA utilizando-se kits especificos (Linco Research Inc, St. Louis, MO, USA).
A leitura foi realizada com auxilio de leitor de micro-placa (Biochrom EZ Read
800 Plus, Holliston, MA, USA).

3.5.4. - indice de resisténcia sistémica a insulina

O indice HOMA-IR (homeostatic model assessment), baseado nas
concentracfes séricas de glicose e insulina de jejum, foi calculado usando a
seguinte férmula: concentragcdo de insulina (MU/mL) multiplicado pelos niveis
glicémicos (mM/L) dividido por 22,5 (MATTHEWS et al., 1985).

3.6. — Musculo papilar isolado

A técnica que utiliza o musculo papilar isolado do ventriculo esquerdo
(VE) permite avaliar a funcdo mecanica do miocéardio in vitro. Este método
detecta alteracdes precoces na contracdo e relaxamento do musculo cardiaco,
(CICOGNA et al., 2000) independente das variacdes da pds-carga, pré-carga,
frequéncia cardiaca, influéncia hormonal e substrato energético, as quais sao
de dificil obtencdo na avaliacdo do coracdo in vivo. Além disso, como a
adaptacdo do organismo a resisténcia a obesidade pode causar efeitos
indiretos no coracédo, o estudo com musculo papilar isolado tem a vantagem de
possibilitar a andlise direta da funcdo miocéardica, conforme a técnica descrita
abaixo.

Apés a eutanasia, os corac¢des foram rapidamente removidos e colocados
em solucdo de Krebs-Henseleit (KREBS; HENSELEIT, 1932) com a seguinte
composicdo em mM: 1185 NaCl; 4,69 KCI; 2,5 CaCly; 1,16 MgSOy; 1,18
KH,PO4; 5,50 glicose e 24,88 NaCOj;, mantidos a temperatura de 28°C,
previamente oxigenada durante 10 minutos com 95% de oxigénio (O,) e 5% de
diéxido de carbono (CO,). ApOs permanecerem aproximadamente 1 minuto na
solucdo, os caracfes foram retirados e o ventriculo direito dissecado com a
finalidade de expor o septo interventricular ; este foi dividido para permitir a
exposicao adequada dos dois musculos papilares, anterior e posterior do VE.
Os musculos papilares foram cuidadosamente dissecados, mantendo-se em

suas extremidades segmentos da parede ventricular. Esses fragementos foram
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presos a anéis de aco inoxidavel com diametro interno de 3,8 a 4,2 mm; a
fixacdo dos anéis nestes fragmentos tem como finalidade evitar lesdo da
extremidade dos musculos papilares. Apds terem suas extremidades presas
aos anéis, os musculos papilares foram rapidamente transferidos para a cuba
de vidro contendo a mesma solucdo de Krebs-Henseleit descrita acima,
continuamente oxigenada com 95% de O,, 5% de CO, e mantida a temperatura
de 28°C, por meio do uso de banho circulante (Refrigerating/Heating -20°C to
150°C, PolyScience Division of Preston Industries, Inc., Niles, IL, USA). O
musculo papilar foi posicionado verticalmente e sua extremidade inferior
acoplada a um fio de aco inoxidavel (0,38mm de didametro), conectado a um
transdutor de forca (Grass FTO3 Force Displacement Transducer, GRASS
Technologies, An Astro-Med, Inc. Product Group, West Warwick, RI, USA). O
fio de aco atravessa uma fenda, preenchida por mercurio, existente no
assoalho da cuba de vidro. A por¢éo superior tendinosa do musculo papilar foi
conectada a outro fio de aco, semelhante ao anterior, ligado a extremidade do
braco longo de uma alavanca isotonica de metal. Nessa extremidade existia um
micrébmetro (L.S. Starrett. Co. Athol. Mass. N°463, USA) que controlava a
extensdo dos movimentos da alavanca, permitindo ajustar o comprimento de
repouso do musculo papilar. Na extremidade do braco curto da alavanca foi
suspenso por mais um fio de aco, semelhante aos anteriores, um peso de 5,0 g
denominado pré-carga, que tinha por finalidade promover o estiramento inicial
do musculo papilar. A alavanca era constituida de aluminio ou bronze , rigida e
leve, sendo a razao entre os bragos longo e curto de 4:1.

Os musculos papilares foram estimulados 12 vezes por minuto (0,2Hz)
por meio de eletrodos de platina tipo agulha (Grass E8, GRASS Technologies,
An Astro-Med, Inc. Product Group, West Warwick, RI, USA), posicionados
paralelamente ao eixo longitudinal dos mduasculos. Os eletrodos foram
acoplados ao estimulador elétrico (Grass S48, GRASS Technologies, Na Astro-
Med, Inc. Product Group, West Warwick, RI, USA) que emitia estimulos em
onda quadrada de mili-segundos. A voltagem de estimulo utilizada foi de 12 a
15 volts, aproximadamente, 10% acima do valor minimo necessario para
provocar resposta mecanica maxima do musculo. O pH da solucédo foi entre

7,38 a 7,42 e a pressao parcial de oxigénio da solucao foi mantida entre 550 a

600 mmHg.
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Apoés um periodo de 60 minutos, durante os quais 0s musculos contrairam
contra a pré-carga sem desenvolverem forga, contracdo isoténica, foi colocada
uma carga adicional de 50 g, denominada pés-carga, na extremidade do braco
curto da alavanca. A carga total, pos-carga acrescida a pré-carga, impedia que
0s musculos encurtassem, de modo que os mesmos desenvolvessem somente
forca sem movimentagdo da alavanca, contragdo isométrica. O excessivo
estiramento muscular que poderia ser causado pela adicdo da poés-carga foi
evitado pelo micrometro que impedia a movimentacdo da alavanca. Apds a
estabilizacdo do musculo em contracdo isométrica, este foi progressivamente
estirado, por meio do micrémetro, até a forca desenvolvida atingir seu valor
méaximo. O comprimento de estiramento da fibra muscular associado a forga ou
tensdo maxima desenvolvida, em contracdo isométrica, denominou-se Lmax.
Apos atingir o Lméax, o musculo foi novamente colcoado em contracéo isotbnica
durante 5 minutos. A seguir, 0 musculo papilar foi recolocado em contracdo
isométrica para determinacdo final do Lméx. O registro das variaveis foi
iniciado apods verificar-se que o musculo permaneceu estavel em contracdo

isométrica durante 15 minutos.

3.6.1. — Pardmetros funcionais

Os seguintes parametros mecanicos foram analisados de uma curva
obtida em contracdo isométrica : tensdo maxima desenvolvida (TD, g/mm?),
tensdo de repouso (TR, g/mm?), velocidade méxima de variacdo da tens&o
desenvolvida (+dT/dt, g/mm?s) e velocidade maxima de variacdo de
decréscimo da tensdo desenvolvida (-dT/dt, g/mm?/s). A curva de contracao

isométrica obtida durante os experimentos esta representada abaixo.
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! +dT/dt

Tenséo (g)

—+
TR
Representacéo esquematica da curva de contragé@o isométrica

As contragBes isométricas foram registradas em um sistema de
aquisicdo de dados computadorizado (AcqKnowledge® MP100, Biopac
Systems, Inc, Santa Barbara, CA, USA). A analise das curvas permitiu
determinar os valores dos parametros mecéanicos. Os valores da TD, TR,
+dT/dt e —dT/dt foram divididos pela area seccional do musculo papilar. Este
processo de normalizacdo permitiu comparar o desempenho de musculos de
diferentes tamanhos. Os dados obtidos s&o apresentados em valores absolutos
(g/mm?).

3.6.2. — Protocolo funcional

O desempenho mecanico dos musculos papilares em contragcao
isométrica foi analisada sob condicdo basal e apoOs diferentes manobras
inotropicas e lusitrépicas. Esse processo foi utilizado com a finalidade de
identificar alteragcbes da contracdo e relaxamento que poderiam néo ser
observadas em condigbes basais. Além disso, as mesmas poderiam auxiliar no
entendimento dos possiveis mecanismos relacionados com alteracbes da
funcdo mecénica do miocardio. As manobras mais frequentemente utilizadas
sdo: potenciacdo pods-pausa e variagcado da concentracao de calcio extracelular,
que permitem verificar a participacdo do transito de Ca*? intracelular na

patogénese da disfun¢do do miocardio.
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3.6.2.1. — Protocolo funcional em condicdo basal

A obtencdo dos dados em condicdo basal foi realizada com
concentracdo de célcio de 2,5 mM na solucado de Krebs-Henseleit.

3.6.2.1.1. — Manobras inotrépicas e lusitropicas

As seguintes manobras inotropicas e lusitrépicas

miocardicas com efeitos positivos e negativos foram realizadas:

3.6.2.1.1.1. — Potenciacao pds-pausa

A potenciacdo pos-pausa (PPP) é um instrumento
utilizado para estudar a funcéo de liberacdo e armazenamento de calcio pelo
reticulo sarcoplasmatico (URTHALER, 1988; YAMATO et al., 2001). Além
disso, esta manobra permite analisar indiretamente o trocador Na‘/Ca*™>. A
relacdo entre PPP e a funcdo miocardica foi realizada com concentragdo de
clacio 0,5 mM na solucdo de Krebs-Hesenleit e apds periodos de repouso de
10, 30, 60 e 90 segundos com intervalos de 5 minutos entre cada pausa e
retomada do estimulo. Os periodos crescentes tiveram como finalidade
disponibilizar maiores quantidades de célcio citosolico e, portanto, identificar a
magnitude do desempenho do musculo cardiaco.

3.6.2.1.1.2. — Elevacao da concentracdo extracelular

de célcio

A elevagdo da concentracdo de calcio intracelular
acarreta aumento do fluxo desse fon por meio dos canais lentos de Ca*?e pela
troca Na'/Ca*® o que permite, assim como o PPP, avaliar os mecanismos
relacionados com o transporte de calcio intracelular e a fungdo miocardica
(DAVID et al.,, 2001). A elevacdo da concentracdo de célcio na solucédo de
Krebs-Henseleit foi realizada com aumentos sequenciais de Ca*? de 0,5 para
1,0, 1,5, 2,0 e 2,5 mM com intervalos de 5 minutos entre cada concentragao.

Apés o término das manobras de avaliacdo
mecanica do musculo papilar, os mesmos foram retirados da preparacéo e
usados para a avaliacdo da area seccional. Os parametros morfolégicos
utilizados para caracterizar os musculos papilares foram: comprimento (mm),

peso (mg) e area seccional (mm?. O comprimento in vitro, (Lmax) foi medido
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com auxilio de um catetbmetro Gartner (Gartner Scientific Corporation,
Chicago, USA). A porcdo muscular entre os anéis de aco foi cortada,
submetida a secagem com papel filtro e pesada. Considerando-se que o
muasculo papilar tem forma cilindrica, uniforme e peso especifico
aproximadamente unitario, a area seccional foi calculada dividindo-se o0 peso
pelo comprimento determinado em Lmax.

Os musculos  papilares  dissecados, que
apresentaram 4area seccional entre 0,5 e 1,7 mm? foram utilizados no
experimento, sendo excluidos aqueles que apresentaram area seccional maior
que o valor superior ou menor que o valor inferior. Além disso, os musculos
papilares que apresentaram comportamento funcional fora do padrdo de
normalidade foram excluidos do estudo. O desempenho mecéanico foi
considerado inadequado quando os valores das variaveis obtidas em contracdo
isométrica apresentaram afastamento superior a dois desvios padrdo da média,
Ou seja, cujo escore em valor absoluto foi superior a 1,96.

3.7. - Caracterizacdo cardiaca post mortem

3.7.1. - Estrutura do coracdo

A andlise estrutural macroscopica post mortem permite identificar a
presenca de remodelacdo cardiaca atrial e ventricular (MATSUBARA et al.,
2000). A remodelacdo macroscopica, que identifica a presenca ou auséncia de
hipertrofia, foi determinada pela analise dos seguintes parametros:
determinacdo da area seccional transversa do miocito (AST) e mensuracao da
fracdo de coladgeno intersticial; bem como, pelo peso total do coracéo, dos
atrios (AT), dos ventriculos esquerdo (VE) e direito (VD). A tibia foi removida e
limpa dos tecidos moles circundantes e mensurado seu comprimento a partir
de um paquimetro (ZAAS Precision - Amatools Comercial e Importadora Ltda),
para posterior utilizacdo como critério de normalizagdo por meio da relagédo

entre as camaras cardiacas e o comprimento da tibia.

3.7.2. - Area seccional transversa (AST)

A andlise da &area seccional transversa do midcito foi realizada

utilizando amostras do ventriculo esquerdo (VE). Apds toracotomia mediana, o
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coracao foi rapidamente removido e amostras da parede anterior do VE foram
retiradas a 6 mm do apice. Os fragmentos colocados em solucédo de formol a
10% por 24h (CARROL et al., 2006). A seguir, o tecido miocérdico foi lavado
em agua corrente por 24h, transferido para solucéo de etanol 70% e incluso em
bloco de parafina. Os cortes histologicos de 4um de espessura foram corados
em lamina com solucdo de hematoxilina-eosina (HE) e projetados com
aumento de 40 vezes com o auxilio de microscopio, (Leica Mikroshopie &
System GmbH, Wetzlar, Germany), acoplado a camera de video, que envia
imagens digitais a um computador dotado de programa de analise de imagens
(Image Pro-plus, Media Cybernetics, Silver Spring, Maryland, USA). Para
calculo das é&reas seccionais dos miécitos foram mensuradas 50 a 70 células
por VE. Os midcitos analisados, localizados na camada subendocéardica da
parede muscular, devem estar seccionados transversalmente e apresentar
forma arredondada com nucleo visivel no centro da célula (MATSUBARA et al.,
2000). As areas seccionais transversas dos midcitos (AST; pm?) foram
utilizadas como indicador do tamanho celular, caracterizando presenca ou

auséncia de hipertrofia cardiaca.

3.7.3. - Coladgeno intersticial miocardico

A determinacado da fracdo de colageno (%) foi realizada por meio da
técnica de Picrosirius Red (CALVI et al.,, 2012). Nesta metodologia foi
mensurado o colageno intersticial, sendo excluido o colageno perivascular. Os
fragmentos do ventriculo esquerdo foram lavados em &gua corrente por 24
horas, transferidos para etanol 70% diluido em agua, inclusos em blocos de
parafina e corados com Picrosirius Red. A quantificacao da fracdo do colageno
intersticial foi realizada utilizando-se 30 a 40 campos por fragmento. Os
componentes do tecido foram identificados de acordo com o nivel de coloragéo:
vermelho, fibras colagenas; amarelo, midcitos e branco, espaco intersticial.

Os cortes histolégicos, para analise da fragdo de coladgeno
intersticial, foram ampliados 40 vezes com o auxilio de microscopio (Leica
DM4000 B LED, modelo B LED, LEICA Mikroskopie & System GmbH Wetzlar,

Germany) acoplado a uma camera de video (LEICA DFC295, Leica

Microsystems Ltd. Germany), que envia imagens digitais a um computador
dotado de programa de analises (Leica Application Suite, Version 4.2.0).
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3.7.4. - Determinacdo do teor de agua nos tecidos cardiaco,

pulmonar e hepético

A retencdo hidrica pode caracterizar sinais de insuficiéncia cardiaca.
Deste modo, a avaliacdo do teor de agua tecidual foi realizada nas amostras de
VE, VD, AT, pulméo e figado. ApGs a remocao do tecido a ser examinado, foi
aferido o peso in natura. Em seguida, as amostras foram submetidas a
secagem em estufa sob 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: [(PN-PS)/PN] x 100%, onde PN representa o peso in

natura e o PSec o peso seco.

3.8. - Analise estatistica

Os dados foram exibidos por meio de medidas descritivas de posicdo e
variabilidade e submetidos a analise de variancia (ANOVA) para amostras
independentes (uma via ou duas vias), quando apropriado.

As comparacfes entre os grupos no final do experimento, apds as 12
semanas de treinamento fisico, foram realizadas por ANOVA para o modelo de
dois fatores e complementada com os testes de comparacdes multiplas de
Bonferroni (JOHNSON; WICHERN, 2008).

A comparacéao da evolucéo do peso corporal, perfil glicémico, elevacédo da
concentracdo de célcio e potenciacdo pos-pausa foi realizada por ANOVA no
modelo de medidas repetidas para esquema de dois fatores independentes e
complementada com o teste de comparagdes mdultiplas de Bonferroni
(JOHNSON; WICHERN, 2008). O nivel de significAncia considerado para todas

as variaveis foi de 5%.

4 RESULTADOS

Os resultados estdo apresentados considerando o0s periodos de

protocolo experimental, conforme descrito na metodologia (pag. 8).
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4.1. — Caracterizacdo do momento inicial da obesidade

O peso corporal dos animais foi semelhante nas 4 primeiras semanas do
protocolo experimental; entretanto, na 5% semana o0 peso corporal dos animais
DH foi significativamente maior que os DP, caracterizando o momento inicial da

obesidade (Figura 3).
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Figura 3. Evolugdo do peso corporal durante o periodo de
indugdo a obesidade de 5 semanas. Grupos dieta padrao (DP,
n=40) e dieta hiperlipidica (DH, n=40) insaturada. Dados
expressos em média + desvio padrdo. *p<0,05 vs C. ANOVA
duas vias para medidas repetidas, complementada com teste
post-hoc de Bonferroni.

4.2. — Caracterizacdo da resisténcia a obesidade

Os animais foram expostos a dieta hiperlipidica (DH) e dieta padrao (DP)
até a 202 semana. Neste momento aplicou-se o ponto de separagdo com a
finalidade de excluir falsos controles do grupo DP e identificar os animais ROb
dos Ob no grupo DH, conforme previamente descrito na sessdo material e
métodos (pag.9). A redefinicdo dos grupos indicou que dentro do grupo exposto
a dieta hiperlipidica, 19 animais caracterizaram-se como resistentes a
obesidade e 21 obesos. Foram excluidos do grupo DP 13 animais que
apresentaram peso corporal acima do PS, os demais constituiram o grupo C.
Desta forma, evidenciaram-se trés grupos distintos C (n=27), Ob (n=21) e ROb
(n=19).
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A Figura 4 ilustra a evolucao do peso corporal dos animais ap0s aplicacao
do critério de composicdo dos grupos. A partir da 32 até a 202 semana, 0s
animais do grupo Ob apresentaram valores elevados de peso corporal em

relacdo aos animais C e RODb, os quais nao diferiram entre si.
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Figura 4. Evolugéo do peso corporal durante protocolo de indugéo a obesidade e exposi¢édo a dieta, até

a 202 semana. Grupos controle (C, n=27), resistente a obesidade (ROb, n=19) e obeso (Ob, n=21).

Dados expressos em média + desvio padréo. p<0,05; #(ROb vs Ob); *(Ob vs C). ANOVA duas vias para
medidas repetidas, complementada com o teste post-hoc de Bonferroni.
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A Tabela 1 ilustra as caracteristicas nutricionais dos grupos durante o
protocolo de inducdo e exposicdo a obesidade apdés 20 semanas de
tratamento. O ganho de peso corporal do grupo Ob foi maior quando
comparado aos grupos C e ROb, os quais foram semelhantes. A ingestao
alimentar diaria do grupo Ob foi maior que do ROb, ndo houve diferenca entre
os grupos C e Ob. A ingestdo calorica diaria do grupo Ob foi maior que dos
demais grupos, de modo que os animais ROb apresentaram valores
intermediarios, diferindo significativamente dos grupos C e Ob. A eficiéncia
alimentar do grupo ROD foi significativamente diminuida em relacdo aos demais

grupos.

Tabela 1. Caracteristicas nutricionais durante protocolo de
inducao a obesidade e exposicao a dieta.

Grupos
Variaveis C (n=27) ROb (n=19) Ob (n=21)
Ganho de peso (g) 351 + 28,0 362263 4501 46,9+
Ingestdo alimentar (g/dia) 22,3+ 1,39 209+2,79 22,8+0,38"
Ingestéo caldrica (Kcal/dia) 65,9 + 4,12 76,3+10,2" 83,1 + 6,36*"
Eficiencia alimentar (%) 3,81+ 0,23 342£036" 307, 090"

Protocolo de inducdo e exposi¢cdo a obesidade ap6s 20 semanas de tratamento. C:
controle; ROb: resistente a obesidade e Ob: obeso. Dados expressos em média +
desvio padrédo. p<0,05; &(ROb vs C); *(Ob vs C); #(ROb vs Ob). Analise de Variancia
ANOVA uma via para amostras independentes

Finalizada a 202 semana de tratamento, os animais foram redistribuidos
quanto a presenca ou auséncia de treinamento fisico. Desta forma, a Figura 5
ilustra o comportamento da evolucdo do peso corporal dos grupos durante todo
protocolo experimental (semana inicial a 328 semana), apenas sob influéncia
da dieta, caracterizando a resisténcia a obesidade. A partir da 42 até a 322
semana os animais do grupo Ob apresentaram maior peso corporal em relagcéo

aos animais dos grupos C e ROb, os quais foram semelhantes.
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__ Figura 5. Evolugéo do peso corporal durante protocolo de indugcdo a obesidade e exposicdo a dieta
durante 32 semanas. Grupos controle (C, n=27), resistente a obesidade (ROb, n=19) e obeso (Ob,
n=21). Dados expressos em média + desvio padrdo. p<0,05; *(Ob vs C); #(ROb vs Ob) e &(ROb vs C).
ANOVA duas vias para medidas repetidas, complementada com o teste post-hoc de Bonferroni.

A Tabela 2 mostra a caracterizacdo da resisténcia a obesidade ao término
do protocolo experimental. Os grupos ndo apresentaram diferenca para o peso
corporal inicial. O peso corporal final, o0 ganho de peso, os depoésitos de
gordura retroperitoneal, visceral e gordura total, bem como, o indice de
adiposidade dos grupos C e ROb foram semelhantes, de modo que os valores
do grupo Ob foram aumentados em relacdo aos demais grupos. A gordura
epididimal foi maior no grupo Ob somente em relacdo ao C. A ingestao
alimentar diaria foi menor no grupo ROb diferindo aos demais grupos. Porém, a
ingestao caldrica diaria do grupo RODb foi diminuida quando comparada ao Ob,

em contrapartida, foi maior que do grupo C, apresentando valores
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intermediarios. A eficiéncia alimentar do grupo ROb foi significativamente
menor que dos grupos C e Ob, os quais ndo apresentaram diferenca estatistica
entre si.

Os dados dos animais do grupo Ob foram mantidos na Figura 5 e Tabela
2 somente para evidenciar os animais ROb, uma vez, que estes Ultimos
receberam a mesma dieta dos animais que se tornaram obesos, porém nao
apresentaram caracteristicas similares.

Tabela 2. Caracterizacdo da resisténcia a obesidade ao término do

protocolo experimental.

Grupos

Variaveis C (n=12) ROb (n=9) Ob (n=10)
PCI (g) 102+6,19 983+927  101+6,90
PCF () 509 +354 523+18,8 623 + 47,8+
Ganho de peso (g) 407 £35,4 424 +21,1 522 + 48,6%"
Gordura Epididimal (g) 10,1 +£3,79 13,0+ 3,78 14,6 + 3,23*
Gordura Retroperitoneal (g) 15,6 £4,13 17,8+5,45 31,0 + 5,76*"
Gordura Visceral (g) 6,91+1,74 7,03+2,12 12,0 + 3,13+
Somatorio dos depdésitos de gordura (g) 32,6 £ 9,27 37,8+ 9,92 57,5+ 10,6*"
indice de adiposidade (%) 6,35+1,52 7,22+1,79 9,19 + 1,10+
Ingestéo alimentar (g/dia) 225+137 204+248% 231+171"
Ingestéo calérica (Kcal/dia) 66,3+4,03 745+907% 84,2+625*"
Eficiéncia alimentar (%) 275+0,14 2,38+0,16% 2,71+0,13"

PCI: peso corporal inicial da semana 0; PCF: peso corporal final na semana 32. C: controle; ROb:
resistente a obesidade e Ob: obeso. Dados expressos em média + desvio-padrdo. p<0,05; &(ROb
vs C); *(Ob vs C); *(ROb vs Ob). Andlise de Variancia ANOVA de uma via para amostras
independentes

4.3. — Influéncia do treinamento fisico

O grupo Ob foi utilizado no presente estudo apenas para identificagao e
caracterizacdo da resisténcia a obesidade; desta forma, os dados dos animais

Ob nado foram apresentados considerando a influéncia do treinamento fisico
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(TF). Os grupos C e ROb foram redistribuidos em dois grupos, quanto a

presenca ou auséncia de treinamento fisico.

— C (13)
Controle (27)

L CEx (14)

» ROb (9)

Resistente a obesidade (19)

—> RObEX (10)

Representacdo esquematica da redistribuicdo dos grupos
controle em C (controle) e CEx (controle exercitado) e resistente
a obesidade em ROb (resistente a obesidade) e RObEXx
(resistente a obesidade exercitado).

Ressaltamos que houve perda (morte) de um animal do grupo controle.
Deste modo, na segunda etapa do protocolo experimental (212 a 322 semana) o
estudo foi composto por quatro grupos: controle (C; n=12), controle submetido
ao protocolo de treinamento fisico (CEx; n=14), resistente a obesidade (RODb;
n=9) e resistente a obesidade submetido ao protocolo de treinamento fisico
(RObEXx; n=10).

A Tabela 3 ilustra as caracteristicas nutricionais dos grupos experimentais
C, CEx, ROb e RObEx ap6s 12 semanas de protocolo de exercicio que
perdurou da 212 a 322 semana. A comparac¢ao entre 0s grupos, considerando a
dieta, mostra que o peso corporal inicial ndo apresentou diferenca estatistica
entre 0s grupos. A ingestdo alimentar dos grupos ROb e RObEx foram
menores em relacédo aos grupos C e CEX, respectivamente. A ingestao caldrica
foi maior apenas no grupo ROb frente ao C. O depdsito de gordura epididimal
foi maior nos grupos ROb e RObEx em relagdo aos respectivos grupos
controles. N&o houve diferenca significativa para as demais variaveis sob efeito
da dieta.

A Tabela 3 mostra que o TF (CEx e RObEX) ndo promoveu alteragdes na
ingestdo alimentar e caldrica entre os grupos. Porém, foi eficiente na
diminuicdo do peso corporal final, do ganho de peso, dos depdsitos de gordura
retroperitoneal, visceral, epididimal e somatorio dos depdsitos de gordura, bem
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como da eficiéncia alimentar e do indice de adiposidade em relacdo aos grupos

nao exercitados (C e RODb), respectivamente.

Tabela 3. Caracteristicas nutricionais durante o protocolo de treinamento fisico.

Grupos

Variaveis C (n=12) CEx (n=14) ROb (n=9) RObEx (n=10)
Ingestio alimentar (g/dia) 225+0,62 227+057 202+071* 19,0+0,68"
Ingestéo calérica (Kcal/dia) 66,5+2,10 67,0+x1,95 73,6 +2,43* 69,4 + 2,30
Eficiéncia alimentar (%) 093+0,10 041+0,10* 090%0,12  048+0,11"
PCI (9) 4524805 453746  403%930  454:882
PCF (9) 5000925 479856t 523+1068 4861017
Ganho de peso (g) 564+686 265+636% 598793 31,9752
Gordura epididimal (g) 101:083 584+077% 130%096*  9,05:0,01%
Gordura retroperitoneal (g) 156+128 106+1,20% 1/.8+148 11,1+ 1,407
Gordura visceral (g) 691+051 513:047° 103+058 476055
Somatério dos depdsitos de gordura (g) 32,6+237 215+2719" 378273 24,9 %2,59"
indice de adiposidade (%) 6.35+042 446+03g% (22%048 5,09 + 0,45"

PCI: peso corporal inicial na semana 21; PCF: peso corporal final na semana 32. C: controle; CEx: controle exercitado;
ROb: resistente & obesidade; RObEX: resistente a obesidade exercitado. Dados expressos em média + desvio-padréo.
p<0,05; *(ROb vs C); *(RObEX vs ROb); (CEx vs C); “(RObEX vs CEXx). Andlise de Variancia ANOVA duas vias para
amostras independentes.

A Figura 6 ilustra a evolucdo do peso dos animais C, CEx, ROb e
RObEXx da semana inicial até a 322 semana durante o protocolo de indugéo a
obesidade (5 semanas), exposicao a dieta (15 semanas) e de treinamento
fisico (12 semanas). Considerando o perfil de evolucdo do peso corporal entre
0s grupos, o TF promoveu diminuicdo dos valores entre 0s grupos resistentes a
obesidade (RObEx < ROb) nas semanas 31 e 32. Nos grupos C, o TF

acarretou reducéo de peso corporal apenas na 322 semana (CEx < C).
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Figura 6. Evolugdo do peso corporal durante o periodo de exposicdo a dieta de 32 semanas. TF:
periodo de treinamento fisico. Grupos controle (C, n=12), controle exercitado (CEx, n=14), resistente a
obesidade (ROb, n=9) e resistente a obesidade exercitado (RObEX, n=10). Dados expressos em média
+ desvio padrdo. p<0,05; *(ROb vs C); *(RObEx vs ROb); 4(CEx vs C); {(RObEX vs CEx). ANOVA duas
vias para medidas repetidas, complementada com o teste post-hoc de Bonferroni.

A Tabela 4 ilustra as caracteristicas bioquimicas e a pressao arterial
sistélica. A comparacdo entre os grupos destaca que a dieta hiperlipidica
promoveu maiores valores de LDL nos grupos resistentes a obesidade (ROb vs
C; RObEx vs CEXx). No entanto, a presenca do treinamento fisico, resultou em
diminuicdo dos niveis de LDL nos grupos exercitados CEx e RObEx quando
comparados aos grupos C e ROb, respectivamente. A presséo arterial sistolica
do grupo RObEX foi maior que os grupos ROb e CEx. Tanto a dieta, quanto o
TF ndo promoveram alteracdes nos niveis glicose, colesterol total,
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triglicerideos, proteina, HDL e no lactato, bem como no indice de resisténcia a

insulina (HOMA-IR) entre os grupos.

Tabela 4. Caracteristicas bioquimicas, hormonais e presséo arterial sistolica.

Grupos

Variaveis C (n=12) CEx (n=14) ROb (n=9) RObEx (n=10)
Colesterol total (mg/dL) 78,4 £ 5,39 76,6 + 4,99 78,4 + 6,22 68,5 + 5,90
HDL (mg/dL) 245+1,39 27,1+1,29 26,1+1,61 24,1 +1,53
LDL (mg/dL) 109+1,34 7,39+1,05% 152+1,31* 10,8 +1,24™
Proteinas totais (mg/dL) 6,21 +0,11 594 + 0,10 6,03+ 0,12 5,70+ 0,12
Triglicerideos (mg/dL) 52,5+ 4,35 59,1+ 4,03 51,9+ 5,03 46,8 £ 4,77
Glicose (mg/dL) 144 £ 9,21 146 + 8,53 161+ 10,6 144 + 10,1
PAS (mmHg) 109+350  112+3.24 99,5 + 4,04 125 + 3,83
Lactato (mg/dL) 14,7+0,74 14,2 + 069 13,7+ 0,86 14,2 +0,81
HOMA-IR 11,9+ 1,23 8,57 +1,23 7,81+1,41 8,10+ 1,34

Final do protocolo experimental, apds a 322 semana. C: controle; CEx: controle exercitado; Ob:
obeso; RODb: resistente a obesidade; RObEX: resistente a obesidade exercitado. HDL: lipoproteina
de alta intensidade; LDL: lipoproteina de baixa intensidade; PAS: pressdo arterial sistdlica. Dados
expressos em média * desvio padrdo. p<0,05; *(ROb vs C); #(RObEx vs ROb); &(CEX vs C);
£(RObExX vs CEx). Andlise de Variancia ANOVA duas vias para amostras independentes.

A Figura 7 ilustra os niveis séricos de insulina e leptina. A analise mostrou
que resisténcia a obesidade e o treinamento fisico ndo promoveram alteracdes
significativas nas concentracdes séricas de insulina entre os grupos. No
entanto, o TF acarretou menor valor de leptina no grupo CEx em relacdo ao

grupo C, sem diferenca estatistica entre os grupos RObEx e ROb (p=0,06).
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Figura 7. A) Niveis séricos de insulina; B) Niveis séricos de leptina. Grupos controle (C, n=12), controle
exercitado (CEx, n=14), resistente a obesidade (ROb, n=9) e resistente a obesidade exercitado (RObEX,
n=10) apo6s 32 semanas de tratamento. Dados expressos em média + desvio padrdo. p<0,05; *(ROb vs
C). Analise de Variancia ANOVA duas vias complementada com o teste post-hoc de Bonferroni.

A Figura 8 apresenta a area sob a curva (ASC) do perfil glicEmico dos
grupos experimentais. Na andlise do perfil da ASC, visualiza-se que a dieta

hiperlipidica promoveu maiores valores nos grupos resistentes a obesidade
(ROb vs C; RObEXx vs CEXx).

£
250001 *
- 1
=]
S 200004
E
S 15000+
=
(6]
© 10000+
o)
o
wn
s 50004
e
<
0 T T —
c CEx ROb RObEX

Figura 8. Area sob a curva (ASC) glicémica. Grupos controle (C,
n=12), controle exercitado (CEx, n=14), resistente a obesidade
(ROb, n=9) e resistente a obesidade exercitado (RObEx, n=10)
apos 32 semanas de tratamento. Dados expressos em média +
desvio-padrdo. p<0,05; *(ROb vs C); *(RObEx vs ROb); CEx vs
C); £(RObEx vs CEx). Analise de Variancia ANOVA duas vias
para medidas repetidas para amostras independentes.
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A Tabela 5 ilustra as caracteristicas morfolégicas cardiacas. Os valores
do comprimento da tibia foram semelhantes entre os grupos. O efeito da dieta
mostra que o coracao, a relacdo coracgdol/tibia, o ventriculo esquerdo (VE) e a
relacdo VE/tibia apresentaram menores valores nos grupos ROb e RObEx em
relacdo ao grupos C e CEXx, respectivamente. O atrio e a relacdo AT/tibia
apresentaram menores valores apenas no grupo RObEx em relagcdo ao CEx.
Nao houve diferenca para as demais varidveis com efeito da dieta. O
treinamento fisico (CEx vs C; RObEx vs ROb) ndo promoveu alteracdes na

morfologia cardiaca.

Tabela 5. Caracteristicas morfologicas do coracdo apés 32 semanas.

Grupos

Variaveis C (n=12) CEx (n=14) ROb (n=9) RODbEXx (n=10)
Tibia (cm) 4,37 £ 0,02 4,33 £ 0,02 4,35 + 0,03 4,35 + 0,03
VE (9) 0,85+ 0,02 0,89 + 0,02 0,69 + 0,03* 0,68 + 0,03
VD (g) 0,22 + 0,097 0,22 + 0,009 0,22 + 0,011 0,22 £ 0,011
AT (9) 0,10 = 0,004 0,10 = 0,003 0,09 + 0,004 0,09 + 0,004°
Coracéo (g) 1,17 £ 0,03 1,22 £ 0,03 1,00 + 0,03* 0,99 + 0,03°
VE/ tibia (g/cm) 0,19 + 0,005 0,21 + 0,005 0,16 + 0,006* 0,16 + 0,006"
VD! tibia (g/cm) 0,05 + 0,002 0,05 = 0,002 0,05 + 0,002 0,05 + 0,002

AT/ tibia (g/cm) 0,0224 +0,0009 0,0234 +0,0008 0,0212 +0,0010 0,0208 + 0,0095"

Coracdo/ tibia (g/cm) 0,27 + 0,006 0,28 + 0,006 0,23 £0,007* 0,23 + 0,007

C: controle; CEXx: controle exercitado; Ob: obeso; ROb: resistente a obesidade; RObEX: resistente a obesidade
exercitado; VE: ventriculo esquerdo; VD: ventriculo direito; AT: atrio. Dados expressos em média + desvio
padrdo. p<0,05; *(ROb vs C); *(ROb vs RObEX); %(C vs CEx); “(CEx vs RObEx). ANOVA duas vias para
amostras independentes, complementada com o teste post-hoc de Bonferroni.

A Figura 9 apresenta os resultados da area seccional transversa (AST) de
fragmento de ventriculo esquerdo dos grupos experimentais. O treinamento
fisico aerébio promoveu aumento da AST do grupo controle treinado em
relacdo ao controle sedentario (CEx vs C). No entanto, o grupo RObEX
apresentou menor AST em relagdo ao grupo CEx. N&o houve diferenca

significativa entre os demais grupos.
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Figura 9. Area seccional transversa realizada em fragmento de
ventriculo esquerdo. Grupos controle (C, n=12), controle exercitado
(CEx, n=14), resistente a obesidade (ROb, n=9) e resistente a
obesidade exercitado (RObEx, n=10). Dados expressos em média
+ desvio padrdo. p<0,05; *(ROb vs C); *(RObEx vs ROb); (CEx vs
C); ®(RObEx vs CEx). Andlise de Variancia ANOVA duas vias
complementada com o teste post-hoc de Bonferroni.

A Figura 10 apresenta os resultados de deposicdo de colageno de
fragmento de ventriculo esquerdo dos grupos experimentais. O treinamento
fisico ndo promoveu alteracdes significativas entre os grupos. Por outro lado, a
resisténcia a obesidade apresenta menor deposi¢cdo de colageno em relacao

seus respectivos controles (RObEx vs CEx; ROb vs C).
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Figura 10. Deposicdo de coldgeno em fragmento de ventriculo
esquerdo. Grupos controle (C, n=12), controle exercitado (CEx, n=14),
resistente a obesidade (ROb, n=9) e resistente a obesidade exercitado
(RObEXx, n=10). Dados expressos em média *+ desvio padrdo. p<0,05;
*(ROb vs C); *(RObEx vs ROb); CEx vs C); {(RObEx vs CEX).
Analise de Variancia ANOVA duas vias complementada com o teste
post-hoc de Bonferroni.
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A Tabela 6 mostra os valores do teor de agua nos tecidos cardiaco,
pulmonar e hepatico. N&do foi encontrada diferenca significativa nas variaveis

entre 0s grupos.

Tabela 6. Teor de agua nos tecidos cardiaco, pulmonar e hepatico.

Grupos
Variaveis (%) C (n=12) CEx (n=14) ROb (n=9) RObEXx (n=10)
VE 76,3+1,00 76,5+092 76,6+1,14 74,9 + 1,09
VD 74,1+ 2,01 73,5+ 1,86 74,3+ 2,32 77,5+ 2,20
AT 78,2+ 0,41 78,4+ 0,38 78,2+ 0,47 78,1+ 0,45
Pulméao 78,3+ 1,02 79,3£ 0,94 79,5+1,18 78,3+£1,12
Figado 67,3+0,51 66,8+ 0,47 67,9+0,6 66,6 + 0,56

C: controle; CEx: controle exercitado; Ob: obeso; ROb: resistente a obesidade; RObEX:
resistente a obesidade exercitado. VE: ventriculo esquerdo; VD: ventriculo direito; AT:
atrio. Dados expressos em média + desvio padrdo. p<0,05; *(ROb vs C); *(ROb vs
RObEX); 4(C vs CEx); {(CEx vs RObEX). Analise de Variancia ANOVA duas vias para
amostras independentes.

Os efeitos da potenciacdo pds-pausa na funcdo do muasculo papilar em
valores absolutos estéo ilustrados na Figura 11. Os resultados dos efeitos dos
tempos das manobras, 10, 30, 60 e 90 segundos, ndo apresentaram diferenca

entre 0s grupos para todas as variaveis (TD, +dT/dt e -dT/dt).
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Figura 11. (A, B and C) Potencial pds-pausa do musculo papilar isolado apés 20 semanas de
tratamento e 12 semanas de treinamento fisico. Grupos controle (C, n=12), controle exercitado (CEXx,
n=14), resistente a obesidade (ROb, n=9) e resistente a obesidade exercitado (RObEx, n=10).
Concentracédo de calcio basal: 0,5 mM; TD: tensdo maxima desenvolvida; +dT/dt: velocidade
méxima de variagdo da tensdo desenvolvida;, -dT/dt: velocidade maxima de variacdo de
decréscimo da tensédo desenvolvida. Dados expressos em média + desvio-padrao. p<0,05. ANOVA
duas vias para medidas repetidas, complementada com o teste post-hoc de Bonferroni.

Os efeitos da elevacdo da concentracdo de calcio extracelular na funcao
do musculo papilar em valores absolutos estdo apresentados na Figura 12. Os
resultados dos efeitos das concentragbes de calcio 0,5, 1,0, 1,5, 2,0 e 2,5

foram semelhantes em todas as variaveis (TD, +dT/dt e -dT/dt) entre os grupos.
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Figura 12. . (A, B and C) Efeitos da elevagdo da concentragdo de célcio extracelular de 0,5 a 2,5
mM no musculo papilar isolado ap6s 20 semanas de tratamento e 12 semanas de treinamento fisico.
C (controle; 12); CEx (controle exercitado; n=14); ROb (resistente a obesidade; n=9) e RObEx
(resistente a obesidade exercitado; n=10). Concentragdo de célcio basal: 0,5 mM; TD: tensdo
méaxima desenvolvida; +dT/dt: velocidade méaxima de variagcdo da tensdo desenvolvida; -dT/dt:
velocidade maxima de variagdo de decréscimo da tensédo desenvolvida. Dados expressos em média
+ desvio-padréo. p<0,05. ANOVA duas vias para medidas repetidas, complementada com o teste

post-hoc de Bonferroni.

5 DISCUSSAO

5.1. - Resisténcia a obesidade
A resisténcia a obesidade (ROb) € um tema em ascensao investigativa no

meio cientifico, sobre o qual houve aumento consideravel do numero de

publicacdes nos ultimos anos. Porém, as primeiras pesquisas encontradas que
evidenciam e caracterizam a ROb foram publicadas por volta da década de 80
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e alguns dos maiores pesquisadores, a investigar o assunto, compdem a
equipe liderada pelo pesquisador Dr. Barry Levin do departamento de
neurologia e neurociéncia da New Jersey Medical School localizada em New
Jersey, USA. Segundo Levin & Sullivan (1989) a resisténcia a obesidade esta
associada a interacdo complexa de diversos fatores metabodlicos e ambientais.
Dessa forma, a RO confere a capacidade de menor ganho de peso e
deposicdo de gordura corporal mesmo ao ingerir dietas com alto teor calorico
(AKIEDA-ASAI et al., 2013; JACKMAN; MACLEAN; BESSESEN, 2010), essa
caracteristica é observada tanto em humanos (CORNIER, 2009; CORNIER et
al., 2013) quanto em modelos experimentais (AKIEDA-ASAI et al.,, 2013;
JACKMAN; MACLEAN; BESSESEN, 2010; MADSEN et al., 2010). A maioria
dos estudos tém utilizado modelos experimentais na tentativa de compreender
quais os principais fatores comportamentais e vias metabdlicas da resisténcia a
obesidade. Nesse sentido, os roedores tém tomado lugar de destaque na
escolha dos pesquisadores, 0 que permitiu ao longo dos anos a padronizagéo
de modelos cada vez mais especificos, como por exemplo, animais
modificados geneticamente para condicdo de ROb (HARADA et al.,, 2003;
RAVINET TRILLOU et al., 2004; SOLOVEVA et al., 1997). Dentre os roedores,
para estudo da ROb, os ratos e camundongos sao amplamente utilizados com
variacbes que vao desde a modificacdo genética (HESSE et al., 2010;
SIMONCIC et al., 2011)até a identificacdo de fenétipos magros em cepas de
animais submetidos a dieta hiperlipidica e/ou hipercalérica (FARLEY et al.,
2003; SMITH et al., 2014). Importante salientar que os estudos que utilizam a
identificagcdo da ROb por submissdo a dieta apresentam maior aproximacao
das caracteristicas observadas nos seres humanos (MADSEN et al., 2010),
tendo em vista que fendtipos magros sao observados em alguns individuos e
em outros ndo, mesmo com padrdes alimentares e nivel de atividade fisica
similares (JACKMAN; MACLEAN; BESSESEN, 2010). Nesse sentido, os
estudos que visam a identificacdo da resisténcia a obesidade por submisséo a
dieta tém utilizado, em sua maioria, ratos Wistar e/ou Sprague Dawley por
essas linhagens nao apresentarem intervencdo genotipica. Segundo Levin
(1989) aproximadamente 50% dos ratos da raca Sprague-Dawley apresentam
ROb quando alimentados com dieta hiperlipidica. Os ratos Wistar parecem

apresentar as mesmas caracteristicas, de modo que o presente estudo
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identificou 47,5% dos animais tratados com dieta hiperlipidica caracterizados
como resistentes a obesidade.

Existem duas formas basicas de identificacdo da ROb, pelo peso corporal
elou percentual de gordura, as quais apresentam variagcées metodologicas em
cada uma delas. O método frequentemente utilizado nas pesquisas é por meio
do peso corporal total (JOO et al.,, 2011; KIM et al., 2011; LI et al., 2011,
PEREZ-ECHARRI et al., 2008), o que parece ser um bom indicativo de
diferenciacdo. No presente estudo, a partir da 52 semana de exposicéo a dieta
hiperlipidica, caracterizado como momento inicial da obesidade, o peso
corporal dos animais DH foi significativamente maior que os DP, o qual
permaneceu até a 202 semana (Figura 4). Na 20 semana, quando aplicado o
ponto PS pelo peso corporal total, os animais ROb foram identificados em meio
ao grupo DH, de modo que nesse momento foi possivel ndo so a diferenciacao,
mas também, a analise da evolucdo do peso corporal da semana inicial até a
202 semana de cada grupo separadamente. Os animais do grupo Ob
apresentaram valores elevados de peso corporal, enquanto os ratos C e ROb
foram semelhantes. Essa caracteristica permanece, ao longo do tempo, nos
grupos C, Ob e ROb durante as 32 semanas do protocolo experimental (Figura
5). Importante, ainda, é observar o tempo de duracdo dos protocolos das
pesquisas sobre a RODb, pois em sua grande maioria os trabalhos tém utilizado
curtos (5-10 semanas) (AKIEDA-ASAI et al., 2013; JOO et al., 2011; LI et al.,
2011) ou médios (10-15 semanas) (CARROLL; ZENEBE; STRANGE, 2006;
LOUIS et al.,, 2012; OTUKONYONG et al., 2005) periodos de exposicdo a
dieta. Madsen et al. (2010), ressaltam que a obesidade é uma doenca cronica,
gue pode ter inicio na infancia, e para melhor compreensao das caracteristicas
metabdlicas do acumulo de tecido adiposo torna-se necessario a utilizacao de
longos periodos de exposicdo a dieta. Desta forma, € importante ndo apenas
submeter os animais a dieta hiperlipidica para identificacdo da ROb, mas
também controlar o tempo de exposi¢cdo a essa condi¢cdo, fato este, que pode
interferir nas conclusfes de algumas caracteristicas a respeito desse modelo.

Ainda que a caracterizacdo da ROb pela evolucdo do peso seja
amplamente utilizada e tenha boa aplicacdo, € sabido que esse ndo é um
indicativo fidedigno de adiposidade, pois a avaliacdo pelo peso ndo discrimina

0S componentes corporais tais como massa muscular, massa 0ssea e massa
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adiposa. A pesagem nao elucida a real capacidade de conversdo do alimento
ingerido em depédsitos de gordura corporal. Para analise mais fiel da
caracteristica nutricional dos animais frente a dieta ingerida, sugere-se a
utilizacdo de métodos avaliativos capazes de diferenciar os componentes
corporais (NUNES et al., 2009).

Alguns pontos especificos precisam ser observados quando se discute
sobre dieta e caracteristicas nutricionais, dentre eles, a quantidade de alimento
ingerido, a densidade caldrica da dieta e a eficiéncia alimentar. A inter-relacéo
entre esses 3 componentes ird determinar a capacidade metabdlica de cada
animal. No presente estudo, o grupo RODb ingeriu menor quantidade de racao
em gramas em relacdo aos demais grupos, entretanto, os animais RODb
apresentaram maior ingestdo caldrica diaria que o C (Tabela 1). Isso se deve a
maior densidade caldrica da dieta hiperlipidica em comparacao a dieta padrao
(Quadro 1). Ainda que tenham ingerido mais calorias que os animais do grupo
C, a eficiéncia alimentar dos ratos ROb € reduzida frente aos demais grupos,
mesmo quando comparado aos animais que ingeriram DP. Esta caracteristica
confere a estes ratos capacidade de resistir a condicdo morfolégica da
obesidade.

A menor capacidade metabdlica, que os animais ROb possuem, de
converter o alimento ingerido em ganho de peso (JACKMAN et al., 2006;
LEVIN; DUNN-MEYNELL, 2006) é confirmada, no presente estudo, por menor
peso corporal final. Além disso, esses animais conseguiram manter reduzidos
os principais fatores relacionados ao acumulo de tecido adiposo, como
menores depdsitos de gordura retroperitoneal, visceral e somatério dos
depositos de gordura, assim como o indice de adiposidade em comparacao ao
grupo Ob. Estudo (AKIEDA-ASAI et al., 2013), ao analisar a area seccional de
adipécitos de tecido adiposo branco, observou que animais ROb apresentam
area similar aos animais do grupo controle e significativamente menor que dos
animais Ob, além disso, apresentam maior expressao de carnitina palmitoil
transferase e menor de acido graxo sintase, o que reforca a ideia de que
animais ROb tem menor deposicdo de gordura devido a maior oxidacao de
lipidios e menor lipogénese. Porém, o estudo ndo quantificou o niumero de

adipécitos por area, o que pode interferir na forma pela qual o metabolismo
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O tecido adiposo branco ndo apenas tem a funcdo de armazenamento
energético como também é um 0Orgdo endocrino secretor de diversos
hormoénios (PINTO, 2014) (PINTO, 2014 LER). Dentre eles, a leptina tem
tomado lugar de destaque nos estudos dos ultimos anos por ser o Unico
horménio anorexigeno produzido pelo proprio tecido adiposo e por ter estreita
relacdo com o desenvolvimento da obesidade (GELONESE NETO; PAREJA,
2006). Quantidades elevadas de leptina circulantes sao indicativos de
resisténcia a acdo desse hormoénio tanto por menor sensibilidade quanto por
defeito genético de seus receptores (CLEMENT et al., 1998), o que leva a
hiperfagia e consequentemente a obesidade (GELONESE NETO; PAREJA,
2006). A andlise das concentracfes séricas de leptina mostra que 0s animais
do grupo ROb apresentaram valores semelhantes aos animais do grupo
controle, fato este, que pode ser associado aos baixos valores dos depdsitos
de gordura, o que, consequentemente, leva a producdo em niveis normais
desse horménio (TULIPANO et al., 2004). Outro ponto a ser considerado € que
concentracfes normais de leptina indicam nao haver resisténcia de seus
receptores nem tampouco defeito genético, de forma a manter preservada a
funcdo de controle do apetite. Outro hormdnio fortemente relacionado a
obesidade é a insulina, o qual tem caracteristica obesogénica (OTUKONYONG
et al., 2005; WHITE et al., 2013). A concentracao sérica de insulina dos animais
do grupo RODb foi semelhante a do grupo C, no entanto, quando analisado a
area sob a curva obtida do teste de tolerancia a glicose (GTT) observa-se
maiores concentracdes glicémicas na resisténcia a obesidade, caracterizando
intolerancia a glicose. Este é um achado inusitado, pois ndo é comum observar
essa caracteristica nos animais ROb em outros estudos (OTUKONYONG et al.,
2005). Porem, poucos avaliaram o comportamento desse modelo exposto a
dieta hiperlpidica por longo periodo, e essa resposta pode ser causada em
virtude do tempo.

Os achados do presente estudo mostram n&o haver diferenca significativa
nos valores séricos de proteinas, triglicerideos, glicose e colesterol total.
Corroborando aos achados de outros pesquisadores (DOBRIAN et al., 2000;
XIA et al., 2015), o presente estudo destaca que a dieta hiperlipidica promoveu
maiores valores de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) nos grupos

bY

resistentes a obesidade, e esse pode ser um fator agressor ao sistema
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cardiovascular, por desenvolvimento de comorbidades, como hipertensdo
arterial, diabetes mellitus tipo 2 e aterosclerose.

Os achados do presente estudo ndo apresentam alteracdo nas
concentracfes séricas de lactato no grupo ROb. A literatura sugere que as
concentracfes de lactato podem estar relacionadas a diminui¢cdo da ingestao
alimentar de animais ROb (NAGASE; BRAY; YORK, 1996). Pesquisadores
destacam que a administracdo periferica de piruvato e lactato estimula
respostas no nervo vago e parecem exercer efeito inibidor na ingestao tanto de
dieta com alto teor de gordura quanto rica em carboidratos em ratos Osborne-
Mendel, os quais séo suscetiveis a obesidade. Por outro lado, ndo encontraram
efeito sobre o consumo de ambas dietas em ratos expontanemante resistentes
a obesidade (S5B/P) (NAGASE; BRAY; YORK, 1996).

5.1.1. - Resisténcia a obesidade, morfologia e funcao cardiaca

A literatura tem reportado fortemente a relagdo entre obesidade,
morfologia (ABEL; LITWIN; SWEENEY, 2008; ASHRAFIAN; ATHANASIOU; LE
ROUX, 2011; CUSPIDI et al., 2014; DUSAN et al., 2015; LEOPOLDO et al.,
2010; SANCHEZ; SINGH, 2014) e funcao cardiaca (LEOPOLDO et al., 2011;
RELLING et al., 2006; REN et al., 2008; RIDER et al., 2015). A obesidade
resulta em aumento do numero de adipocitos, que conduz ao aumento da
demanda metabdlica e consequente expansdo do volume circulante
(ALEXANDER et al., 1962). O aumento subsequente do volume sistdlico do
ventriculo esquerdo (VE) induz ao aumento do débito cardiaco, que por sua vez
resulta em hipertensdo arterial sistémica. Portanto, em individuos obesos,
propde-se que a carga de trabalho do VE é mais elevada devido ao aumento
da pré-carga fazendo com que ocorra maior estresse na parede, dilatacéo e
hipertrofia excéntrica e concéntrica, com posterior disfuncdo sistolica e
diastolica ventricular esquerda (ASHRAFIAN; ATHANASIOU; LE ROUX, 2011).

Diferentemente ao observado nos animais que desenvolvem
obesidade, o presente estudo mostra que os animais ROb submetidos a dieta
hiperlipidica (DH) insaturada apresentaram menores valores de coracéo total,
VE e suas respectivas relacbes com a Tibia. Esses achados poderiam indicar a
existéncia de atrofia muscular (JACKMAN; KANDARIAN, 2004; OCARINO et
al., 2011). No entanto, a analise da area seccional transversa de fragmentos de
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VE mostra que ndo houve diminuicdo da area dos cardiomiécitos, descartando
essa hipotese. Além disso, na andlise de deposicdo de coldgeno do VE foi
identificada menor deposi¢cdo no grupo RODb, que pode justificar o0 menor peso
das camaras cardiacas (DE SOUZA et al., 2014). Nao houve diferenca
significativa na pressao arterial sistdlica ha comparacao entre 0s grupos para o
fator dieta, corroborando os achados de Dobrian et. (2000) e Carroll; Zenebe;
Strange (2006).

Alteracbes na morfologia do coracdo podem levar a deplecédo da
funcdo cardiaca (ASHRAFIAN; ATHANASIOU; LE ROUX, 2011; LEOPOLDO et
al.,, 2010; SANCHEZ; SINGH, 2014). Poucos estudos tém avaliado e
identificado as caracteristicas cardiacas de ratos ROb (CARROLL; ZENEBE;
STRANGE, 2006; LOUIS et al., 2012; SA et al., 2015), ha limitado nimero
informacdes sobre a relacdo entre resisténcia a obesidade, funcdo cardiaca e
transito de Ca*? miocéardico. Pesquisa com animais submetidos & dieta de
moderado teor lipidico, por 12 semanas, ndo encontrou anormalidades na
funcdo cardiaca em ratos resistentes a obesidade (CARROLL; ZENEBE;
STRANGE, 2006). Em contrapartida, Louis et al. (2012) mostraram que ratos
ROb submetidos a DH por 17 semanas apresentaram aumento do tempo de
relaxamento isovolumétrico. Dados publicados por nosso laboratério (SA et al.,
2015), mostraram depressdo da tensdo desenvolvida na potenciacdo pos-
pausa, sem alteracdes na fase de relaxamento. No entanto, no presente estudo
ndo foi possivel identificar prejuizos na funcdo cardiaca apés realizacao de
manobras inotrépicas e lusitropicas, em preparacdes de musculo papilar
isolado, de ratos resistentes a obesidade apds 32 semanas de exposicao a DH.

Uma possivel justificativa para os efeitos deletérios relatados por
Louis et al. (2012) e S& et al. (2015) e a cardioprotecdo dos animais ROb
observada no presente estudo, parece estar relacionada ao tempo de
exposicdo a dieta. Os dois estudos anteriores realizaram as andlises com
periodos de duracdo similares, ou seja, entre 17 e 20 semanas de exposi¢ao a
DH, diferentemente das andlises dos resultados ap6s 32 semanas de
exposicao, aqui demonstrados. Lima-Leopoldo et al. (2014), evidenciam que
ratos obesos por exposicdo a DH por 15 semanas, apresentaram, inicialmente,
reducdo da expressdo génica das principais proteinas do transito de calcio
(SERCA2a, RyR, PLB, canal de Ca™, CSQ e NCX). No entanto, apés 30
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semanas, 0s hiveis de RNAmM aumentaram na possivel tentativa de
reestabelecer a funcao cardiaca. Quando essas analises foram realizadas apos
45 semanas a transcricdo de RNAm retornou a taxas reduzidas e/ou normais.
Os autores sugerem que houve remodelamento dos processos cardiacos apés
longos periodos de exposicdo a obesidade devido a sobrecarga de gordura
imposta ao coracdo, de modo que, ap6s 15 semanas, tal sobrecarga
representa uma agressao ao coracéo (obesidade), o qual se remodela como
forma de adaptacdo para normalizar as alteracfes cardiacas moleculares e
celulares préximo a semana 30 (LIMA-LEOPOLDO et al., 2014). Porém, apos
45 semanas, ha reducdo da expressdao de RNAm das proteinas do transito de
calcio miocardico, indicando que longos periodos de exposi¢cdo a DH acarretam
prejuizos cardiacos (LIMA-LEOPOLDO et al., 2014).

Neste sentido, sugere-se que a falta de prejuizos cardiacos
observados no presente estudo deve-se a trés fatores centrais; primeiro ao
tempo intermediario de exposicao a dieta, como relatado por Lima-Leopoldo et
al. (2014); segundo pela falta de acumulo excessivo de tecido adiposo nos
animais ROb, fator este, que por si s6 causa prejuizos cardiacos (HASLAM;
JAMES, 2005; RIDER et al., 2015) e terceiro pela composicao da DH, a qual é
composta predominantemente por acidos graxos insaturados.

Cardiomiopatia lipotéxica € uma evidéncia experimental que pode ser
acarretada pelo aumento da disponibilidade de acido graxo, em virtude de uma
dieta rica em gordura. No entanto, parece que as dietas hiperlipidicas parecem
ser neutras e/ou cardioprotetoras, especialmente quando compostas por
elevado teor de acidos graxos poli-insaturados (CHESS; STANLEY, 2008). O
consumo de dieta rica em gordura vegetal, especificamente de acidos graxos
poli-insaturados, diminui o risco de doencas coronarianas (CHESS; STANLEY,
2008). No entanto, parece nédo haver consenso na literatura sobre o papel da
ingestdo de gordura no desenvolvimento da disfungédo cardiaca. Contrapondo
estudos que observaram prejuizos cardiacos com a utilizacdo de DH
insaturada (FERRON et al.,, 2015; LEOPOLDO et al., 2010, 2011; LIMA-
LEOPOLDO et al., 2014; SA et al., 2015), trabalhos evidenciam que a alta
ingestdo de acidos graxos poli-insaturados de peixe (6mega-3) esta associada
com menor incidéncia de disfuncéo cardiaca (BELIN et al., 2011). Resultado

semelhante foi observado em ratos com hipertrofia ventricular esquerda e
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disfuncéo cardiaca, induzidas por estenose aértica, sugerindo que a ingestao
de acidos graxos poli-insaturados atenua o desenvolvimento de hipertrofia do
VE, remodelamento cardiaco e disfuncdo contratil (DUDA et al., 2009). Den
Ruijter et al. (2012) relatam que dietas ricas em Omega-3 parecem ser
superiores na reducao dos triglicérides plasmaticos. Em adicdo, os autores
mostram que &cidos graxos monoinsaturados ndo apenas tém efeitos anti-
hipertréficos cardiacos como, também, possuem caracteristicas metabolicas
favoraveis (DEN RUIJTER et al., 2012). Importante ressaltar, que pesquisas
que tém como foco o estudo dos mecanismos envolvidos na disfuncéo
cardiaca, por meio de DH, devem controlar as fontes lipidicas que compdem
essa dieta.

A literatura (CARROLL; ZENEBE; STRANGE, 2006; JACKMAN;
MACLEAN; BESSESEN, 2010; LOUIS et al., 2012) que estuda a ROb por meio
de DH, em sua maioria, ndo apontam 0s componentes e as caracteristicas dos
acidos graxos presentes na dieta. Deste modo, em virtude do nimero reduzido
de estudos e a divergéncia dos resultados sobre a relacdo entre ROb e funcao
cardiaca, os mecanismos envolvidos na disfuncao cardiaca sdo desconhecidos

neste modelo animal, tornando os achados inconclusivos.

5.2. - Protocolo de treinamento fisico

A resisténcia a obesidade (ROb) apresenta capacidade metabdlica
favoravel a utilizacdo das reservas energéticas corporais, mesmo em condi¢ao
sedentaria (MACLEAN et al., 2004). Porém, pouco se sabe sobre os efeitos do
treinamento fisico (TF) e sobre sua comparacdo frente ao sedentarismo no
modelo de ROb. Para analise da influéncia do TF foi aplicado um protocolo de
treinamento aerdbio de intensidade moderada (70% do TVM) em esteira
rolante durante 12 semanas.

Estudos tém utilizado em larga escala a andlise do nivel de atividade
fisica (NOVAK C, KOTZ C, 2006; PATTERSON; DUNN-MEYNELL; LEVIN,
2008; TESKE; BILLINGTON; KOTZ, 2014), do exercicio fisico (EF) (NATALI,
2004; FARID et al., 2005; LEVIN; DUNN-MEYNELL, 2006; LOCATELLI et al.,
2009; PINHEIRO et al., 2007) e do treinamento fisico (TF) (CARNEIRO-
JUNIOR et al., 2013; DIFFEE; NAGLE, 2003; PACAGNELLI et al., 2014;
PAULINO et al., 2010) nos ultimos anos. No entanto, € de extrema importancia
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compreender as particularidades de cada uma dessas variagcdes do movimento
corporal para que alguns erros metodoldgicos sejam sanados. A analise do
fator atividade fisica € a mensuracdo ou mapeamento do movimentar-se
cotidiano, ou seja, ndo ha a sistematizacdo. Segundo Caspersen; Powell e
Christenson (1985), a atividade fisica é definida como qualquer movimento
corporal, produzido pelos musculos esqueléticos, que resulta em aumento do
gasto energético acima dos niveis de repouso. O exercicio fisico, no entanto,
nao é sinbnimo de atividade fisica, € uma subcategoria. O EF é uma atividade
fisica planejada, estruturada, repetida e proposital no sentido de que o objetivo
é a melhora ou manutengdo das valéncias fisicas (CASPERSEN; POWELL,;
CHRISTENSON, 1985). Tanto a atividade fisica quanto o EF sdo medidos pela
utilizacao diaria de quilocalorias e sdo positivamente correlacionados com a
intensidade, duracdo e frequéncia de movimentos (CASPERSEN; POWELL;
CHRISTENSON, 1985).

Deste modo, o TF € um programa de exercicios fisicos planejados e
sistematizados a priori, com a finalidade de garantir maior eficiéncia, seguranca
e evitar efeitos adversos, de modo que possui caracteristicas especificas que
precisam ser seguidas para garantir os resultados almejados. Em alguns
casos, € possivel observar equivocos em alguns estudos que, por exemplo,
utilizam o termo EF quando na verdade estdo aplicando protocolos de TF, ou
até mesmo, realizando analises do nivel de atividade fisica (LEVIN; DUNN-
MEYNELL, 2006; PATTERSON; DUNN-MEYNELL; LEVIN, 2008).

Dentre alguns dos mais importantes principios do treinamento fisico
sugeridos por Kenney; Wilmore & Costil (2013), a sobrecarga, a adaptacéo e a
individualidade biolégica necessitam de atengdo especial no planejamento e
desenvolvimento metodolégico de um programa de treinamento. Nesse
sentido, o presente estudo aplicou testes de carga em cada animal respeitando
a individualidade biolégica, a qual representa um papel importante na
determinacdo da resposta do organismo a uma unica sesséo de exercicio, bem
como alteracdes crbnicas ao programa de treinamento. Diferengcas nas taxas
de crescimento celular, metabolismo, regulacdo cardiovascular, respiratéria,
neural e regulacdo enddcrina levam a uma enorme variacdo individual. De
acordo com o principio da sobrecarga, as cargas de treino foram ajustadas
gradativamente para que fosse possivel ocorrer adaptacdo antes da submisséo
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a uma nova carga. Ainda respeitando o principio da adaptacdo e da
sobrecarga, foram realizados retestes a cada duas semanas para garantir que
cada animal estivesse realmente treinando na zona de intensidade proposta
nesse estudo (KENNEY; WILMORE; COSTIL, 2013).

Importante salientar que o controle das variaveis basicas, acima

discutidas, é de fundamental importancia para o trabalho utlizando o

treinamento fisico.

5.2.1. - Resisténcia a obesidade e treinamento fisico

Na analise isolada da influéncia do treinamento fisico (TF), as
comparacdes foram realizadas entre 0s grupos treinados versus sedentarios
(CEx vs C; RObEx vs ROD).

Diversos estudos evidenciam a eficacia do treinamento fisico aerobio
na reducao do percentual de gordura e consequentemente dos depdsitos de
gordura corporal (BURNEIKO et al.,, 2006; DANTAS et al.,, 2010; ROLLS;
ROWE, 1979; SCHMIDT et al.,, 2012). Corroborando essa afirmacdo, o
presente estudo mostra que o TF foi eficiente na diminuicdo do ganho de peso
e do peso corporal final. Em adicdo, todas as variaveis relacionadas a
deposicdo de gordura corporal como a eficiéncia alimentar, o indice de
adiposidade, os depésitos de gordura retroperitoneal, visceral, epididimal e
gordura total, foram diminuidas nos grupos treinados em relacdo aos
sedentarios (CEx < C e RObEx < ROb). Importante ressaltar que a resisténcia
a obesidade, por si sO, apresenta a capacidade de manter a adiposidade
similar aos animais controles.

N&o foi verificado disparidade na ingestao alimentar e calorica entre
0S grupos treinados e os sedentarios. Levin e Dunn-Meynell, (2004) relatam
que o fator treinamento fisico parece exercer controle do apetite e
consequentemente regula a ingestdo caldrica; resultado ndo observado no
presente estudo. Deste modo, os beneficios observados na melhora da
composicdo corporal, evidenciados nesse estudo, estdo relacionados
diretamente ao efeito do TF.

No presente estudo, o TF ndo promoveu alteracées nos niveis de
glicose, colesterol total, triglicerideos, proteina, HDL e lactato entre 0os grupos.
Os animais do grupo RODb, isoladamente, apresentam niveis séricos elevados
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de LDL (ROb > C), contudo, o TF foi capaz de atenuar esse parametro nos
grupos exercitados quando comparados aos sedentarios (CEx < C e RObEx <
RODb). Deste modo, o TF parece ser um fator protetor contra a doenca
coronariana nos animais RODb, principalmente por diminuir o risco de formacéo
de placa de ateroma em decorréncia da diminuicdo do LDL circulante, mesmo
sem altera¢gBes nas concentragfes séricas de HDL (BURNEIKO et al., 2006).

Dobrian et al. (2000), utilizando protocolo de submissdo a dieta
hiperlipidica por 10 semanas, relataram que ratos obesos desenvolvem
hipertenséo arterial enquanto os resisténtes a obesidade nado, sugerindo que a
dieta ndo é o principal fator a elevar a pressao arterial (PA) neste modelo. A
hipertensdo também € correlacionada com a atividade da renina plasmatica,
indicando que a ativacao do sistema renina-angiotensina pode ser uma das
principais causas do aumento da PA em ratos Ob (DOBRIAN et al., 2000). No
presente estudo, a pressdo arterial sistdlica do grupo ROb treinado foi
significativamente maior que do ROb sedentério, bem como do CEx. Esses
achados contradizem o que a literatura tem afirmado sobre os efeitos do TF no
controle da presséo arterial (BRUM; NEGRAO, 2004). No entanto, o resultado
evidenciado no presente estudo aponta para um efeito da interagéo entre DH e
TF, uma vez que esse comportamento néo foi visualizado no grupo treinado
submetido a DP. Vale ressaltar, que os poucos trabalhos encontrados que
avaliam a relacdo entre atividade fisica e resisténcia a obesidade néo
avaliaram a pressao arterial (COUTURIER et al.,, 2004; LEVIN; DUNN-
MEYNELL, 2006; NOVAK C, KOTZ C, 2006; PATTERSON; DUNN-MEYNELL;
LEVIN, 2008; TESKE; BILLINGTON; KOTZ, 2014). Deste modo, o presente
estudo parece ser o primeiro a relatar a influéncia de um programa de
treinamento fisico aerébio na pressao arterial em ratos resistentes a obesidade.
Os resultados mostram que os animais ROb quando submetidos a DH por
prolongados periodos e ao treinamento fisico, apresentam elevados valores
pressoéricos quando comparados aos ROb sedentarios.

Na andlise do perfil da area sob a curva (ASC), a dieta hiperlipidica
insaturada promoveu maiores valores nos grupos ROb indicando intolerancia a
glicose, porém o treinamento fisico aerdbio ndo foi capaz de reverter esse
quadro. A falta de resposta positiva do efeito do TF sobre a intolerancia a
glicose contradiz os resultados reportados na literatura, de modo que, estudos
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tém demonstrado que o treinamento fisico aerobio atenua a intolerancia a
glicose (BOULE et al., 2005; SMUTOK et al., 1994).

5.2.1.1. - Influéncia do treinamento fisico na morfologia e

funcao cardiaca na resisténcia a obesidade

bY

No presente estudo, o0s ratos resistentes a obesidade
apresentaram menores valores de peso das cAmaras cardiacas, bem como do
coracao total, quando comparados aos ratos controles. Esses valores foram
constatados por menor deposicdo de coldgeno no coracdo. O modelo de
resisténcia a obesidade tratado com dieta hiperlipidica insaturada por 32
semanas, difere da obesidade, a qual que pode induzir aumento na matriz
extracelular, principalmente na fracdo do colageno (DA SILVA et al., 2014).

No presente estudo o TF ndo modificou valores de colageno
observados nas camaras cardiacas dos animais resistentes a obesidade.
Esses resultados corroboram estudos que mostraram que o conteldo total de
colageno no coracdo ndo é alterado em ratos submetidos ao exercicio fisico
aerobio em comparacdo com ratos nao treinados (JIN et al., 2000; BURGESS
et al., 1996).

Contudo, os valores diminuidos do peso das camaras
cardiacas e a menor deposicado de colageno ndo parecem interferir na fisiologia
do coracdo na resisténcia a obesidade, uma vez que a area seccional
transversa dos cardiomiécitos, o acumulo de agua nos tecidos e a funcao
cardiaca, avaliada por preparacdes de musculo papilar isolado, permaneceram
inalteradas nesta condicéao.

Nao foram identificados na literatura estudos que avaliaram a
influéncia do treinamento fisico sobre os parametros cardiacos na condi¢do de

resisténcia a obesidade.

6 CONCLUSAO

Em concluséo, os animais resistentes a obesidade (ROb), mesmo quando
submetidos a prolongado periodo de dieta hiperlipidica insaturada, sé&o

capazes de manter a maioria das caracteristicas de composi¢cdo corporal
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similares ao grupo controle. A condicdo de resisténcia a obesidade néo
acarretou prejuizos funcionais cardiacos. No entanto, o modelo de ROb
apresenta menor deposicdo de colageno intersticial, com preservada area
seccional transversa dos cardiomidcitos.

O treinamento fisico (TF) aerdbio de moderada intensidade ndo promove
alteracbes tanto na morfologia quanto na fungdo cardiaca em animais

resistentes a obesidade.
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