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Meira, Taylan Cunha. Impacto do treinamento fisico sobre altera¢cdes no perfil oxidativo e
parametros morfofuncionais cardiovasculares em um modelo animal de obesidade induzida
por dieta hipercaldrica. 2023. Dissertacdo (Mestrado) — Instituto Multidisciplinar de
Saude, Universidade Federal da Bahia, Vitéria da Conquista, 2023.

RESUMO

Introducdo: A obesidade é caracterizada como uma condigdo cronica e complexa, que
contribui para impactos negativos na satude humana. Em sua génese atuam fatores genéticos,
ambientais, metabdlicos e comportamentais que podem determinar reducdo na qualidade de
vida, predispondo a alteragBes metabodlicas e cardiovasculares. Diante dessa problematica, o
exercicio fisico é uma importante estratégia para reducdo da adiposidade corporal e prevencdo
de disturbios cardiovasculares associados a obesidade. Obijetivo: Avaliar o impacto do
treinamento fisico nas alteragdes do perfil oxidativo e nos parametros morfofuncionais
cardiovasculares em modelo animal de obesidade induzida por dieta hipercal6rica. Métodos:
Foram utilizados 24 ratos Wistar machos com peso entre 150 e 200g, cujo protocolo deste
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA/IMS-UFBA) sob
parecer numero 053/2017. Inicialmente, os animais experimentais foram submetidos a dieta
controle normocalodrica (DC, n=10) ou dieta hipercalorica (DH, n=14) para inducdo da
obesidade durante 8 semanas. Apds esse periodo, os animais do grupo dieta controle (DC) ou
do grupo dieta hipercalérica (DH) foram subdivididos em 2 grupos experimentais cada, 0s
quais foram treinados em esteira motorizada (DCT, n=5; DHT, n=7) ou mantidos sedentarios
(DCS, n=5; DHS, n=7) por 12 semanas. Ao final do experimento, os depositos de tecido
adiposo abdominal foram dissecados e pesados e 0 ventriculo e a aorta removidos para analise
histoldgica e de estresse oxidativo. Sangue toracico coletado para analises bioquimicas e
hormonais. Os cortes histoldgicos foram corados com Hematoxilina-Eosina (HE) e Tricrémio
de Masson (TM) e analisados pelo sistema informatizado (ImageJ). Resultados: A dieta
hipercaldrica determinou aumento do consumo alimentar e calorico, do peso e da adiposidade
corporal e alterou a tolerancia a glicose. O protocolo de treinamento aplicado reduziu o peso
corporal, indice de adiposidade e os tecidos adiposos abdominais dos animais submetidos a
dieta hipercalérica. Nao foram observadas alterac6es significativas sobre a glicemia de jejum,
insulina, HOMA-IR, HOMA- e Quick. A pressdo arterial sistélica aumentou nos animais
sedentarios que consumiram a dieta hipercaldrica e foi reduzida pelo protocolo de treinamento
fisico aproximadamente em 12%. Os niveis de CK/MB foram reduzidos em animais
treinados em comparacdo com animais sedentarios submetidos a uma dieta hipercalorica. Os
animais submetidos a dieta hipercalorica apresentaram maiores areas na espessura da tunica
intima da aorta, consequentemente, esses animais tiveram menores limens adrticos; enquanto
0S animais treinados apresentaram menores espessuras € maiores lumens. As areas dos
cardiomiocitos e a capilarizacdo demonstraram adaptacdes cardiacas patoldgicas nos animais
sedentarios que consumiram dieta hipercal6rica, enquanto nos animais treinados notou-se
adaptacOes cardiacas fisiologicas com aumento de cardiomidcitos e de neocapilarizacdo. Os
animais sedentarios submetidos a dieta hipercaldrica apresentaram maiores areas com fibrose
enquanto protocolo de treinamento reduziu essas areas. O treinamento aplicado neste estudo
aumentou os valores de catalase e GPX; enquanto que a peroxidacdo lipidica foi reduzida nos
animais treinados. Os niveis de nitritos totais cardiaco foram maiores no grupo (DHS) e nos
grupos treinados independente da dieta. Conclusdo: O protocolo de treinamento determinou
melhora na adiposidade corporal, e parametros morfofuncionais e oxidativos cardiovasculares
no modelo animal de obesidade induzida por dieta.

Palavras-chave: Exercicio Fisico. Sistema cardiovascular. Dieta Hipercalorica.



MEIRA, Taylan Cunha. Impact of physical training on changes in the oxidative profile and
cardiovascular morphofunctional parameters in an animal model of obesity induced by a
hypercaloric diet. 2023. Dissertation (Maters Degree) — Multidisciplinary Institute of
Health, Federal University of Bahia, Vitoria da Conquista, 2023.

ABSTRACT

Introduction: Obesity is characterized as a chronic and complex condition, which contributes
to negative impacts on human health. In its genesis, genetic, environmental, metabolic and
behavioral factors act that can determine a reduction in quality of life, predisposing to
metabolic and cardiovascular changes. Faced with this problem, physical exercise is an
important strategy for reducing body adiposity and preventing cardiovascular disorders
associated with obesity. Objective: To evaluate the impact of physical exercise on changes in
the oxidative profile and cardiovascular morphofunctional parameters in an animal model of
obesity induced by a high-calorie diet. Methods: We used 24 male Wistar rats weighing
between 150 and 200g, whose study protocol was approved by the Ethics Committee on the
Use of Animals (CEUA/IMS-UFBA) under opinion number 053/2017. Initially, the
experimental animals were subjected to a normocaloric control diet (DC, n=10) or a
hypercaloric diet (DH, n=14) to induce obesity for 8 weeks. After this period, the animals in
the control diet group (CD) or the hypercaloric diet group (HD) were subdivided into 2
experimental groups each, which were trained on a motorized treadmill (DCT, n=5; DHT,
n=7) or maintained sedentary (DCS, n=5; DHS, n=7) for 12 weeks. At the end of the
experiment, the abdominal adipose tissue deposits were dissected, weighed and the ventricle
and aorta were removed for histological analysis. Chest blood was collected for biochemical
and hormonal analysis. The histological sections were stained with Hematoxylin-Eosin (HE)
and Masson's Tricromion (TM) and analyzed by the computerized system (ImageJ). Results:
The high-calorie diet resulted in an increase in food and caloric intake, body weight and
adiposity and altered glucose tolerance. The training protocol applied reduced body weight,
adiposity index and abdominal adipose tissues of animals submitted to the high-calorie diet.
No significant changes were observed in fasting blood glucose, insulin, HOMA-IR, HOMA-
B and Quick. Systolic blood pressure increased in sedentary animals that consumed the high-
calorie diet and was reduced by the physical training protocol by approximately 12%. CK/MB
levels were reduced in trained animals compared to sedentary animals submitted to a high-
calorie diet. Animals submitted to a high-calorie diet had larger areas in the thickness of the
aortic tunica intima, consequently, these animals had smaller aortic lumens; while trained
animals had smaller thicknesses and larger lumens. The areas of cardiomyocytes and
capillarization demonstrated pathological cardiac adaptations in sedentary animals that
consumed a high-calorie diet, while in trained animals’ physiological cardiac adaptations
were noted with an increase in cardiomyocytes and neocapillarization. Sedentary animals
submitted to a high-calorie diet showed larger areas with fibrosis while the training protocol
reduced these areas. The training applied in this study increased catalase and GPX values,
while lipid peroxidation was reduced in trained animals. Cardiac total nitrite levels were
higher in the (DHS) group and in the trained groups regardless of diet. Conclusion: The
training protocol determined an improvement in body adiposity, oxidative profile and
cardiovascular morphofunctional parameters in the animal model of diet-induced obesity.

Keywords: Physical Exercise. Cardiovascular system. Hypercaloric Diet
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1 INTRODUCAO

A obesidade é caracterizada como uma condi¢cdo médica cronica e complexa, o
qual contribui para impactos negativos na salude humana. Destacam-se variados fatores que
atuam na génese do aumento desproporcional de peso corporal tais como: genéticos,
ambientais, metabdlicos e comportamentais, que podem determinar a reducdo da qualidade de
vida, predispondo a doengas cronicas graves e ao risco de mortalidade (Sanchez-Carracedo,
2022). A obesidade também est4 associada a certos tipos de cancer, apneia obstrutiva do
sono, osteoartrite, e estudos recentes, demonstram que nas Ultimas décadas, houve aumento

expressivo do nimero de individuos com sobrepeso ou obesidade (Lin; Li, 2021).

A obesidade estd estritamente relacionada as doengas cardiovasculares, pois o
aumento da adiposidade visceral tem contribuido para sintetizacdo e liberacdo de moléculas
bioativas, os quais promovem inflamagdes sistémicas e vasculares, que ocasionam 0
desenvolvimento de processos ateroscleroticos, como também diminuicdo da
biodisponibilidade de 6xido nitrico; resisténcia insulina associada a dislipidemia, hipertensao
arterial, arritmia ventricular, fibrilacdo atrial e insuficiéncia cardiaca (Koliake et al., 2019;
Power-Wiley et al., 2021).

A obesidade € considerada um fator mediador inflamatorio, pois sdo liberados na
corrente sanguinea, fatores de necrose tumoral alfa (TNF- o), lipotoxinas, glicotoxinas,
leptina, resistina, interleucina 1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6), os quais sdo associados com
desequilibrios redox e resultam disfuncbes endoteliais por meio de processos aterogénicos.
Essas citocinas sdo potentes estimuladores na producdo espécies oxidativas de oxigénio e

contribuem para danos celulares (Colak et al., 2021; Macedo et al., 2021).

As alteracdes inflamatdérias e metabdlicas sdo interconectadas com o0 estresse
oxidativo, a partir de danos acumulativos resultantes de radicais livres ndo neutralizados pelas
defesas antioxidantes (Tobore et al., 2020). A diminuicdo de enzimas antioxidantes, tais
como: superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa S-transferase (GST) e
glutationa peroxidase (GPx), que agem como sequestradores de radicais livres contribui para
0 estabelecimento do estresse oxidativo. O aumento de radicais livres € um fator relevante
para danos moleculares, incluindo alteracbes no DNA e nas organelas que levam a inflamacéo

tecidual, resultando em lesGes e mortes celulares (Tascanov et al., 2021).



A obesidade induzida por dieta hiperlipidica em modelo animal com ratos induziu
efeitos deletérios sobre o tecido cardiaco e aortico, com aumento de infiltrados inflamatdrios,
niveis de malondialdeidos (MDA), desorganizacdo das fibras musculares cardiacas e das
laminas elasticas na aorta. Todavia, o treinamento fisico aerdbico realizado por seis semanas
atenuou as alteragdes morfofuncionais, oxidativas e inflamatérios aorticas e de

cardiomidcitos, além de melhorar o perfil lipidico plasmético (EImas et al., 2019).

O exercicio fisico aerdbico promove efeitos benéficos e preventivos em condigdes de
obesidade, devido as adapta¢cdes metabdlicas ao aumento da demanda energética. No sistema
cardiovascular sdo observados efeitos redutores da frequéncia cardiaca e da pressdo arterial,
melhora da funcdo endotelial vascular pelo aumento da biodisponibilidade de 6xido nitrico
(NO) (Nicolletti, 2022).

O exercicio fisico possui finalidades terapéuticas, preventivas e promocionais a
saude, agindo na prevencdo ou reversdo de doencas associadas a obesidade. Além disso,
diversos beneficios do exercicio fisico sdo observados atraves das adaptacdes metabolicas
e sistémicas que contribuem para regulacdo da homeostase do sistema cardiovascular em

individuos com disfuncdes cardiacas induzidas por obesidade (Pedersen et al., 2017).

Humanos e animais de laboratorio apresentam similaridade nos seus respectivos
DNAs, sendo assim representativa a ado¢do de modelos animais para realizacdo de pesquisas
experimentais na determinagdo de estruturas teciduais e sistemas fisiologicos. Além disso, a
ocorréncia da obesidade em ambas as espécies, determina alteracOes estruturais e
metabdlicas associadas a processos patologicos, como dislipidemias, hipertensdo,

resisténcia a insulina, dentre outras (Feruzzi, 2023).

Diante do exposto, o presente estudo experimental teve como objetivo avaliar 0s
efeitos do exercicio fisico aerébico de moderada intensidade sobre alteracdes no perfil
oxidativo e parametros morfofuncionais cardiovasculares em um modelo animal de

obesidade induzida por dieta hipercalérica.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 OBESIDADE, INFLAMACAO E COMPLICACOES MORFOFUNCIONAIS
CARDIOVASCULARES

A obesidade pode ser definida como uma doenga complexa, causada pela interacéo
de fatores enddgenos e exdgenos, que tém provocado impactos negativos a salde em
diferentes faixas etarias em todo o mundo (Mainardes et al., 2023). Ao longo das décadas tém
aumentado expressivamente o nimero de individuos com obesidade, consoante aos dados
apresentados pela Organizacdo Mundial da Saiude (OMS) em 2023, revelaram que a
obesidade tem afetado 62,5% da populacdo, além de ser responsavel por 2,8 milhdes de

mortes por doengas cronicas ndo transmissiveis (DCNT) nas Américas.

O balango energético positivo, quando o consumo calorico alimentar supera o gasto
energético, é um importante fator associado ao aumento da prevaléncia de obesidade. Neste
sentido, o consumo de dietas hipercaldricas e hiperlipidicas associado a inatividade fisica sdo
fatores ambientais contribuintes para este desequilibrio. Modelos animais baseados no
desenvolvimento da obesidade pelo consumo de dietas hipercaléricas sdo capazes de
aumentar os depositos de tecido adiposo, provocando obesidade e um estado inflamatorio
sistémico. O desenvolvimento de disfungdes metabdlicas e inflamatorias nestes modelos,
levam a disfungdes vasculares e depdsitos de placas de ateroma em artérias coronarianas,

assemelhando-se a fisiopatologia da obesidade em humanos (Kanh et al., 2020).

O aumento do tecido adiposo associado a obesidade pode provocar modificacdes no
padrdo secretor do tecido adiposo, através de mudancas no perfil de macréfagos (M2)
responsaveis pela secrecdo de citocinas anti-inflamatorias, para macréfagos (M1)
caracterizados pela secrecdo de citocinas pro-inflamatorias. Logo, essa mudanca de perfil dos
macrofagos leva ao aumento de citocinas pré-inflamatorias, como TNF-a., IL-6 e IL-12, que

implicam para elevacao do estado inflamatorio (Azevedo, 2021).

A inflamacdo é uma resposta fisioldgica necessaria para restaurar a homeostase, no
entanto, o estado de obesidade estabelecido cronicamente, pode gerar alteragdes no controle
homeostatico. O aumento do tecido adiposo libera &cidos graxos livres que ativam a via do
fator nuclear kappa B (NF-kB) induzindo a expressdo e liberagdo de citocinas pro-

inflamatérias como também, desequilibrios entre enzimas antioxidantes e outras desordens
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metabolicas (Gregor e Hotamisligil, 2011; Rodriguez-Hernandez et al., 2013; Freitas,
Ceschini, Ramallo, 2014).

O estresse oxidativo associado a obesidade é um mecanismo patogénico na
ocorréncia de diversas doencas metabdlicas. Este dano oxidativo é agravado quando a
obesidade persiste por muito tempo, devido a diminuigdo de enzimas antioxidantes, como
SOD, CAT, GST e GPx, que agem como sequestradores de radicais livres em condicOes
associadas estresse oxidativo. Além disso, o aumento de radicais livres promove o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares e processos aterogénicos (Nascimento;
Almeida, 2022).

Pressupfe-se que alteracdes nas funcionalidades no tecido cardiaco podem ser
observadas quando ocorre a deposicdo excessiva de triacilglicerol em tecidos ndo adiposos
(esteatose) que aumenta o volume intracelular de acidos graxos acil-CoA, fornecendo
substrato ndo-oxidativo para vias metabodlicas, como a sintese da ceramida, que pode levar a
morte tecidual por apoptose. Logo, o tecido adiposo induz a liberacdo de adipocinas, que
levam a resisténcia a insulina, como também disfuncdo endotelial, hipercoagulabilidade,

inflamacéo sistémica (Mendes et al., 2023).

O processo de remodelacdo morfoldgica cardiaca resulta em processos de sobrecargas
continuas, as quais provocam variagdes moleculares, celulares e intersticiais no tamanho da
massa, geometria e funcdo do coracdo (Alencar et al., 2021). Além disso, diversos estudos
demonstraram ocorréncia de hipertrofias miocardicas e fibrose intersticial, derivadas de
obesidade exdgena, ou seja, induzida por dieta hipercalorica; consoante ao experimento de
Martins et al., 2015, ao qual exp6s a obesidade, hiperglicemia, hipertrofia, fibrose intersticial

no miocardio estarem diretamente associadas ao alto consumo de dieta hipercalérica.

Alteraces na estrutura miocardica sdo determinadas pelo desenvolvimento de
hipertrofias ventriculares esquerda provocada por processos adaptativos da obesidade, dentre
eles; destacam disfuncBes de célcio intracelular, superproducdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs), acumulo de matriz extracelular (MEC) e, consequentemente, fibrose
cardiaca; e por fim energias celulares anormais, que levam a lipotoxidade (Yue Hu et al
2017).

Estudos realizados com modelos animais pressupdem que animais propensos a
obesidade apresentam aumento de EROs na parede vascular levando a disfuncdo endotelial e

aterogénese, devido a reducdo da biodisponibilidade de éxido nitrico nos vasos sanguineos
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(Lee et al., 2012). Além disso, nota-se que 0s animais com maior resisténcia ao ganho de peso
corporal sugerem atividades antioxidantes melhoradas e protetoras ao desenvolvimento de
doencas cardiometabdlicas (Poret et al., 2019).

A fibrose cardiaca também estd associada a obesidade e pode contribuir para o
aumento da incidéncia de insuficiéncia cardiaca, arritmias atriais e morte subita cardiaca.
Varios mecanismos podem estar envolvidos no desenvolvimento desse processo no tecido
cardiaco, dentre eles, 0 estresse oxidativo que implica na patogénese da fibrose cardiaca
tanto por agdes diretas como pelo envolvimento de EROs na sinalizagdo de citocinas ou
fatores de crescimento fibroblastos (Cavalera, Wang, Frangogiannis, 2014).

O papel do estresse oxidativo na patogénese da fibrose tem sido demonstrado por
meio da ativacdo de vias pro-inflamatdrias, que implicam na producdo de fibroblastos
cardiacos, os quais realizam a sintese e deposic¢ao de colageno promovendo comprometimento
da funcdo ventricular esquerda (VE) e cardiopatias. Logo, alteracdes cardiacas associadas ao
estresse oxidativo decorre da lipotoxicidade ocasionada pela obesidade, sendo atenuada pelo
aumento de enzimas antioxidantes (Jiménez-Gonzales et al., 2020; Gutiérrez-Cuevas et al.,
2021).

2.2 EXERCICIO FiSICO: IMPACTO NAS ALTERACOES MORFOFUNCIONAIS
CARDIOVASCULARES ASSOCIADAS A OBESIDADE

A obesidade tem contribuido para o aumento da morbidade e mortalidade, atraves do
aumento de peso corporal e da elevacdo do tecido adiposo, que resulta numa inflamacéo
crénica ou pelo desequilibrio do balango oxidativo provocado pela alteracdo do sistema
imunologico para um fenotipo pro-inflamatério (Saltiel, Olefsky, 2017). Logo, terapias ndo
farmacoldgicas sdo recomendadas para o tratamento, controle e prevencdo da obesidade, entre
eles, protocolos de exercicios fisicos regulares a fim de reduzir a adiposidade corporal, como

também, estresse oxidativo e processos pro-inflamatérios (Effting et al., 2019).

O exercicio fisico tem a capacidade de auxiliar no balanco energético, através do
aumento no gasto total de energia que induz um déficit energético, gerando a regulacdo do
peso corporal. Além disso, a regulacdo do peso corporal provocado pelo exercicio fisico € um
fator de impacto na reducdo de estoques de gordura corporal e de doencas

cardiometabdlicas (Jakicic et al., 2018). Dessa forma, a realizacdo de exercicios fisicos


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Frangogiannis%20NG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24880146
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regularmente pode contribuir significativamente para a manutengdo do peso corporal e

prevencao da obesidade (Denham et al., 2016; Zanuso et al., 2017).

A prética de exercicios fisicos é associada a beneficios anti-inflamatorios e
antioxidantes em humanos e modelos experimentais com animais jovens (Oliveira et al.,
2011), envelhecidos (Coqueiro et al., 2019), eutréficos (Wang et al., 2011), obesos (Speretta
et al., 2012), e diabéticos (Cao et al., 2012). Dentre alguns mecanismos antioxidantes
associados ao exercicio, destacam-se a diminui¢cdo de marcadores de stress oxidativo, e 0

aumento dos niveis enzimas antioxidantes como CAT, GPX (Dias et al., 2019).

O treinamento fisico tem um importante papel na melhora de danos oxidativos
induzidos por dietas hipercaldricas, pois ele aumenta os niveis de enzimas antioxidantes e
previne peroxidacdes lipidicas. Dessa forma, torna-se opcdo estratégica na prevencdo da
obesidade e suas comorbidades associadas e promocao da satde (Emami, 2023).

Evidéncias tém demonstrado os efeitos do exercicio fisico regular na redugdo do
estresse oxidativo em diferentes tecidos, por meio da regulacdo redox oxidativa com aumento
de enzimas antioxidantes, como SOD, CAT e outros agentes antioxidantes, que contribuem

para diminuicdo de possiveis danos teciduais (Novais et al., 2017).

O treinamento fisico tem demonstrado efeitos benéficos na disponibilidade de oxido
nitrico, implicando na reducdo de disfuncdes endoteliais e estresse oxidativo. O protocolo de
treinamento também € responsavel por elevar os niveis de NO na musculatura lisa endotelial,

promovendo beneficios vasculares (Araujo, 2022).b

Destaca-se que o exercicio fisico contribui na reducéo de fibrose no coracdo, através
da regulacdo das metaloproteinases de matriz e do inibidor de metalopeptidase. Além disso,
estudos com modelos animais submetidos a 15 semanas de treinamento fisico demonstraram
que o exercicio fisico pode prevenir apoptose e fibrose miocardica, através da sinalizacdo de
coativador gama 1-alfa do receptor ativado pelo proliferador de peroxissoma (PGC-1a) que

resulta na biogénese mitocondrial (Kwak et al., 2011; Wang et al., 2015).

Considerando que a obesidade tem crescido exponencialmente em todo o mundo,
devido a multiplos fatores, como o consumo elevado de alimentos caléricos e inatividade
fisica, que contribuem para desenvolvimento de resisténcia insulina, dislipidemia
aterogénica, hipertensdo e fibrose no tecido cardiaco (Jacobsen et al. 2017; Araujo, 2022).
Logo, o desenvolvimento deste estudo contribuiu para uma melhor compreensdao dos

mecanismos envolvendo o sedentarismo e o exercicio fisico, que impactam nas estruturas
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morfologicas e pardmetros oxidativos no tecido cardiaco em um modelo animal de

obesidade induzida por dieta hipercaldrica.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar o impacto do exercicio fisico nas alteracbes morfologicas e oxidativas no perfil
cardiaco em um modelo animal de obesidade induzida por dieta hipercaldrica.

3.2 Objetivos especificos

e Auvaliar os impactos do exercicio fisico sobre a massa e composic¢ao corporal e
perfil bioquimico plasmatico em ratos Wistar com obesidade induzida por dieta
hipercaldrica;

e Investigar os efeitos do exercicio fisico sobre a morfologia do ventriculo e

artéria aorta em ratos Wistar com obesidade induzida por dieta hipercalorica;

e Verificar os efeitos do exercicio fisico sobre o perfil oxidativo no tecido

cardiaco de ratos Wistar com obesidade induzida por dieta hipercalorica;
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 ANIMAIS E DIETAS

Foram utilizados 24 ratos machos da linhagem Wistar com 21 dias de idade,
pesando entre 150 e 200g, provenientes do Instituto de Ciéncias Biol6gicas (ICB) da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e mantidos no Biotério do Instituto
Multidisciplinar em Salde da Universidade Federal da Bahia (IMS/UFBA), Campus de
Vitoria da Conquista. O protocolo deste estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica em Uso
de Animais (CEUA/IMS/CAT-UFBA) sob os n° de parecer 053/2017 (Anexo 1) e 054/2017
(Anexo I1).

Os animais foram mantidos em ambiente com controle de luz (ciclo de 12 horas
claro/escuro) e temperatura (23+3°C), com livre acesso a agua e a ragdo e consumiram ragéo
controle comercial por um periodo de adaptacdo de 2 semanas. Apos este periodo, 0s animais
foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos experimentais que, por 8 semanas,
receberam dieta controle normocaldrica ou dieta hipercalorica para inducdo da obesidade. A
dieta hipercaldrica (valor energético de 358,58 kcal/ 100 g de dieta, sendo 51,83% de
carboidratos; 15,39% de proteinas e 32,78% de lipidios) constituida por racdo comercial
(46%), Oleo de milho (8%) e leite condensado (46%) (Almeida e Santos, 2015). A
contribuicdo na energia metabolizavel (EM) total dos macronutrientes, carboidratos,

gorduras e proteinas encontra-se descrita na Tabela 1.

Tabela 1. Contribuicdo na energia metabolizavel (EM) total dos macronutrientes
carboidratos (CHS), gorduras e proteinas (% da EM).

EM% Dieta Controle Dieta Hipercalorica
Proteina 29,6 12,9
Gordura 12,5 37,0
EM % CHS 57,9 49,6
EM % CHS COMPLEXQOS 52,8 26,2
EM % SACAROSE 51 23,4
EM Total Mcal/kg 3,93 4,37

Inicialmente, o procedimento experimental foi conduzido em duas etapas

consecutivas no Instituto Multidisciplinar em Saude da Universidade Federal da Bahia. Na
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primeira etapa, os animais experimentais foram submetidos a dieta controle normocalérica
(n=10) ou dieta hipercaldrica para inducdo da obesidade (n=14) por 8 semanas. Na segunda
etapa, 0s grupos controle (n=10) e dieta hipercaldrica (n=14) foram subdivididos em 2 grupos

experimentais cada, sendo:

e Grupo 1: Sedentarios submetidos a dieta controle (DCS, n=5);
e Grupo 2: Treinados submetidos a dieta controle (DCT, n=5);
e Grupo 3: Sedentéarios com obesidade induzida por dieta hipercalérica (DHS, n=7);
e Grupo 4: Treinados com obesidade induzida por dieta hipercal6rica (DHT, n=7).
Estes grupos foram mantidos nos tratamentos dietéticos associados ou ndo a um
protocolo de treinamento fisico durante 12 semanas, apds esse periodo, todos os animais de

cada grupo foram eutanasiados (Figura 1).

| Etapa 1 | | Etapa 2 |

Inducéo da Obesidade Treinamento fisico e Tratamento dietético

DCS
Dieta Controle n=5
(DC)
=10 mmmp | ocr
n=5
Ratos Wistar
n=24
DHS
Dieta Hipercaldrica ‘ n=7
(DH)
=14 ) | O
n=7
Adaptacéo Eutanasia
// //
2 semanas 8 semanas 12 semanas

Figura 1. Desenho experimental do estudo. DCS: Dieta controle sedentario, DCT: Dieta
controle treinado, DHS: Dieta hipercalérica sedentario, DHT: Dieta hipercalérica
treinado.

Durante o periodo experimental foram realizadas avaliagbes do peso corporal,
consumo alimentar, pressdo arterial, perfil bioquimico e hormonal, tolerancia a glicose e

fungdo cardiaca. Ao final do protocolo experimental, os animais foram eutanasiados por
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decapitacdo e o sangue torécico coletado em tubos contendo o anticoagulante &cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) para obtencdo do soro para andlises bioquimicas e
hormonais. O coragéo e a aorta foram removidos, pesados, e armazenados em uma solucao
Metacarn constituida de cloroférmio, metanol e &cido acético na proporgdo de 6: 3: 1, e
fixados por 24 horas. Ao final deste periodo, a solucédo foi substituida por &lcool 70%, onde 0s

tecidos permaneceram armazenados até o inicio do processamento pelas técnicas histologicas.

4.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.2.1 AMBIENTACAO E ACLIMATAGCAO A CORRIDA EM ESTEIRA

Os animais foram colocados durante dois dias consecutivos em esteira elétrica
motorizada de seis baias (AVS Projetos, Brasil) desligada por 5 minutos para ambientacéo.
Apos esse periodo, durante mais cinco dias consecutivos, a esteira foi ligada e a velocidade
aumentada, gradualmente, até atingir 10 m/min. Nesta velocidade, 0s animais correram por
cinco minutos. Quando necessario, estimulos mecanicos foram disparados na parte final da
esteira para incentivar os animas a correrem. Ao final dos sete dias, 0os animais que ndo
apresentaram um padrdo consistente de corrida (corrida continua sem interrupcdes e sem

necessidade de estimulos constantes) foram considerados inaptos e excluidos do estudo.

4.2.2 AVALIACAO DA CAPACIDADE AEROBICA

Antes de iniciar o protocolo de treinamento, os grupos foram submetidos a testes
méaximos de capacidade aerobica. A capacidade aerébica maxima foi avaliada por meio de um
teste de esforco incremental na esteira elétrica (Cunha et al., 2012), cuja velocidade inicial foi
de 10 m/min, com incrementos de 5 m/min a cada trés minutos. O teste foi realizado até a
exaustdo dos animais, e o critério de fadiga utilizado foi a incapacidade de manter o padréo de
corrida. Durante o periodo de treinamento, a capacidade aer6bica foi reavaliada apos oito

semanas para reajuste da intensidade do exercicio fisico.

4.2.3 PROTOCOLO DE TREINAMENTO (EXERCICIO AEROBICO DE MODERADA
INTENSIDADE)
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Os parametros de intensidade, frequéncia e duracdo para estabelecimento do
protocolo de treinamento (Tabela 2) foram baseados em diretrizes internacionais para
prescricdo de exercicio de endurance cardiorrespiratoria (Colégio Americano de Medicina do
Esporte, 2019), como descrito a seguir:

- Modalidade: exercicio aerdbico continuo em esteira elétrica;

- Intensidade: 60% da capacidade aerébica maxima (moderado);
- Tempo: 60 minutos continuos;

- Frequéncia: dias alternados.

Tabela 2. Protocolo de ajuste progressivo da intensidade e duracdo do treinamento aer6bico

em 10 dias.
Dias de treinamento
Parametros
1 2 3 4 5 6 7 8 9 >10
% CAmax 30 35 40 45 50 55 60 60 60 60

Tempo (min) 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

CAnmax, capacidade aerobica maxima.

Apos atingir a intensidade de 60% da capacidade aerébica maxima no décimo dia de
treinamento, 0s grupos serdo mantidos sob este protocolo por seis ou doze semanas

experimentais.

4.2.4 PESO CORPORAL E PRESSAO ARTERIAL

As determinac@es da pressdo arterial e peso corporal foram realizadas semanalmente
com 0s ratos conscientes, em ambiente livre de ruidos para evitar o estresse do animal e
interferéncia nos resultados. Para afericdo da pressao arterial, os ratos foram aquecidos a 35°C
por 3 minutos pelo método de pletismografia de cauda (Pletismégrafo digital LE5001 —
Panlab, Spain). As medidas de peso corporal foram obtidas utilizou-se balanca digital
(Acculab®).

4.2.5 INGESTAO ALIMENTAR E CONSUMO CALORICO

A avaliacdo das ingestOes alimentar dos animais foi realizada mensalmente. Para

iss0, 0s animais foram acondicionados por trés dias em gaiolas metabdlicas, com livre acesso
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a agua e a respectiva dieta, em regime de coleta total de fezes e de urina. A ingestdo diéria de
racdo em gramas (g) foi obtida pela diferenca entre as quantidades de ragdo ou &gua
fornecidas aos animais e as sobras ao final de 24 horas. A avalia¢do da ingestdo calérica levou
em consideracdo o consumo e as densidades energéticas de cada dieta.

4.2.6 PERFIL BIOQUIMICO PLASMATICO

As amostras de sangue e hormonal do tronco foram obtidas apds a eutanasia dos
animais e centrifugadas (centrifuga HT modelo MCD-2000) para obtencdo do soro para

determinacdo de dosagens bioguimicas.

As determinacGes de concentracdes de glicose dos animais foram avaliadas elo kit
comercial (Bioclin®), sendo obtidas as amostras por meio do sangue coletado do tronco dos

animais apés eutanasia.

A insulina foi avaliada pelo método de ELISA (tipo sanduiche em fase solida -
Invitrogen®), que consiste em enzimas ligadas aos anticorpos, caso ocorra a presenca do
antigeno na amostra, 0 anticorpo secundario enzimatico ira se ligar ao antigeno e a enzima
catalisard a reacdo, sendo produzida pela reacdo de oxido-reducdo substratos colores

quantificaveis.

HOMA-IR (Homeostatic Model Assessment — Insulin Resistance), QUICKI
(Quantitative Insulin Sensitivity Check Index), indice HOMA-B (Homeostatic Model

Assessment — S cell).

4.2.7 INDICES HOMA-IR, HOMA-B E QUICKI

A resisténcia e a sensibilidade a insulina foram determinadas pelos indices HOMA-
IR (Homeostatic Model Assessment — Insulin Resistance) e QUICKI (Quantitative Insulin
Sensitivity Check Index), respectivamente, enquanto que a funcdo das células B pancreaticas
foi avaliada pelo indice HOMA-B (Homeostatic Model Assessment — f cell). Os trés indices

foram calculados a partir de dois constituintes do soro, insulina e glicose de jejum.

O HOMA-IR, descrito por Matthews e colaboradores (1985), foi determinado pela

seguinte férmula:



21

Insulina de jejum (pUl/mL) x Glicose de jejfum (mmol/L)
22,5

HOMA—IR =

O indice HOMA-B descrito por Matthews e colaboradores (1985) ¢ um método
utilizado para avaliar a funcdo das células beta pancreéticas e foi calculado pela formula
descrita abaixo:

Insulina de jejum (uUI/mL)

HOMA—[(=20x 3.5

Glicose de jejum (mmol/L)

Para a interpretacdo dos valores de HOMA-IR sdo indicativos de resisténcia a
insulina em animais > 3,9, enquanto HOMA- [} assume-Se que na auséncia de alteracGes
glicémicas e de sensibilidade & insulina, 0o HOMA-B de 100% indica a normalidade funcional
das células beta. A funcdo destas células tende a aumentar, levando ao aumento do HOMA-
a medida que a sensibilidade a insulina diminuir (Wallace, Levy e Matthews, 2004).

O QUICKI é uma derivacdo do HOMA-IR e foi calculado de acordo com a férmula
original descrita por Katz e colaboradores (2000), conforme demonstrada abaixo:

1

UICKT =
Q log [insulina de jejum (pUl/mL) + log [glicose de jejum (mmol/L)

4.2.8 TESTE DE TOLERANCIA A GLICOSE (TTG)

Os animais em jejum de 12 horas foram submetidos a realizacdo do Teste de
Tolerancia a Glicose que consiste na dosagem da glicemia de jejum (tempo 0) e nos tempos
15, 30, 60 e 90 minutos apds a administracdo intraperitoneal de solucdo de glicose 50%
(1g/Kg de peso corporal). As dosagens foram realizadas em glicosimetro digital manual
(Accu-check Performa) e as amostras de sangue obtidas por seccdo distal na cauda dos
animais. Os resultados foram avaliados por meio da curva glicémica e do calculo da area sob

a curva.

4.3 ANALISE DE INJURIA CARDIACA

A funcéo cardiaca foi avaliada utilizando-se amostras de sangue coletados do tronco
apos a eutanasia dos animais, sendo utilizada para avaliagdo da creatina quinase (CK-MB)

pelo Kit comercial (Bioclin®).



22

4.4EUTANASIA DOS ANIMAIS E OBTENQAO DAS AMOSTRAS DOS TECIDOS

Apobs doze semanas de tratamento os animais foram eutanasiados por decapitacdo e o
sangue toracico coletado em tubos contendo o anticoagulante acido etilenodiamino tetra-
acético (EDTA) para obtencdo do plasma para analises bioquimicas e hormonais. O
ventriculo e a aorta foram removidos e pesados para a realizacdo de técnicas histoldgicas
e de avaliagdo oxidativa. Enquanto tecidos adiposos subcutédneos (TASC), tecidos
adiposo mesentéricos (TAME), tecidos adiposos retroperitoniais (TAR), tecidos adiposos
epididimais (TAE) foram extraidos para determinacdo dos pesos teciduais dos grupos
experimentais, determinacao do indice de adiposidade e tecido adiposo abdominal total
(TAAT).

4.5 INDICE DE ADIPOSIDADE CORPORAL

O indice de adiposidade corporal foi calculado pelas somas dos tecidos adiposos
epididimal (TAE), retroperitoneal (TAR) e mesentérico (TAME) (TAV = TAE + TAR +
TAME) (Dobrian et al., 2001);

indice de adiposidade (%) = TAV X 100

Peso corporal — TAV
4.6 TECIDO ADIPOSO ABDOMINAL TOTAL (TAAT)

Os tecidos adiposos abdominais totais foram calculados pelo tecido adiposo
visceral (TAV) que consiste nas somas dos tecidos adiposos epididimal (TAE),
retroperitoneal (TAR) e mesentérico (TAME) (TAV = TAE + TAR + TAME) mais
(TASC).

4.7 DETERMINACAO DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES E PEROXIDACAO LIPIDICAE
NITRITOS TOTAIS

Apos centrifugacdo do sangue do tronco as amostras de soro e de hemacias obtidas

foram utilizadas para determinar as enzimas antioxidantes catalase e glutationa peroxidase.

A atividade da catalase foi mensurada a partir da taxa de decaimento de peréxido de

hidrogénio (H20-) na absorbancia de 240 nm (Aebi, 1984). Resumidamente, o tecido cardiaco



23

foi homogeneizado em tampdo fosfato de potassio 0,1 M (pH 7,2) na propor¢do de 100
mg/mL, e em seguida centrifugado por 10 minutos a 10.000xg a 4 °C (Z 36 HK, Hermle-
Labortechnik, Alemanha). O sobrenadante coletado (100 uL) foi incubado com 900 uL do
mix reacional (25 mL de tampao fosfato para 40 uL de H>O2 30%), e as absorbancias foram
imediatamente determinadas a cada 10 segundos, durante um minuto, a 240 nm em
espectrofotometro (SP 2000 UV, BEL® Photonics, Brasil). O tamp&o fosfato foi utilizado
como branco para zerar o aparelho. A atividade da catalase foi determinada pela diminuigédo
da absorbancia em 240 nm causada pelo desaparecimento do H20», e calculada pela formula
descrita:

AAL,, /min VR

Atividade da catalaze = ¥ —
394 M cm 1 va

Onde:

AA240 € 0 delta da absorbancia por minuto;

39,4 ¢ o coeficiente de extingdo molar do H.O, em unidades de 39.4 M* cm?
VR é 0 volume de reacdo em mL;

VA é o volume de amostra em mL.

Quanto atividade enzimatica da glutationa peroxidade foi feita de acordo metodo
proposto por Paglia e Valentine (1967), com adaptacdes. O método se baseia na oxidacgédo da
glutationa reduzida, catalisada pela GPx, acoplada a reciclagem da glutationa oxidada através
da reacdo catalisada pela enzima glutationa redutase que utiliza o fosfato de dinucleotidio de
nicotinamida e adenina (NADPH) como cofator. O decréscimo na absorbancia medida a
340 nm durante a oxidacdo do NADPH ¢ indicativo da atividade da GPx. O tecido cardiaco
foi homogeneizado em tampéo Tris HCL 50 mM, pH 7,0 (tampéo de ensaio) na proporc¢éo de
100 mg/mL. Apo6s centrifugacdo a 10.000xg por 15 minutos a 4° C (Z 36 HK, Hermle-
Labortechnik, Alemanha), o sobrenadante foi removido e utilizado no ensaio. Foram
pipetados em cubeta 300 uL de tampao de ensaio, 250 puLL de homogenato diluido em tampéo
de ensaio (1:10) e 400 pL do mix reacional (0,25 mM NADPH, 2,1 mM de GSH, 0,5 U/mL
de GR e 1 mM de azida sodica). A azida sodica foi adicionada ao meio para inibir a catalase
que também utiliza o peréxido de hidrogénio como substrato. A reacdo foi iniciada pela
adicao de 50 uL de H.O2 0,2 mM, utilizado como substrato da reagcdo. A decomposi¢do do
NADPH foi monitorada em espectrofotdémetro (SP 2000 UV, BEL® Photonics, Brasil) a
340 nm. Foram realizadas leituras consecutivas a cada 15 segundos durante 6 minutos. A

atividade da GPx foi calculada utilizando a formula descrita:
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AA.., /min VR

Atividade da GPx = — X —
6,22 umol/min VA

Onde:

AAszs € 0 delta da absorbancia por minuto;

6,22 é o coeficiente de extingdo molar do NADPH em unidades de pmol™? cm™;
VR é o volume de reacdo em mL;

VA é o volume de amostra em mL.

A peroxidacéo lipidica do tecido cardiaco foi estimada pelo ensaio thiobarbituric acid
reactive substances (TBARS), que consistiu no ventriculo homogeneizado em tampdo RIPA
(Sigma-Aldrich, EUA), centrifugado a 1.600xg por 10 minutos a 4°C (Z 36 HK, Hermle-
Labortechnik, Alemanha) e o sobrenadante coletado para uso nas analises. A peroxidacao
lipidica sera avaliada por meio da mensuragdo de substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS) no homogenato do tecido cardiaco, utilizando o método descrito por Draper e
Hadley (1990) com adaptacdes, e seguindo as orientacbes do kit comercial TBARS (TCA
Method) Assay (Cayman Chemical, EUA). Resumidamente, 100 pL do homogenato foram
misturados a 100 uL de acido tricloroacético 10%, e 800 pL de acido tiobarbiturico (53 mg
dissolvidos em 100 mL de acido acético 20%). A mistura reacional foi incubada por uma hora
em agua fervente. Em seguida, os tubos foram transferidos para um banho de gelo a fim de
interromper a reacdo. Apds 10 minutos, as amostras foram centrifugadas a 1.600xg por 10
minutos a 4°C (Z 36 HK, Hermle-Labortechnik, Alemanha), e o sobrenadante foi lido em
espectrofotémetro (SP 2000 UV, BEL® Photonics, Brasil) no comprimento de onda de 532
nm. Os niveis de TBARS calculados com base na curva feita com o padrdo de malondialdeido
(Cayman Chemical, EUA). A concentracdo de TBARS (uM) no tecido cardiaco foi

normalizada pela concentracéo de proteinas (mg/mL) e expressa em pM/mg/mL de proteina.

Os niveis de oxido nitrico no homogenato do ventriculo foram mensurados por
método indireto através da dosagem de nitritos totais pelo ensaio de Griess (Green et al.
1982). Em uma placa de 96 pocos foram pipetados 50 pL do homogenato de ventriculo e 50
pL de naftilenodiamina 0,1% seguido da incubacdo da placa no escuro e temperatura
ambiente por 10 min. Apos incubacdo, foi adicionado 50 pL de sulfanilamida 1% em acido
fosforico 5% aos pogos, seguido de nova incubagdo por 10 min. A absorbéancia foi

determinada em espectrofotdbmetro de placas em 540 nm. Os valores de absorbancia das
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amostras foram interpolados & equacao da reta gerada pela curva padrédo de nitrito de sodio (0
- 100 mM).

4.8 ANALISE HISTOLOGICA DO VENTRICULO E DA AORTA

O ventriculo previamente fixado foi parafinizado e seccionado transversalmente em
secgOes de 4 um de espessura coradas com hematoxilina e eosina (HE) para realizacdo de
estudos histoldgicos, enquanto aorta torécica foi cortada seccionada transversalmente em
seccOes de 5 um e coradas pelos métodos de Tricromio de Masson e hematoxilina e eosina (HE)

(Junqueira Bignolas, Brentani, 1979; Travain et al., 2015).

4.9 MORFOMETRIA DO VENTRICULO E AORTA

Para analise morfométrica do ventriculo os cortes corados com HE foram utilizados
para anélise da area seccional transversa, contemplando 50-100 cardiomiocitos por animal
(Zornoff et al., 2006; Martins et al., 2015). Para morfometria da parede da aorta toracica, foi
feita a medida da intima-média, onde foram analisadas quatro regides diferentes de um
mesmo corte diametralmente opostas para maior precisdo do estudo (Travain et al., 2015),
enquanto que a deposicdo de colageno avaliada pela porcentagem de area marcada por
Tricromio de Masson. Todos os estudos morfométricos foram conduzidos com auxilio do
software ImageJ 1.44P (National Institutes of Health, EUA) a partir de fotomicrografias dos
cortes de ventriculo e aorta tordcica no aumento de 200x obtidas por meio de camera
(Kontron Eletronic KS-300, Eching, Alemanha) acoplada a um microscépio de luz (BX51,

Olympus, Japéo).
4.9.1 ANALISE ESTATISTICA

Foram realizadas analises estatisticas através do programa estatistico GraphPad
Prisma, versdo 5.0. Primeiramente, a normalidade da distribuicdo dos dados foi avaliada pelo
teste de Kolmogorov-Smirnov e a homogeneidade das variancias pelo teste de Bartlett. Para
avaliar os efeitos dos tratamentos (dieta e exercicio) sobre os parametros estudados foi
utilizado o teste paramétrico de analise de variancia ANOVA Two Way, seguido pelas
comparagdes multiplas realizadas pelo teste Bonferroni. Utilizou-se, ainda, o teste t de Student
e 0 ndo paramétrico de Kruskal-Wallis acompanhado pelo pds-teste de Dunn quando 0s
pressupostos de normalidade e homogeneidade das variancias ndo forem atendidos. As

analises de correlagdo de Pearson foram realizadas para avaliar as possiveis associa¢fes. Os
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resultados foram expressos como média * erro padrdo da media e critério para significancia
de 5% (p < 0,05).

5 RESULTADOS

5.1 PARAMETROS DE COMPOSICAO CORPORAL, DIETETICOS E
CARDIOVASCULARES

A dieta hipercaldrica utilizada para inducdo da obesidade aumentou o peso dos
animais sedentéarios e o treinamento fisico reduziu o peso corporal apenas dos animais
submetidos a dieta hipercalérica (Figura 2A). De forma semelhante o indice de adiposidade
corporal aumentou nos animais sedentarios submetidos a dieta hipercalorica enquanto o
treinamento fisico reduziu o indice de adiposidade corporal dos animais submetidos a dieta

hipercalorica em relacdo aos sedentarios (Figura 2B).
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#DHS vs DCS, p< 0,001 #DHT vs DHS, p<0,05

Figura 2: Peso corporal final (A) e indice de adiposidade (B) dos animais sedentarios
alimentados com dieta controle (DCS), sedentarios com dieta hipercal6rica (DHS), treinados
alimentados com dieta controle (DCT) e treinados com dieta hipercal6rica (DHT). Dados
apresentados como média + erro padrdo da média.

A deposicdo de gordura abdominal total (TAAT) foi aumentada pela dieta
hipercal6rica devido aos aumentos no TASC, TAME, TAR, TAE sendo reduzida pelo

treinamento fisico em todos estes depdsitos (TABELA 3).
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Tabela 3. Pesos dos depositos de tecidos adiposos abdominais dos grupos experimentais apos
12 semanas.

Variavel DCS DHS DCT DHT P-valor
TASC 1,770+0,35  3,594+0,51*#  1,539+0,13 2,091+0,23 =0,0047
TAME 1,102+0,15  1,763+0,13*#  0,807+0,07 1,011+0,15 =0,0014

TAR 1,941+0,37  3,830+0,24*#  1,309+0,22 2,351+0,24 <0,0001
TAE 1,975+0,32  3,594+0,51*#  1,195+0,09 2,091+0,23 =0,0026
TAAT 6,789+1,0 12,78+1,34*#  4,850+0,48 7,544+0,7 =0,0004

TASC, tecido adiposo subcutaneo; TAME, tecido adiposo mesentérico; TAR, tecido adiposo
retroperitoneal; TAE, tecido adiposo epididimal; TAAT, tecido adiposo abdominal total.
ANOVA two-way (comparacdes multiplas pelo teste de Tukey); * e # indicam diferenca
estatistica entre os grupos. *DHS vs DCS; #DHS vs DHT. Os resultados foram expressos
como média * erro padrdo da média.

A dieta hipercalorica utilizada para inducdo da obesidade aumentou o consumo
alimentar e a ingestdo caldrica apenas nos animais mantidos sedentarios, e o treinamento
fisico teve os mesmos efeitos de aumentos do consumo alimentar e ingestao calorica s6 que

apenas nos animais sob dieta controle (Figura 3).
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Figura 3: Ingestdo caldrica (A) e Consumo alimentar (B) dos animais sedentarios alimentados
com dieta controle (DCS), sedentarios com dieta hipercal6rica (DHS), treinados alimentados
com dieta controle (DCT) e treinados com dieta hipercal6rica (DHT). Dados apresentados
como média * erro padrdo da média.
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O protocolo de treinamento fisico moderado e a dieta hipercaldrica ndo alteraram os
pesos do coracdo (Figura 4A), ventriculo (Figura 4B) e aorta (Figura 4C). A presséao arterial
sistélica e CKMB aumentaram nos animais sedentarios alimentados com a dieta hipercalorica
fato este revertido pelo treinamento fisico (Figura 4D) e (Figura 5E).
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Figura 4: Peso do coracdo (A); peso do ventriculo (B); peso da aorta (C); pressdo arterial
sistélica (D); creatina kinase-MB (E) dos animais sedentarios alimentados com dieta controle
(DCS), sedentarios com dieta hipercalérica (DHS), treinados alimentados com dieta controle

(DCT) e treinados com dieta hipercaldrica (DHT). Dados apresentados como média * erro
padrdo da média.

5.2 PERFIL BIOQUIMICO PLASMATICO
A glicemia e a insulina de jejum, bem como os indices HOMA-IR, HOMA- e QUIKI

que utilizam estes parametros ndo variaram por efeitos da dieta hipercalérica e/ou do
treinamento. (Figuras 5A; 5B; 5C; 5D; 5E). No teste de tolerancia a glicose foram
identificados valores glicémicos superiores no tempo de 30” para os animais submetidos a
dieta hipercalorica (DHS e DHT) em comparacdo aos grupos controles. Nos tempos de 60’ e
90 a glicemia persistiu elevada nos animais DHS em relacdo ao grupo DCS (FIGURA 5F). A
area sob a curva do teste de tolerancia a glicose foi maior no grupo sedentario sob dieta

hipercaldrica do que no grupo sedentario sob dieta controle (FIGURA 5G).
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Figura 5: Indices glicémicos (A); indices de insulina (B); indices de Homa—IR (C); indices de
Homa-B (D); indices do Quick (E); indices teste tolerancia glicose (F); Area sob a curva do
teste de tolerancia a glicose (G) dos animais com dieta controle sedentario (DCS) e treinados
(DCT); sedentarios com dieta hipercalérica (DHS) e treinados com dieta hipercalérica (DHT).
Dados apresentados como média + erro padrdo da média.
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5.3 ANALISE MORFOLOGICA DO VENTRICULO E AORTA

A dieta hipercaldrica aumentou a espessura da tdnica intima média da aorta (Figura 61)
dos animais sedentarios e reduziu o limen da aorta (Figura 611). O protocolo de treinamento
fisico aplicado aos animais submetidos a dieta hipercaldrica (Figura 61) diminuiu os valores
da espessura da tinica média da aorta, como também aumentou o limen aortico (Figura6ll).
As fotomicrografias representativas da espessura da tdnica intima/ média da aorta estdo
apresentadas nas figuras (6A; 6C; 6E e 6G) e do lumen aortico nas figuras (6B; 6D; 6F; 6H).
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Figura 6: Espessura da Aorta (1); lumen da Aorta (I1); Fotomicrografia de (HE) da area da
intima média da aorta de animais com dieta controle sedentario (A), dieta hipercalorica
sedentério (C), dieta controle treinado (E) e dieta hipercalorica treinado (G). Fotomicrografia do
limen aortico de animais com dieta controle sedentario (B), dieta hipercaldrica sedentario (D),
dieta controle de treinamento (F) e dieta hipercaldrica treinado (H).
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A dieta hipercalérica aumentou a &rea de cardiomidcitos (fibra) dos animais
sedentarios enquanto o treinamento aumentou &rea dos cardiomiocitos nos animais
submetidos a dieta controle (Figura 71). Os nimeros de capilares foram aumentados nos
animais submetidos ao treinamento seja por dieta hipercaldrica ou dieta controle (Figura 711).
Foi observado que o treinamento aumentou razao capilar/fibra apenas nos animais submetidos
a dieta hipercalédrica (Figura 7I11). Fotomicrografia representativa dos cardiomiocitos nas
figuras (7A; 7B; 7C; 7D).
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Figura 7: Area dos cardiomidcitos (1); nimeros de capilares (I1); razdo capilar e fibra (I11).
Fotomicrografia (aumento de 40x) de cardiomidcitos corados com (HE) de animais com dieta
controle sedentario (A), dieta hipercalérica sedentario (B), dieta controle treinado (C) e dieta
hipercaldrica treinado (D).



33

5.3.1 ANALISE FIBROSE VENTRICULAR

A dieta hipercal6rica aumentou a area de fibrose nos animais sedentarios (Figura 8I),
enquanto o treinamento determinou menores areas marcadas com fibrose apenas nos animais
submetidos a dieta hipercalérica (Figura 8I). As fotomicrografias representativas da
quantificacdo da fibrose no ventriculo sdo apresentadas nas Figuras 8A a 8D.
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Figura 8: Area de Fibrose ventriculo (I). Dados apresentados como média + erro padrdo da
média. Fotomicrografias (aumento de 40x) do ventriculo corado com Tricromio de Masson de
animais com dieta de controle sedentario (A), dieta hipercalorica sedentario (B), dieta
controle treinado (C) e dieta hipercaldrica treinado (D).
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5.4 ANALISE OXIDATIVA CARDIACA

A dieta hipercalérica diminuiu os niveis de catalase no ventriculo dos animais
sedentarios, enquanto o protocolo de treinamento aumentou 0s niveis de catalase nos animais
de forma independente da dieta (Figura 9A). A enzima glutationa peroxidase aumentou
apenas nos animais submetidos ao treinamento que consumiram dieta hipercalorica (Figura
9B). A dieta hipercalérica aumentou os niveis de substancias reativas ao &cido tiobarbitdrico
(TBARS) no ventriculo dos animais sedentérios, ja o treinamento reduziu essas substancias
apenas nos animais treinados submetidos a dieta hipercalérica (Figura 9C). A dieta
hipercalorica aumentou a concentragdo de nitritos totais no ventriculo dos animais
sedentéarios. Esse efeito foi observado nos animais submetidos ao treinamento seja por dieta

controle ou dieta hipercalorica (Figura 9D).
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Figura 9: Catalase (A); GPX (B); TBARS (C); Nitritos totais (D) dos animais sedentarios
alimentados com dieta controle (DCS), sedentarios com dieta hiperlipidica (DHS), treinados
alimentados com dieta controle (DCT) e treinados com dieta hipercal6rica (DHT). Dados
apresentados como média * erro padrdo da média.
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6 DISCUSSAO

No modelo animal estudado, o consumo da dieta hipercalérica determinou aumento do
consumo alimentar e calérico, do peso e da adiposidade corporal e alterou a toleréncia a
glicose. Na artéria aorta, a obesidade induzida pela dieta hipercalorica determinou aumento da
espessura das tunicas média/intima e reducdo do limen e no ventriculo cardiaco, aumentou a
area dos cardiomidcitos, a marcacao para fibrose, a peroxidacdo lipidica e os nitritos totais,
bem como reduziu a atividade antioxidante da enzima catalase. O protocolo de treinamento
aerdbico de intensidade moderada realizado por 12 semanas reduziu 0 peso e a adiposidade
corporal dos animais submetidos a dieta hipercalérica e aumentou o consumo alimentar e
calorico nos animais treinados sob dieta controle. O treinamento reduziu a espessura da aorta
e aumentou o lumen arterial nos animais submetidos a dieta hipercalorica. No ventriculo
cardiaco esquerdo, o treinamento reduziu a fibrose e a peroxidacdo lipidica, aumentou nitritos
totais e a atividade da enzima catalase, bem como, a area de cardiomidcitos e a capilarizacéo.

O protocolo de treinamento alterou beneficamente a composicao corporal no periodo
da aplicacdo do experimento, reduzindo o peso corporal e a adiposidade corporal total e todos
os depositos de gordura corporal abdominais (TASC, TAM, TAR e TAME) mesmo sob a
continuidade da ingestdo da dieta hipercalorica. Resultados semelhantes com protocolos
moderados de exercicio em esteira realizados por nosso grupo, também observaram reducao
de indices de adiposidade e dos depdsitos de gordura abdominais em ratos envelhecidos e
submetidos a dieta hiperlipidica (Coqueiro et al., 2019, Dias et al., 2023).

Os resultados do nosso estudo quanto aos parametros dietéticos indicaram que a dieta
hipercal6rica aumentou tanto a ingestdo alimentar como o consumo calérico no grupo
sedentéario e que o treinamento determinou aumento do consumo alimentar e calorico apenas
nos animais que consumiram a dieta controle. A reducdo do peso e da adiposidade corporal
nos animais submetidos a dieta hipercaldrica e ao protocolo de exercicio aerdbico moderado
ocorreu mesmo tendo sido observado aumento da ingestdo alimentar e caldrica por estes
animais sendo o aumento do gasto energético associado ao treinamento, o provavel fator
determinante do balanco energético negativo. No estudo de Coqueiro e colaboradores em
(2019), que avaliou modalidades de exercicio terapéutico e preventivo também se observou
maior consumo alimentar e ingestdo energética nos animais treinados em relacdo ao grupo

sedentarios.
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A reducdo da obesidade abdominal € um importante alvo terapéutico para diminuicao
do risco de doencas cardiovasculares por ser considerado fator de risco independente do
indice de massa corporal segundo a American Heart Society (Powell-Wiley et al., 2021). No
nosso estudo, a injdria do miocardio foi avaliada por meio da enzima Creatina Kinase-MB
(CKMB) no plasma e observou-se que os animais submetidos ao protocolo de treinamento
moderado com a dieta hipercalérica apresentaram menores concentragdes plasmaticas de
CKMB que sugere menores lesGes do miocardio comparado ao grupo hipercalérico
sedentario. Resultados conflitantes quanto aos efeitos do exercicio sobre a CKMB podem
estar relacionados a variagdes na intensidade do treinamento aplicado, como o observado por
Santos (2019) onde o protocolo de treinamento de alta intensidade apresentou maiores niveis
de injdria cardiaca avaliada pela CKMB.

A pressdo arterial sistolica aumentou nos animais sedentarios que consumiram a dieta
hipercalorica e foi reduzida pelo protocolo de treinamento fisico em média 12%, mesmo
estando os animais sob continuidade do consumo da dieta hipercalérica. A hipertenséo arterial
é considerada um robusto fator de risco para diferentes tipos de doengas cardiovasculares, tais
como doencgas coronarianas, hipertrofia ventricular esquerda, doengas valvulares cardiacas,
arritmias, fibrilacdo atrial, acidentes vasculares cerebrais e faléncia renal (Kjeldsen, 2018).
Diferentes protocolos de exercicios fisicos em ratos com obesidade e sindrome metabdlica
demonstraram o potencial efeito do exercicio aerdbico moderado em melhorar parametros
microcirculatérios e hemodinamicos, sendo neste estudo os parametros de frequéncia e
duracdo mais correlacionados com os beneficios que o aumento da intensidade (Machado et
al., 2017).

A homeostase glicémica foi avaliada pelos parametros de glicemia e insulina em jejum
e pelos indices HOMA-IR, HOMA- e Quick que ndo sofreram alteracGes significativas por
efeito da dieta hipercalérica e do treinamento aerébico por 12 semanas. Em outros
experimentos também ndo foram encontradas melhorias nas variaveis glicémicas apos
submissdo aos protocolos de treinamento aerdbico (Krause et al., 2014; Morrison et al., 2014;
Scheede-Bergdahl et al., 2014; Yan et al., 2014; El-Kader et al., 2014; Al Jiffri; Al-Shreef,
2015; Jung, Lee, Park 2015; Lee et al., 2015). Os indices HOMA-IR, HOMA-f e QUICK séo
calculados com base nos dados da glicemia e insulina de jejum que ndo sofreram alteracoes

significativas.

Estagios de tolerancia a glicose diminuida ou intolerdncia a glicose parecem

intermediar quadros metabdlicos de homeostase glicEmica normal e o diabetes. No teste de
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tolerancia a glicose foram observados valores glicémicos superiores nos tempos 30’ (DHS,
DHT vs DCS, DCT) e 60’ e 90° (DHS vs DCS) sinalizando um prejuizo na tolerancia a
gliose. A &rea sob a curva do teste de tolerancia a glicose nos animais submetidos a dieta
hipercalérica apresentou-se aumentada em relacdo aos grupos controles independentemente
do exercicio. Em animais envelhecidos e com obesidade induzida por dieta hiperlipidica o
protocolo moderado de exercicio melhorou a tolerdncia a glicose em relacdo aos sedentarios,
Coqueiro et al., (2019), ja no estudo de Tavassoli et al., (2022) a intervencao do protocolo de
treinamento resistido em animais diabéticos tipo 2 observou-se melhores tolerancias a glicose
em relacdo ao grupo diabético ndo realizou o treinamento.

As estruturas morfoldgicas vasculares da aorta em nosso experimento demonstraram
adaptacOes vasculares adrticas provocadas pela inducédo da obesidade por dieta hipercalorica,
e efeitos gerados pela aplicacdo do protocolo de treinamento no remodelamento aortico;
sendo observado que os animais submetidos a dieta hipercaldrica apresentaram maiores areas
na espessura da tunica intima da aorta, consequentemente, esses animais tiveram menores
limens adrticos; e 0 exercicio reverteu estas alteracdes no grupo treinado e submetido a dieta
hipercaldrica. No estudo de Oishi et al., (2018), os animais induzidos a obesidade por dieta
hiperlipidica apresentaram alteragdes morfologicas na aorta com aumento de sua espessura de
parede e diminuicdo do limen em 6 semanas de protocolo dietético, aspectos também
observados em nosso estudo s6 que em 20 semanas de consumo de dieta hipercalérica. Outro
estudo, evidenciou menores espessuras das tunicas intima da aorta e da cardtida e menor
formacdo de colageno nessas respectivas estruturas, devido aos efeitos benéficos do
treinamento fisico aplicados nos animais envelhecidos (Nicoletti, 2022), resultados
semelhantes encontrados nosso estudo quanto ao remodelamento vascular aortico.

A area dos cardiomiocitos foi aumentada pela dieta hipercalorica entre os animais
sedentérios e pelo treinamento entre 0s animais submetidos a dieta controle. A capilarizagédo
no tecido cardiaco apresentou-se maior nos grupos submetidos ao treinamento independente
da dieta, sinalizando diferentes adaptacdes nos tecidos cardiacos avaliados, como possiveis
hipertrofias cardiacas patoldgicas nos animais sedentarios que consumiram dieta
hipercalorica, e hipertrofias cardiacas fisioldgicas nos animais submetidos ao protocolo de
treinamento com as dietas controle e hipercalorica. A hipertrofia cardiaca em resposta a
adaptacdes fisiologicas ao crescimento, gestacdo e exercicio ndo estd associada a alteracdes

funcionais cardiacas enquanto que a resultantes de estresse hemodindmico, hipertenséo,
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fibrose e rarefacdo capilar podem incorrer em prejuizos a fungdo cardiaca por isso sdo
consideradas como remodelac@es hipertroficas patoldgicas (Shimizu, Inamino, 2016).

A capilarizacdo foi aumentada nos animais submetidos ao protocolo de
treinamento independente da dieta, sinalizando efeitos de angiogénese miocardica pelo
treinamento. No estudo de Bellafiore et al., (2019), utilizando protocolo de treinamento
resistido em camundongos, observou-se qQue O exercicio promoveu maior
neocapilarizacdo cardiaca nos animais treinados comparados aos grupos controles, como
também maior estimulacdo da via do fator de crescimento endotelial vascular que parece
estar envolvida na angiogénese do tecido cardiaco.

Efeitos do treinamento aerébico em modelos animais sobre a remodelacdo do
miocardio ja foram relatados como aumento da deposicdo de colageno (Basilio, 2016)
aumento de largura e volume de cardiomidcitos pela natacdo (Silva, 2010) e em
protocolos de natagdo realizados em animais submetidos a dieta hiperlipidica onde
observou-se atenuacdo das principais alteracbes morfologicas em cardiomidcitos e
intersticio observadas no grupo sedentario (Elmas et al., 2019).

A dieta hipercaldrica aumentou a area de fibrose cardiaca e o treinamento reverteu este
remodelamento patologico do ventriculo cardiaco. No estudo de Chao-Hung Lai et al.,
(2016), aplicando protocolo semelhante de inducdo da obesidade e marcacdo de fibrose
no tecido cardiaco; observou-se nos animais obesos um maior arranjo das ceélulas
cardiacas desordenadas com alto acimulo de coldgeno pelo tricrémio de Masson. Efeitos
redutores da fibrose cardiaca e melhora de perfil oxidativo e da funcdo cardiaca pelo
exercicio também foram observados em diferentes protocolos de exercicio (aerébico e
resisténcia) em modelo animal em camundongos de infarto miocéardico (Yixuan et al.,
2021).

No nosso estudo foram demonstrados efeitos positivos do protocolo de
treinamento relacionados a regulacdo do perfil oxidativo cardiaco; sendo observados
efeitos antioxidantes nos animais que foram submetidos ao treinamento tendo niveis
elevados da enzima catalase independente da dieta consumida e GPX apenas no grupo
dieta hipercalorica. Aléem disso, no experimento de Silva et al., (2019) foi aplicado protocolo
de treinamento semelhante ao nosso estudo, sendo observado melhora nos marcadores
catalase e GPX no tecido cardiaco dos animais submetidos ao exercicio; achados que

corroboram com nosso estudo.
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A peroxidacao lipidica nos animais sedentarios submetidos a dieta hipercalorica
apresentou-se aumentada e o treinamento reduziu TBARS mesmo sob continuidade do
consumo desta dieta. Desta forma, os resultados do exercicio sinalizam efeitos
moduladores do equilibrio oxidante/antioxidante no musculo cardiaco. A melhora da
morfologia e funcdo cardiaca observada pelo treinamento fisico em animais com obesidade
induzida por dieta hipercalorica foi associada a melhora no perfil oxidativo no ventriculo
(Elmas et al., 2019).

As concentragfes nitritos totais aumentaram nos animais sedentarios que consumiram
dieta hipercaldrica, sugerindo uma possivel ativacdo da enzima 6xido nitrico indutivel (iNOS)
por fatores inflamatérios. Os efeitos de elevacdo dos nitritos pelo treinamento independente
da dieta podem sinalizar a ativacdo da enzima Oxido nitrico sintase endotelial (eNOS)
responsavel pela sintese do NO na circulacdo sanguinea, com capacidade vasoprotetora e
vasodilatadora. No estudo recente de Reginato et al., (2023), observou-se no tecido cardiaco
maiores concentracdo de nitritos nos grupos que passaram pelo protocolo de treinamento, e no
estudo de Elmas et al., (2019), observou-se aumento de nitritos pelo treinamento apenas nos

grupos tratados com a dieta hiperlipidica.
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7 CONCLUSAO

O protocolo de treinamento fisico promoveu melhora na composicao corporal com
reducdo do peso e da adiposidade abdominal. Além disso, melhorou pardmetros
presséricos, de morfologia da aorta, € no ventriculo cardiaco aumentou a area de
cardiomiécitos, a neocapilarizacdo e reduziu a fibrose e o estresse oxidativo. Os
beneficios metabdlicos e morfofuncionais cardiovasculares observados pelo treinamento
aerébico moderado aplicado por doze semanas no modelo animal de obesidade induzida
por dieta hipercal6rica reforcam o potencial terapéutico e preventivo do exercicio, mesmo

quando associado a um padrdo alimentar ndo saudavel.
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