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RESUMO

O treinamento fisico ¢ um importante método terapéutico nao farmacoldgico para
o tratamento e prevencdo de diversas doencas como a obesidade, a resisténcia a insulina
e o diabetes mellitus tipo 2. O treinamento de subida em escadas para roedores pode ser
uma estratégia para estudar os efeitos do treinamento no metabolismo da glicose.
Anteriormente, nosso grupo de pesquisa observou que o treinamento de subida em escada
foi capaz de melhorar a tolerancia a glicose e reduzir a adiposidade em camundongos
alimentados com dieta hiperlipidica. No presente estudo utilizamos amostras
provenientes daquele estudo para analisarmos a resisténcia a insulina, a funcao
mitocondrial no tecido muscular e adiposo, e proteinas envolvidas com a resisténcia a
insulina no tecido muscular esquelético. Quarenta e oito animais foram divididos em 2
grupos (n=24) sendo grupo chow alimentado com racao comercial (10% das calorias de
gordura) e grupo HFD (de high fat diet) alimentado com dieta hiperlipidica (42% das
calorias de gordura) por 12 semanas. Na quinta semana todos os animais foram adaptados
para a subida em escada e passaram por testes fisicos para determinagao da carga utilizada
no treinamento. Os grupos foram subdivididos em grupos sedentérios e grupos treinados
(n=12/grupo). Na sexta semana experimental se deu o inicio do protocolo de treinamento
de forma progressiva que durou por 6 semanas. O treinamento de forca de subida em
escada melhorou a resisténcia a insulina ¢ aumentou o contetdo e fosforilacdo de
proteinas relacionadas ao metabolismo de glicose que estavam alterados no animais
sedentarios alimentados com dieta hiperlipidica. O presente estudo mostrou que o
treinamento de for¢a de subida em escada foi capaz de melhorar a resisténcia a insulina,
provavelmente por modular proteinas intracelulares relacionadas a via de sinalizagdo da

insulina.

Palavras-chave: resisténcia a insulina, treinamento de forca, treinamento em escada.



ABSTRACT

Physical training is an important non-pharmacological therapeutic method for
the treatment and prevention of diseases such as obesity, insulin resistance and type 2
diabetes mellitus. Rodent ladder training can be a strategy to study the effects of training
without glucose metabolism. Previously, our research group noted that stair climbing
training was able to improve glucose tolerance and reduce adiposity in mice fed a high-
fat diet. In the present study, we used data from that study to analyze insulin resistance,
mitochondrial function in muscle and adipose tissue, the proteins involved with insulin
resistance in skeletal muscle tissue. Forty-eight animals were divided into 2 groups (n =
24) with a chow group fed commercial feed (10% of the fat calories) and an HFD group
(on a high fat diet) fed with a high fat diet (42% of the fat calories) by 12 weeks. In the
fifth week, all animals were adapted to climb stairs and underwent physical tests to
determine the load used in training. The groups were subdivided into sedentary groups
and trained groups (n = 12 / group). In the sixth experimental week, the training protocol
started progressively, which lasted for 6 weeks. Stair climbing strength training improved
insulin resistance and increased protein content and phosphorylation related to glucose
metabolism that was altered in sedentary animals fed a high-fat diet. The present study
showed that stair climbing strength training was able to improve insulin resistance,

probably due to modular intracellular proteins related to the insulin signaling pathway.

Keywords: insulin resistance, strength training, stair training
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1 INTRODUCAO

O exercicio fisico ¢ um importante recurso terapéutico, nao-farmacoldgico para o
tratamento e prevencdo de diversas doengas, principalmente as decorrentes do excesso de
adiposidade. Sabe-se que o exercicio auxilia na redugdo do peso corporal, leva a menor deposito
de tecido adiposo, e induz perfis antioxidantes (DE FARIAS et al., 2013). Além disso, contribui
para o aumento da aptidao cardiorrespiratoria, aumento do vigor, melhora no controle
glicémico, diminuicdo da resisténcia a insulina e redugdo da pressao arterial (SIGAL et al.,
2013). Esses beneficios indicam que individuos que praticam exercicios fisicos se beneficiam
de uma série de fatores que promovem melhor qualidade de vida e maior controle de patologias,
como a obesidade e suas consequéncias, como a resisténcia a insulina e o diabetes mellitus tipo
2 (DM2).

O treinamento fisico, entendido como a realizacao programada e repetida de sessoes de
exercicio ao longo do tempo, ¢ capaz de aumentar a sensibilidade a insulina, através de sua
capacidade de aumentar a expressdo e/ou atividade de compostos da via de sinalizagdo deste
hormonio (TERAN-GARCIA et al, 2005; HAWLEY; LESSARD, 2008). O treinamento fisico
¢ um grande aliado na diminui¢do da resisténcia a insulina por proporcionar redu¢do dos niveis
de hemoglobina glicosilada, ampliacdo da expressdo de transportadores de glicose Glut4 e
proteinas sinalizadoras, além de aumentar a atividade de enzimas associadas a func¢ao
mitocondrial e glicogénese no musculo esquelético (CODELLA et al,2018). Tais
modificagdes sdo geradas por diversos mecanismos que estimulados pelo exercicio promovem
maior captacgdo e utilizacao de glicose.

Holloszy e Booth (1976) demonstraram que o treinamento fisico tem capacidade em
aumentar a biogénese mitocondrial e a funcdo oxidativa muscular. Isso sugere que os efeitos
benéficos do treinamento podem estar relacionados a regulacdo do estado redox celular pelo
aprimoramento de defesas antioxidantes (VILELA et al., 2018). Além disso, o treinamento
fisico promove aumento da expressdo da proteina de choque térmico de 72 kDa (Hsp72) que
protege as células contra ataques oxidativos das espécies reativas de oxigénio (ROS) (SILVER;
NOBLE, 2012; JANG et al., 2008) e na regulacao do metabolismo da glicose (KRISAN et al.,
2004).

Estudos tém sugerido que o treinamento de for¢a leva a resultados satisfatorios na
melhoria do controle glicémico. Como discutido por Codella et al. (2018) varias alteragdes
metabolicas relacionadas ao controle glicémico sao ocasionadas pelo exercicio de for¢a, como

o aumento dos niveis de Glut4, aumento da proteina quinase B (Akt), das reservas e sintese de


https://physoc.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1113/EP087607#eph12446-bib-0002
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glicogénio muscular, além de aumento no contetdo e fun¢do mitocondrial. Os efeitos do
treinamento de forca sobre o DM2, por exemplo, sugerem um impacto positivo nos resultados
clinicos, se comparados com o treinamento aerobico, demonstrando melhorias nos niveis de
hemoglobina glicada (HbA c) (ARORA et al., 2009; CAUZA et al., 2005; BOULE et al., 2003).

Sdo muitos os estudos que buscam observar o papel do treinamento de forca na
obesidade e nas demais patologias relacionadas a ela, como a resisténcia a insulina e o DM2
(KELLEY; KELLEY, 2009; JORGE et al, 2011; BACCHI et al., 2012; BANITALEBI et al.,
2019). No entanto, ainda existem lacunas na literatura quanto aos efeitos do treinamento de
forca sobre alteragdes intramusculares relacionadas a resisténcia a insulina. Por exemplo, ainda
carecem de maior investigagao os efeitos do treinamento de for¢ca em escada sobre a atividade
da citrato sintase em tecido muscular e adiposo, a ativacao da via de sinalizagado intracelular da
insulina no musculo esquelético, a concentracao de glicogénio muscular e o conteudo da
proteina de choque térmico 72 kDa (Hsp72). O modelo animal permite investigar de forma mais
invasiva essas varidveis. Portanto, o presente estudo buscou investigar os efeitos de um
protocolo de treinamento de for¢a em escada utilizando camundongos Balb/c alimentados com

dieta hiperlipidica.
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2 OBJETIVO
2.1 Objetivo geral
Investigar os efeitos de um protocolo de treinamento de forca em escada sobre variaveis

relacionadas a resisténcia a insulina em camundongos alimentados com dieta hiperlipidica.

2.2 Objetivos especificos
Avaliar os efeitos de um protocolo de treinamento de for¢a em escada em camundongos

alimentados com dieta hiperlipidica sobre:

o A resisténcia a insulina.

o A atividade da citrato sintase em tecido muscular e adiposo.

o A concentragdo muscular de glicogénio.

° A ativacao da via de sinalizagdo intracelular da insulina no musculo esquelético.
. O conteudo da proteina de choque térmico 72 kDa (Hsp72) no tecido muscular

esquelético.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Obesidade, resisténcia a insulina e diabetes mellitus tipo 2

O numero de pessoas obesas tem crescido significativamente ao longo dos anos e a
obesidade ¢ considerada uma epidemia mundial. Em 2016, 39% dos adultos com 18 anos ou
mais estavam acima do peso ¢ 13% eram obesos (WHO,2016). Sugere-se que no ano 2025
cerca de 2,5 bilhdes de adultos estardo com sobrepeso € mais de 700 milhdes de pessoas estardo
obesas (WHO, 2016). No Brasil, a prevaléncia da obesidade teve um aumento nos ultimos
anos, sendo observado aumento de 72% entre 2006 e 2019, com uma prevaléncia aumentando
de 11,8% em 2006 para 20,3% em 2019 (BRASIL, 2019).

A obesidade esta ligada ao desencadeamento do DM2. O diabetes do tipo 2 ¢ a forma
mais comum do diabetes mellitus e responde por cerca de 90% a 95% dos casos de diabetes
mellitus (SUPLICY; FIORIN, 2012). Menke et al. (2015), ao examinar a tendéncia nos dados
de prevaléncia de obesidade na populacido dos Estados Unidos entre os anos de 1988 e 2012,
observaram que grande parte do aumento da prevaléncia de DM2 foi concomitante ao aumento
da prevaléncia de obesidade. A ligagdo entre obesidade e DM2 se da por meio da resisténcia a
insulina. A resisténcia a insulina ¢ uma doenca metabdlica caracterizada pela diminui¢do da

capacidade dos tecidos em responder a acdo da insulina (CEFALU, 2001).

3.2 Mecanismos da resisténcia a insulina

Em condi¢des normais nos tecidos musculares esqueléticos e tecido adiposo a captacao
da glicose ¢ feita principalmente pela a¢do da insulina (DEFRONZO, 1997). Na resisténcia a
insulina tal capacidade de estimulagcdo encontra-se afetada (KIM; WI; YOUN, 1996), o que
pode ser ocasionado por deficiéncia nos receptores de insulina ou mecanismos subsequentes
durante sua ativacdo (ADA,1997). Portanto, a resisténcia a insulina corresponde a uma
diminui¢do na capacidade da insulina em estimular a captagao de glicose, por ineficiéncia do
receptor de insulina ou defeito em um ou mais mecanismos pds-receptores (DANDONA;
ALJADA; BANDYOPADHYAY, 2004).

Como revisado por Gutiérrez-Rodelo ef al. (2017) as principais causas da resisténcia a
insulina sdo alteracdes que incluem modificagdes nos substratos dos receptores de insulina
(IRS) e bases moleculares relacionadas a captacdo de glicose. Dentre essas alteracdes se
destacam a diminuicdo do numero de receptores de insulina e de sua atividade catalitica, o
aumento da fosforilagao dos residuos de serina/treonina, o aumento da atividade dos residuos

de tirosina, a diminui¢do da atividade da fosfatidilinositol 3-quinases (Pi3k) e a proteina quinase
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B (Akt), além de defeitos na fungdo e expressao do transportador de glicose do tipo 4 (Glut-4).
Estas altera¢des diminuem a capacidade da insulina de exercer seu papel na captacao de glicose
pelos tecidos, desencadeando o quadro de resisténcia a insulina. Diversos sdo 0s mecanismos
através dos quais ocorre a geragdo da resisténcia a insulina dentre eles se destacam aqueles
induzidos por dieta rica em gorduras saturadas.

Estudos mostram o papel dos acidos graxos livres sobre a expressao de genes envolvidos
no metabolismo da glicose. O acumulo de acidos graxos intracelulares e de derivados do
metabolismo lipidico ¢ gerador de lipotoxicidade (HIRABARA et al., 2010), responsavel pela
reducdo do recrutamento do substrato receptor de insulina IRS-1 na sinalizagdo a insulina,
aumento na produgao de espécies reativas de oxigénio (ROS) (BLOCH-DAMTI et al., 2005) e
de espécies reativas de nitrogénio (NOS) (DUVAL et al., 2007). Essas alteragdes em conjunto
inibem a via intracelular de sinalizag¢do da insulina e sdo consideradas mecanismos promotores
da resisténcia a insulina.

Entre as moléculas cruciais da via de sinalizacdao da insulina que podem ser afetadas
levando a resisténcia a insulina esta a proteina Akt, também conhecida como proteina quinase
B (PKB). A ativagdo da Akt leva a fosforilagao do substrato Akt de 160 kDa, AS160 (TBC1D4),
aumentando a translocagdo do Glut4 para a membrana da célula, ocorrendo assim maior
captacdo de glicose pelas células dos tecidos muscular e adiposo (O'NEILL, 2013; CARTEE,
2015). Assim, quando a sinalizagdo da Akt estimulada pela insulina ¢ afetada ¢ observada
diminui¢do da translocacdo de Glut4 reduzindo a captacdo de glicose pelas células e

interferindo diretamente na resposta a insulina.

3.3 Mitocondria e resisténcia a insulina

A lipotoxicidade causada por acidos graxos saturados, carateristica da resisténcia a
insulina, também gera a perda de funcdo mitocondrial. Quando animais ou individuos sdo
submetidos a dieta rica em gordura ou a infusdo lipidica, algumas desordens podem ser
observadas nas mitocondrias, como reducao na sintese de ATP, na fosforilagdo oxidativa, na
respiragdo mitocondrial e do potencial de membrana mitocondrial no musculo esquelético
(BONNARD et al., 2008; SCHRAUWEN et al., 2010; XU et al., 2019). Estudos mostraram
menor expressao de genes mitocondriais em individuos resistentes a insulina (HEILBRONN et
al., 2007) e diminui¢do da atividade destas enzimas como a citrato sintase em obesos €
diabéticos (HULVER et al, 2002). O acimulo de lipidios intramusculares tem sido associado a

diminui¢do da expressio de PGCl-a e de genes que codificam proteinas da cadeia
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transportadora de elétrons, resultando na diminuicdo da biogénese e causando disfuncao
mitocondrial (SPARKS et al., 2005), levando a alteragdes no ciclo de Krebs, perda de atividade
dos complexos respiratorios mitocondriais I, IV e V e a reducdo da produgdao de ATP
(BOULINGUIEZ et al., 2017). A redugao no conteudo e na capacidade mitocondrial podem
levar a reducdo significativa da oxidagdo lipidica muscular, causando um ciclo vicioso, o que
proporciona o acumulo de lipidios (PETERSEN et al ., 2003; LOWELL; SHULMAN, 2005) e
consequentemente a supressao da sinalizagdo de insulina e redugdo da sintese de glicogénio
(LOWELL; SHULMAN, 2005).

Meex et al. (2010) indicam que a fun¢do mitocondrial comprometida, combinada com
aumento lipidico intramiocelular, pode contribuir para a redugdo da sensibilidade a insulina, e
confirmam que a reducdo da fun¢do mitocondrial ¢ comum entre individuos resistentes a
insulina. Entre os mecanismos presentes na disfun¢do mitocondrial ligados a resisténcia a
insulina estd a geragdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) pelas mitocondrias. Dietas ricas
em gorduras e a obesidade induzem um estado geral de estresse oxidativo a partir do aumento
do metabolismo de lipideos pelas mitocondrias. O aumento da disponibilidade desse substrato
energético no meio intracelular, aumenta a beta oxidacdo na matriz mitocondrial, com
consequente producdo de ROS, como a producdo do radical anion superdxido (O27) e o
perdxido de hidrogénio (H20:) estando estes relacionados as mudangas metabdlicas induzidas
pelo alto teor de gordura presente na dieta (RINDLER ef al,, 2013). Além disso, as altas
concentragdes de acidos graxos aumentam a atividade da Acil-CoA desidrogenase de cadeia
muito longa, proteina envolvida na oxidacao de acidos graxos, que resulta na superproducao de
H>02 mitocondrial (CARDOSO; KAKIMOTO; KOWALTOWSKI, 2013).

Quando ocorre uma grande producdo de ROS que se sobrepde a capacidade
antioxidante, o estresse oxidativo ¢ gerado, caracterizando o desequilibrio redox. As ROS
induzem danos oxidativos ao DNA das mitocondrias, lipidios e proteinas e sinalizam moléculas
indutoras da resisténcia a insulina (SERGI et al., 2019). Assim, o estresse oxidativo ndo
interfere apenas na via de sinalizagdo da insulina, promovendo diretamente a resisténcia a
insulina, mas também pode gerar indiretamente dificuldades de sinalizagao da insulina a partir

do dano mitocondrial.

3.4 Hsp e resisténcia a insulina
As proteinas de choque térmico (heat shock proteins, Hsp) sdo uma familia de proteinas,

das quais faz parte a proteina de peso molecular 70 kDa (Hsp70), que ¢ induzida em resposta
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ao estresse celular e ao choque térmico (MEYER; SILVA, 1999). A sintese dessa proteina pode
ser induzida pela presenca de outros fatores, como analogos de aminoacidos e glicose, metais
pesados, estimuladores da proteina quinase C (PKC), agentes que elevam a concentragao
intracelular de célcio, isquemia, infecgdes, 6xido nitrico, hormoénios e antibidticos. As HSPs
possuem fungdo de chaperonas celulares, evitando a agregagdo inadequada de proteinas, além
de mediar o transporte de proteinas imaturas para as organelas de destino, para o
empacotamento final, a degradagdo ou reparo (KIANG; TSOKOS, 1998). As HSPs exercem,
portanto, a fun¢do de protetoras celulares.

Em um estudo seminal realizado com pacientes diabéticos tipo 2, Hooper (1999) elevou
a temperatura corporal dos individuos (aumento médio de 0,8°C) por meio de imersao em agua
aquecida, durante 30 minutos, seis dias por semana, durante trés semanas em um processo
similar a aclimatacdo ao calor passiva, que eleva a expressao de Hsp72 em diversos tecidos
corporais (YAMADA et al., 2007; MAGALHAES et al., 2010). Apds a terapia com calor, os
pacientes apresentaram melhora no controle glicémico, evidenciado pela diminui¢do dos
valores de HbA.. Esses resultados demonstram a relagdo benéfica entre o aumento da
expressao de Hsp72 e o controle do DM2.

O papel da Hsp72 tem sido analisado por diversos estudos que buscam elucidar seus
efeitos no controle da obesidade e resisténcia a insulina. Chung et al. (2008) investigaram a
interferéncia da expressao da Hsp72 no musculo esquelético na redugdao da resisténcia a
insulina. No estudo a expressdo da Hsp72 foi induzida no musculo esquelético de animais
obesos resistentes a insulina por diferentes meios: exposi¢dao ao calor (41.5°C de temperatura
interna, uma vez por semana, durante 16 semanas), inducdo farmacoldgica da Hsp72
(administra¢do do derivado de hidroxilamina, BGP-15, durante 15 dias) ou superexpressao
génica da Hsp72. Apos os tratamentos foi observada melhora da tolerancia a glicose. Todas as
formas de induzir aumento na expressdo de Hsp72 protegeram os camundongos contra a
resisténcia a insulina, além de impedir alteragdes na gordura corporal dos animais alimentados
com dieta hiperlipidica (HFD).

Estudo recente realizado em mulheres com sindrome dos ovarios policisticos sugere que
a inducdo da expressao das HSPs pode ser um tratamento ndo farmacologico a resisténcia a
insulina. Ely ef al. (2019) submeteram mulheres obesas com sindrome dos ovarios policisticos
ao estresse térmico, a partir de 30 sessdes de termoterapia de uma hora em banheira de
hidromassagem durante 8 a 10 semanas, o que elevou a temperatura central até 38,5° C. Apds

a terapia as participantes apresentaram melhora na tolerancia a glicose, redu¢ao de marcadores



20

inflamatoérios e melhora da sensibilidade a insulina, além de melhoras significativas nos
indicadores clinicos da sindrome dos ovarios policisticos. Sendo assim, métodos que induzam

o aumento da expressao da Hsp72 podem contribuir para o tratamento da resisténcia a insulina.

3.5 Treinamento fisico e resisténcia a insulina

O treinamento fisico promove diversos efeitos fisiologicos e metabolicos benéficos para
a saude. Podem-se destacar o aumento da massa muscular esquelética, o ganho de forca, a
diminui¢ao dos estoques de gordura, o aumento do gasto calérico, o aumento da taxa metabolica
de repouso, o aumento da tolerdncia a glicose e a melhoria da sensibilidade a insulina
(KELLEY; KELLEY, 2013). Além disso, o treinamento fisico ¢ um grande aliado na
diminui¢do da resisténcia a insulina por proporcionar diversas altera¢des, como redugao dos
niveis de hemoglobina glicosilada, ampliagao da expressao de transportadores de glicose Glut4
e proteinas sinalizadoras, além de atividades elevadas de enzimas associadas a funcdo
mitocondrial e glicogénese no musculo esquelético (CODELLA et al, 2018). Tais
modificagdes sdo geradas por diversos mecanismos que estimulados pelo exercicio promovem
maior captagdo e utilizacdo de glicose. Por exemplo, Shiroma et al. (2018) analisaram a
associacdo do treinamento fisico com a incidéncia de DM2 e o risco cardiovascular.
Comparadas as mulheres que nado relataram a realizacdo de nenhum tipo de exercicio, as
mulheres que realizavam exercicio de forga ou aerdbicos apresentaram um indice 30% menor
de DM2 e 17 % menor em relacdo a doengas cardiovasculares. Esses resultados sugerem que a
participacao no exercicio de for¢a e a atividade aerdbica foi associada a menor risco de DM2 e
doengas cardiovasculares. Portanto, ndo ¢ de surpreender que o treinamento fisico ¢ de grande
importancia no tratamento e prevencao da resisténcia a insulina e o DM2.

O treinamento fisico melhora a resisténcia a insulina por diversos fatores, dentre os quais
destacam-se a maior sensibilidade a insulina e o aumento da fun¢do mitocondrial. Segundo
alguns estudos o treinamento fisico potencializa o efeito da insulina na fosforilagao do IRS-1/2
com consequente aumento da atividade da fosfatidilinositol 3-quinase (Pi3k) (HOWLETT et
al., 2002). A Pi3k estd envolvida no aumento da fosforilagio da Akt, proteina chave na
efetivacao dos efeitos fisiologicos da insulina (WOJTASZEWSKI et al., 1999). O aumento na
fosforilagdo da Akt leva a fosforilacdo do substrato Akt de 160 kDa, AS160 (TBC1D4), que ¢
responsavel pelo aumento da translocagdo de Glut 4 para capitagdo de glicose (CARTEE,
2015). O aumento da transloca¢do de Glut4 para a membrana sarcoplasmatica aumenta a

captagdo e utilizacdo de glicose, assim como o armazenamento de glicogénio. O treinamento
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fisico também promove a biogénese mitocondrial, aumentando a capacidade dessa organela
(BERGERON et al., 2001). Devido a relagdo ja demonstrada entre a disfungdo mitocondrial e
resisténcia a insulina, o treinamento fisico, por aumentar a fun¢ao mitocondrial, melhora a
resisténcia a insulina. Sendo assim, o treinamento fisico estd relacionado a melhora na
resisténcia a insulina pela maior ativagdo da via intracelular da insulina e por aumentar a

biogénese e fungao mitocondrial.

3.6 Treinamento de forga, resisténcia a insulina e diabetes mellitus tipo 2

Estudos sobre os efeitos do treinamento de forca sobre o DM2, sugerem um impacto
positivo, observado, por exemplo, por meio de melhorias nos niveis de HbA .. Como discutido
por Codella et al. (2018) varias alteragdes metabolicas relacionadas ao controle glicémico sao
ocasionadas pelo exercicio de for¢a, como o aumento dos niveis de Glut4, da Akt, das reservas
e sintese de glicogénio muscular, além de aumento no conteudo e fun¢do mitocondrial. Por
exemplo, Cui ef al. (2020) demonstraram maior captac¢do de glicose no corpo inteiro e aumento
da sensibilidade a insulina relacionado ao aumento da fosforilagdo de Akt e a translocacao de
Glut4 para a membrana plasmdtica em resposta a um treinamento de forca. Portanto, o
treinamento de forca melhora o metabolismo da glicose por meio da ativagao de mecanismos

responsaveis pela captagdo de glicose e aumento da sensibilidade a insulina.

3.7 Modelo animal de treinamento de forc¢a e resisténcia a insulina

Modelos experimentais de treinamento de forca tém sido empregados para a
investigacdo de mecanismos potenciais relacionados aos seus efeitos sobre varidveis que afetam
a sensibilidade a insulina. Cui ef al. (2020) utilizaram um modelo de treinamento voluntério de
levantamento de peso capaz de promover atividades musculares semelhante ao agachamento,
em camundongos machos C57BL/6J, ao longo de 8 semanas. O treinamento resultou em
aumento da sensibilidade a insulina, sugerindo o papel do exercicio de for¢a na ativagdo de
mecanismos responsaveis pela melhora da resisténcia a insulina. Outros estudos tém utilizado
protocolos de treinamento de forga com exercicios de subida em escada para camundongos e
identificam uma série de fatores benéficos proporcionados pelo treinamento de forca no
tratamento e preven¢do da resisténcia a insulina. Recentemente, Guedes ef a/. (2020) utilizaram
um protocolo de subida em escada para camundongos Swiss alimentados com dieta
hiperlipidica, com 3 formas de treinamento, treinamento para hipertrofia, treinamento para

resisténcia muscular e treinamento de forga, todos realizados durante 10 semanas. Os autores
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identificaram que os protocolos foram igualmente apropriados na redug¢ao do peso corporal, no
indice de adiposidade, na area dos adipocitos, na inflamagao cronica e ainda foram eficazes na
melhora da resisténcia a insulina. Em conjunto esses estudos demonstram que o modelo animal
de treinamento de forca € apropriado para estudar os efeitos desse tipo de treinamento sobre a

resisténcia a insulina e demais variaveis que se relacionam a essa condi¢cdo metabdlica.

3.8 Exercicio de forca e mitocondria

As mitocondrias estdo envolvidas em uma série de processos celulares tais como as vias
de biossintese, sintese hormonal, manuten¢do da homeostase ¢ morte celular (DOMINY;
PUIGSERVER, 2013; PLOUMI et al., 2017). Estabelecem devido a importancia dessas
fungdes dentro da célula, uma complexa cadeia com o nucleo, se adaptando em relagdo ao seu
numero e funcao, modificagdes do seu estado homeostatico e alteracdes metabolicas (PLOUMI
et al., 2017). Assim, as mitocondrias possuem papel essencial nas células pela manutencao da
homeostase e sua disfuncdo acarreta uma série de desordens promotoras de patologias.

A biogénese mitocondrial tem grandes efeitos sobre o conteido e funcdo das
mitocondrias, sendo atenuada pelo envelhecimento, sedentarismo e diversas doengas cronicas.
Holloszy e Booth, (1976) demonstraram que o exercicio tem capacidade em aumentar a
biogénese mitocondrial e a funcdo oxidativa muscular, indicando que os efeitos benéficos do
treinamento podem estar relacionados a regula¢do do estado redox celular pelo aprimoramento
das defesas antioxidantes (VILELA et al., 2018). Segundo Hood ef al. (2016) cada sessao de
exercicio aumenta a expressao de mRNAs especificos que resultam em novas proteinas
relacionada a biogénese mitocondrial. Sendo assim, a sintese de novas mitocondrias ¢ resultado
do acimulo de estimulos agudos que ocorrem durante o processo de treinamento.

Alguns estudos sugerem que o treinamento de forga ¢ eficaz em estimular a sinalizacao
de mecanismos presentes no musculo esquelético para geracdo da biogénese mitocondrial
(WILKINSON et al., 2008; VISSING ef al., 2013). Como revisado por Hawley et al. (2018) o
exercicio de for¢a promove agudamente a expressao de mRNA de vérios genes envolvidos no
metabolismo e no processo de biogénese mitocondrial. Porter ef al. (2015) avaliaram os efeitos
de um programa de treinamento de forca de 12 semanas na fungdo mitocondrial do musculo
esquelético de jovens saudaveis. Observaram alteragdes qualitativas e quantitativas na
respiragdo mitocondrial, sugerindo que o treinamento de for¢a ¢ uma forma de aumentar a
capacidade respiratdria mitocondrial e sua fun¢do no musculo esquelético. Esses achados foram

corroborados por Lim ef al. (2019) que observaram aumento do conteudo de vérias proteinas
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mitocondriais ap6s 10 semanas de treinamento de forca em homens. Em um estudo recente,
Berg et al. (2020) demonstram a ocorréncia de adapta¢des mitocondriais qualitativas apds o
periodo de treinamento, embora o conteido mitocondrial ndo tenha sido afetado. Aumento da
fun¢do e da biogénese mitocondrial foram observados em modelo animal com treinamento de
for¢a de subida em escada em ratos da linhagem Sprague-Dawley (LEE et al., 2018). A partir
desses estudos fica claro que o treinamento de forca ¢ eficaz em estimular adaptagdes

mitocondriais.

3.9 Exercicio de forca e Hsp

O exercicio fisico € um estressor capaz de induzir a sintese de proteinas Hsp no musculo
esquelético (STEINACKER et al., 2004). Durante o estimulo do exercicio, a ativagao do fator
de choque térmico 1 (HSF1) levara ao aumento dos niveis de mRNA e proteicos de Hsp,
tornando a célula mais resistente a futuros estressores prejudiciais (LOCKE, 1997). De fato,
Reichsman et al. (1991) observaram niveis elevados de Hsp70 no musculo esquelético de
humanos submetidos a protocolos de exercicio de forga.

Apesar de escassos na literatura estudos sobre a expressdo da Hsp70 a partir do
treinamento de forga tém ganhado espago. Paulsen et al. (2012) identificaram o aumento
citosolico da expressao de Hsp70 no musculo vasto lateral acompanhado pelo crescimento
muscular e aumento de forga apds 11 semanas de treinamento de forga em humanos. Liu et al.
(2006) observaram um aumento dos niveis de Hsp70 no vasto lateral ap6s 2 e 11 semanas de
treinamento de forga. Por outro lado, Gjevaag; Vikne; Dahl. (2006) realizaram treinamento de
forca progressivo de alta carga com homens ja treinados, 2-3 vezes por semana durante 12
semanas e comparando com os niveis pré-exercicio, identificaram menor expressao de Hsp72
em homogenatos de tecido muscular biceps braquial. Tais resultados sugerem que a expressao

da Hsp72 a partir do treinamento de forga precisa ser melhor investigada.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Animais e condicoes experimentais

Camundongos machos da linhagem Balb/c, recém-desmamados, com idade inicial de 3
semanas, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Minas Gerais, foram
mantidos, manipulados e eutanasiados de acordo com os principios éticos adotados pelo
Conselho  Nacional de Controle de  Experimentagio  Animal = CONCEA

(http://www.mctic.gov.br/mctic/opencms/institucional/concea/index.html). Os camundongos

foram acondicionados individualmente em caixas de polipropileno, em temperatura ambiente
(22 + 2° C), com ciclo invertido claro/escuro de 12/12h e acesso ad libitum a 4gua filtrada e as
respectivas dietas. O projeto foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri (protocolo 016/2016) e
executado no Laboratério Experimental de Treinamento Fisico (LETFis) do Departamento de

Educacao Fisica (DEFI) dessa instituicao.

4.2 Delineamento experimental

O experimento foi realizado com 48 animais divididos inicialmente em 2 grupos (n=24)
sendo grupo Chow alimentado com ragdo comercial e grupo high-fat diet (HFD) alimentado
com dieta hiperlipidica. Esses grupos foram subdivididos em grupos sedentarios (Sed) e grupos
treinados (Tre). Assim os 4 grupos experimentais (n=12/grupo) foram: sedentério alimentado
com ragdo (Sed-chow), sedentario alimentado com dieta hiperlipidica (Sed-HFD), treinado
alimentado com racdo (Tre-chow) e treinado alimentado com dieta hiperlipidica (Tre-HFD)

(FIG. 1).

Grupo HFD |
n=24 ‘
n=12 |

Figura 1: Divisdo dos grupos experimentais

A primeira semana experimental iniciou-se com a introdugao de dieta hiperlipidica ou
racdo comercial. Até a quinta semana experimental os animais permaneceram sedentarios e na
sexta semana todos foram adaptados para a subida em escada. O treinamento para os grupos

Tre-chow e Tre-HFD ocorreu da 7* & 12% semana experimental. A massa corporal e a ingestdo
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alimentar foram pesadas semanalmente. Quarenta e oito horas ap6s a ultima sessdo de
treinamento os animais foram eutanasiados e retirados os tecidos para posteriores analises. O

delineamento experimental estd esquematizado na figura 2.
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Adaptacio a 3RM pos
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A I 32 .
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1&
Semanas

Inicio do
experimentais treinamento
Figura 2: Delineamento experimental
4.3 Dieta

O grupo chow foi alimentado com ragdo padrdao (Nuvilab, Quimtia). Os animais do
grupo HFD receberam dieta hiperlipidica e hipercalorica para indu¢do de obesidade e
resisténcia a insulina, contendo 39% de carboidratos, 19% de proteinas e 42% de gorduras tendo
32% de calorias a mais que a racdo padrdo (Tabela 1) (Anexo A). Os grupos receberam as
respectivas dietas durante 12 semanas.

A dieta hiperlipidica foi produzida em laboratorio em condi¢des adequadas de higiene
e a partir da mistura de racdo padrao moida, banha de porco, xarope de milho e leite em pd
desnatado, as quantidades estdo apresentadas na tabela 1(Anexo A). A mistura foi peneirada
para uniformizacdo e prensada com o auxilio de seringas de 20 ml formando paletes de
aproximadamente 10 g cada e mantida sob refrigeragdo até sua utilizagao.

A composicao da dieta hiperlipidica foi baseada no estudo de Yoshimura et al. (2016),
sendo a fonte lipidica alterada para banha de porco, pois esta ¢ mais frequentemente utilizada

nos estudos com indugdo de obesidade e resisténcia a insulina (BUETTNER et al, 2006;
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WHITE, 2013). Além disso, julgamos necessario o aumento da quantidade de leite em p6 para
elevar o valor proteico da dieta modificada, assemelhando-se ao valor da dieta padrao, com o
intuito de reduzir riscos de prejuizo ao crescimento dos animais recém-desmamados. Através
de um estudo piloto, identificamos que a dieta modificada desse modo foi eficiente em
desenvolver obesidade e resisténcia a insulina em camundongos Balb/C recém-desmamados
sem interferir no crescimento dos animais.

A dieta foi oferecida aos grupos HFD a partir da terceira semana de vida e os animais
foram tratados por 12 semanas, sendo as 7 tltimas semanas simultaneas para dieta, intervengao

com adaptacdo a subida em escada, testes fisicos e treinamento fisico.

4.4 Protocolo de treinamento fisico

O treinamento fisico foi realizado em escada vertical adaptada para camundongos
construida em madeira e pequenos fios de arame liso, com um compartimento fechado em cima
para repouso do animal, inclinagdo de 85°, 1 metro de altura e espago de 1 centimetro entre os

degraus (figura 3).

Figura 3: Escada adaptada para camundongos
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Pesos foram fixados a cauda dos animais que consistiam em esferas de chumbo dentro
de um tubo falcon que foi fixado a parte proximal da cauda do animal por um fio de linha de

pesca preso a tampa do tubo e aderido com uma bandagem autoadesiva (figura 4).

¥
i

Figura 4: Camundongo com peso fixado a cauda.

4.4.1 Adaptagao

Na semana anterior ao inicio do protocolo de treinamento fisico foi realizada adaptagao
de subida em escada, inicialmente sem peso e aumentando de forma progressiva por 5 dias.
Para isso, a escada foi marcada em trés ter¢os iguais, assim o animal era colocado no
compartimento no topo da escada por 2 minutos e em seguida era colocado para subir por trés
vezes do primeiro (33,3 cm), segundo (66,6 cm) e terceiro ter¢o (1 m) da escada e sempre
descansava por 2 minutos entre cada ter¢o no compartimento do topo da escada como

esquematizado na figura 5.

12 Dia 22 Dia 32 Dia 42 Dia 52 Dia

Sem carga Sem carg Com tubo vazi 100% do peso corporal . 150% do peso corpora

O O O O I—| O L|
Descanso 2 min. Descanso 2 min. Descanso 2 min. Descanso 2 min. Descanso 2 min.

I:I 3 vezes 12 tergo | I:' 3 vezes 12 terco | EI 3 vezes 12 terco | |:I 3 vezes 12 tergo | Ij 3 vezes 12 tergo |
Descanso 2 min. Descanso 2 min. Descansao 2 min. Descanso 2 min. Descanso 2 min.

|:| 3 vezes 22 tergo ||:| 3 vezes 22 tergo | I:| 3 vezes 22 tergo | E| 3 vezes 22 tergo ||:i 3 vezes 22 tergo |
Descanso 2 min. Descanso 2 min. Descanso 2 min. Descanso 2 min. Descanso 2 min.

E| 3 vezes 32 tergo | EI 3 vezes 32 terco | E| 3 vezes 32 tergo | |:| 3 vezes 32 tergo ||:' 3 vezes 32 tergo |

Figura S: Protocolo de adaptacio de subida em escada

4.4.2 Protocolo de treinamento fisico
O protocolo de treinamento fisico propriamente dito consistiu em 6 semanas de

exercicio, 3 vezes por semana, no qual o numero de séries e subidas foi sendo aumentado
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progressivamente ao longo das semanas. Anteriormente ao inicio do periodo de treinamento e
apods a quinta sessao de adaptagao, foi realizado o teste de 3 repeticdes maximas (3RM) para
fins de prescri¢ao da intensidade do treinamento. O teste consistiu em o animal subir a escada
inteira (considerado nesse estudo como uma repeti¢ao), inicialmente com 150% do peso
corporal fixado & cauda. Caso o animal conseguisse realizar 3 subidas sem descanso, ele
descansava por 2 minutos no compartimento superior da escada ¢ o peso fixado a cauda era
acrescido em 10% para nova tentativa de 3 subidas. Esse procedimento foi repetido até o animal
ndo conseguir subir 3 vezes consecutivas a escada com o respectivo peso. Para isso, foi
determinado que ao ser estimulado na cauda utilizando apenas pressdo moderada exercida pela
pinga entre os dedos indicador e polegar por trés vezes consecutivas € o animal ndo continuasse
a subida ou soltasse as patas da escada, o teste era interrompido e o peso suportado na ultima
sessao completa de 3 repetigdes era considerado o 3RM do animal (FERRARESI et al., 2014).
O teste também foi realizado ao final do periodo de treinamento a fim de verificar a efetividade
do protocolo. O treino iniciou com 5 séries de 6 subidas e carga de 80% do peso do teste de
3RM. A cada semana foi analisada a possibilidade de aumentar ou o nimero de séries, ou
subidas ou a carga, terminando assim com 6 séries de 8 subidas e carga correspondente a 110%

do 3RM (TAB.2).
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Tabela 2: Protocolo de treinamento fisico

Treino (#) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

#Séries 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 6 6 6 6 6
#Subidas por série 6 6 6 6 7 7 7 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8
Carga (% 3RM) 80 90 100 100 100 100 110 110 110 110 110 110 110 110 110 110 110
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4.5 Coleta de sangue e eutanasia

Os animais foram anestesiados com xilazina (Syntec, Cotia, Brasil) (10 a 15 mg/kg)
mais ketamina (Syntec, Cotia, Brasil) (100 a 150 mg/kg). Apos perda da sensibilidade ao
estimulo pedal, sangue foi coletado (~300 pl) por meio de corte na ponta da cauda. Cerca de 2
ul foram utilizados para a medida imediata da glicemia por meio de um medidor portatil de
glicose (Roche, Accu-ChekPerforma Nano, Rio de Janeiro, Brasil). Em seguida, foi injetada
via intraperitoneal 10 U de insulina humana regular (Humulin R — derivada de ADN
recombinante, 100 Ul/mL, Lilly, Indianapolis, EUA) por kg de massa corporal, para ativagao
da via da insulina (SILVA et al., 2018). Em seguida, ainda sob o efeito da anestesia, os animais
foram eutanasiados através do método fisico de deslocamento cervical. Foram retirados os

musculos gastrocnémio, e gliteo maximo e a gordura epididimal.

4.6 Analises
4.6.1 Concentragao serica de insulina e HOMA-IR

As amostras sanguineas foram centrifugadas (ThermoScientific, Langenselbold,
Alemanha) a 3000 x g, 20 minutos, 4° C, aliquotadas e armazenadas a -20° C até o uso. A
concentragdo sérica de insulina foi medida utilizando-se um ensaio de ELISA disponivel
comercialmente, seguindo as instrugdes do fabricante (Millipore, Cat.# EZRMI-13K). A leitura
foi feita em leitor de microplacas (Molecular Devices, Sunnyvale, EUA). A resisténcia a
insulina foi determinada pelo HOMA-IR a partir dos valores de glicemia e insulinemia de
jejum, de acordo com a equacdo: HOMA-IR = glicemia (mmol) x insulina (uU/mL) + 22,5
(MATTHEWS et al., 1985). O valor do grupo Sed-chow foi considerado como 1 (£ DP) e os

valores dos demais grupos foram relativizados para os do grupo Sed-chow.

4.6.2 Atividade da citrato sintase

A determinacdo da atividade enzimatica de citrato sintase foi feita por meio de ensaio
(ALP PR et al, 1976) utilizando tecido adiposo epididimal e tecido muscular do gluteo méximo.
Foram utilizados aproximadamente 50 mg dos tecidos, que foram homogeneizados com a
adicao de 10 pL/mg de tecido para o musculo esquelético e 5 uL/mg para a gordura de tampao
de extracdao (50 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 7,4). O homogenato foi centrifugado durante 20
minutos a 1000xg (5804R, Eppendorf AG, Hamburg, Alemanha), a temperatura de 4° C e o
sobrenadante foi utilizado para a andlise. Em placa de 96 pogos, foram adicionados em triplicata

5 pL (masculo) ou 10 pL (gordura) do sobrenadante, 10 pL de 4cido oxalacético (10mM), e
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185 pL (para andlises de musculo) ou 180 pL (para analises de gordura) de mistura de ensaio
(Tris 100 mM, DTNB 0,2 mM, Acetil-CoA 0,1 mM, Triton 1%), sempre nessa ordem. Para
medida da atividade endogena, 5 ou 10 pL. de amostra e 195 ou 190 uL de mistura de ensaio
foram adicionados aos pogos e para medida do branco, 10 pL. de 4cido oxalacético e 190 pL de
mistura de ensaio foram adicionados aos pocos. O procedimento de leitura foi feito em leitor
de microplacas (Molecular Devices, Sunnyvale, EUA) em comprimento de onda 412 nm,
temperatura de leitura a 25°C com intervalo entre as leituras de 5 segundos, sendo realizadas
de 60 a 80 leituras. O valor do branco foi subtraido dos valores das amostras e atividade
endogena e posteriormente foram construidas curvas de absorbancia x tempo. Em analise visual
foi selecionado o intervalo de maior inclina¢ao da curva para cada amostra, ou seja, o intervalo
que representa a atividade méaxima da citrato sintase. Esse intervalo sempre ocorreu dentro do
primeiro minuto de analise. A absorbancia correspondente aos extremos desse intervalo fora
denominada ABS1 ¢ ABS2 e seus respectivos tempos de T1 e T2 (ver detalhes abaixo). A
atividade da citrato sintase est4 apresentada em pmol.min™! . mg de proteina ! e foi calculada a
partir da formula:

[((((ABS2-ABS1)/(T2-T1))-((ABS2’-ABS2°)/(T2’-T1°)))/13,6)*(volume  total do
ensaio/volume da amostra)]*Proteina(mg/ml)

Onde: ABS1: absorbancia 1; ABS2: absorbancia 2; T1: tempo de ABS1 em minutos;
T2: tempo de ABS2 em minutos; ABS1’: absorbancia 1 da atividade endogena; ABS2’:
absorbancia 2 da atividade endogena; T1’: tempo de ABS1 em minutos da atividade endogena;
T2’: tempo de ABS2 em minutos da atividade enddgena; Volume total ensaio = 200 uL;

Volume amostra =5 ou 10 uL (dependente do tecido utilizado).

4.6.3 Concentragdo muscular de glicogénio

Para determinagdo da concentragao de glicogénio muscular foram utilizados extratos de
tecido muscular do gastrocnémio de acordo com método descrito por Ferraresi ef al. (2014). A
aproximadamente 50 mg de tecido foi adicionado 1 mL de KOH 6 N em um tubo de ensaio,
que foi aquecido em banho-maria fervente por cerca de 5 minutos para digestdo do tecido. O
sobrenadante foi retirado e colocado em novo tubo e a ele foram adicionados 3 mL de Etanol
PA (100%). A mistura foi agitada energicamente por meio de um vortex. Apds foram
adicionados 100 pl de Sulfato de Potassio (10%, K2SO4). A mistura foi entdo centrifugada
(5804R, Eppendorf AG, Hamburg, Alemanha) a 4000xg por 3 minutos. O sobrenadante foi

descartado e o precipitado ressuspendido em 0,5 mL de dgua destilada e homogeneizado em
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vortex. Foram adicionados entdo 0,5 mL de fenol (4,1%) e 2 ml de acido sulfurico concentrado
(H2SO4) para a reacdao colorimétrica, sendo homogeneizado manualmente e resfriado
imediatamente. A absorbancia foi determinada em leitor espectrofotometro (Bel SPECTRO S-
2000) a 480 nm. O contetdo de glicogénio das amostras foi calculado a partir da construgdo de
curva padrdo utilizando-se glicose. O contetido de glicogénio foi normalizado pelo peso da

amostra (em mg) e esta apresentado em pg/mg.

4.6.4 Conteudo e fosforilacao de proteinas - Western Imunoblot

Por meio de Western ImunoBloting (SILVA et al., 2018; SILVA et al., 2020) foram
analisados o contetdo e a fosforilacdo de proteinas no tecido muscular. Foram utilizadas
aproximadamente 50 mg de tecido muscular gastrocnémio, homogeneizados com a adi¢ao de
100 pL de tampao de lise (1 % Triton X100; 100 mM Tris pH 8.0, 20 % glicerol, 0.2 mM
EDTA) contendo coquetel inibidor de protease (Complete Protease Inibidor Cocktail, Roche,
Germany) e coquetel inibidor de fosfatase (Phosphatase Inhibitor Cocktail PhosStop, Roche,
Germany). O conteudo lisado foi centrifugado a 1200xg (5804R, Eppendorf AG, Hamburg,
Alemanha), durante 10 minutos, a 4°C e o sobrenadante (por¢do citoplasmatica) contendo as
proteinas de interesse foi coletado. Empregando-se a técnica de Bradford (1976) foi analisada
a concentracao de proteinas nos extratos do tecido, sendo utilizada como padrio a albumina de
soro bovino (BSA). A leitura do conteudo de proteinas foi realizada em leitor de microplacas
(Molecular Devices, Sunnyvale, EUA) no comprimento de onda de 595 nm. Ao sobrenadante
foi adicionado tampao de Laemmli 4x (SDS 2%; glicerol 20%; EDTA 200 mM; Tris 1M, pH
6.8; azul de bromofenol; ditiotreitol 10%), e aquecidos a 95° C por 5 minutos. Das amostras,
aproximadamente 100 pug de proteinas totais foram distribuidas em gel de poliacrilamida (10%)
contendo duodecil sulfato de sddio (20%) (SDS-PAGE). Foram aplicados aos géis cerca de 6
ul de um padrao determinante de peso molecular (Page Ruler Protein Ladder, Fermentas, EUA).
O procedimento de eletroforese foi realizado por aproximadamente 3 horas a uma voltagem de
50 e 80 volts (Bio-Rad, Mini-Protean Tetra Cell Systems, Hercules, EUA). As proteinas foram
transferidas para membranas de difluoreto de polivinilideno (PVDF - Merck Millipore,
Darmstadt, Alemanha) previamente ativadas com metanol e acomodadas em recipiente
contendo tampao de transferéncia (Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 10%). O processo de
transferéncia foi realizado a uma voltagem constante de 80 volts e amperagem méxima de 1,5
mA durante 100 minutos (Bio-Rad, Power Pac Basic Power Supply, Hercules, EUA). Em

seguida as membranas foram coradas com Ponceau 0,1% para andlise da qualidade do
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procedimento. Depois as membranas foram lavadas para retirada total do corante e levadas ao
bloqueio com BSA 10% em tampao contendo Tris salina (TBS)-tween 0,1% (NaCl 5M, Tris
IM, pH 7,6 e tween-20 0,1%), por 2 horas em temperatura ambiente, sob agitacdo. As
membranas foram lavadas 3 vezes por 5 min com TBS-tween 0,1% e incubadas com anticorpos
primérios (1:1000) a 4°C, sob agitagdo leve, overnight. Apos a retirada do anticorpo primario
as membranas foram lavadas novamente em TBS-tween 0,1%, 3 vezes, 5 min, e incubadas por
120 minutos com o anticorpo secundario (1:5000) em temperatura ambiente e sob agitacdo. A

relacdo dos anticorpos utilizados esta descrita na tabela 3.

Tabela 3 - Relagao dos anticorpos utilizados para detec¢ao das proteinas do tecido

muscular gastrocnémio

Anticorpo Tipo Fonte # Catalogo
Phospho-Akt (Ser473) Policlonal Coelho GTX128414%***
Hsp70/Hsp72 mAb (C96F3-3) Monoclonal ~ Camundongo 8132**
Anti-rabbit IgG - Cabra 7074%*
Anti-mouse IgG - Cavalo 7076*

GAPDH (14C10) Monoclonal ~ Coelho 2118*

*Cell Signaling. **Enzo Life Sciences. ***GeneTex.

Apo6s serem devidamente lavadas, por 5 min com TBS-tween 0,1%, as membranas
foram incubadas em solu¢do Luminata Forte (Merck Millipore, Darmstadt, Alemanha). O sinal
gerado pelas bandas foi captado por sistema de fotodocumentacdo (Loccus Biotecnologia,
Cotia, Brasil) e a quantificacdo realizada com o auxilio do software ImageJ (1.45s, Wayne
Rasband do Research Services Branch, National Institute of Mental Health, Bethesda,

Maryland). A proteina GAPDH foi utilizada como normalizadora para as proteinas analisadas.

4.7 Analise estatistica
Para andlise estatistica utilizou-se o software Statistica (v10.0, StatSoft, Inc). O teste

Shapiro-Wilk foi realizado para avaliar a normalidade dos dados. Para comparacao entre os
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grupos foi utilizada andlise de variancia com duas fontes de variagdo, sendo dieta (HFD ou
chow) e treinamento fisico (Tre ou Sed) (ANOVA Two Way). Quando detectadas diferengas
significantes, os testes foram seguidos do post-hoc de Fisher LSD para detec¢ao pontual das

diferengas. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05



35

5 RESULTADOS$

5.1 Resultados de Costa (2018)

Com intuito unico de contextualizar os resultados do presente estudo, alguns
resultados do estudo de Costa (2018) serdo reportados, mas ndo serdo discutidos. O
treinamento fisico aumentou a forca maxima dos animais dos grupos treinados em relagao
aos seus respectivos controles. No entanto, ndo houve diferencga entre os grupos treinados.
Os grupos treinados apresentaram aumento na area de miocitos do gluteo maximo e do
quadriceps, condizente com hipertrofia induzida pelo treinamento de forga. Nao houve
diferengas entre os grupos treinados na hipertrofia. Os animais do grupo Sed-HFD
apresentaram intolerancia a glicose que foi parcialmente revertida no grupo Tre-HFD. Os
animais do grupo Sed-HFD tiveram aumento na area dos adipdcitos epididimais, o que foi
parcialmente revertido no grupo Tre-HFD. Em conjunto, os dados mostram que o
treinamento de for¢a empregado foi efetivo em aumentar a forca maxima e a hipertrofia
muscular nos grupos treinados e em melhorar a tolerancia a glicose e area dos adipocitos
epididimais no grupo tratado com dieta hiperlipidica. Com base nesses resultados, e dando
continuidade utilizamos amostras provenientes daquele estudo para analisarmos a resisténcia
a insulina, a fun¢do mitocondrial no tecido muscular e adiposo, a concentragao de glicogénio

muscular, e proteinas envolvidas com a resisténcia a insulina no tecido muscular esquelético.

5.2 Concentracao sérica de insulina e HOMA-IR

A tabela 4 apresenta a concentracdo sérica de insulina e a resisténcia a insulina
avaliada pelo indice HOMA-IR. Os dados de glicemia sdo apresentados como suporte para
o calculo do indice HOMA-IR e para apresentacdo mais completa de variaveis ligadas ao
metabolismo da glicose. Os grupos alimentados com dieta hiperlipidica apresentaram
glicemia maior em relacdo aos controles, independentemente do estado de treinamento. A
dieta hiperlipidica causou hiperinsulinemia no grupo Sed-HFD, que foi revertida pelo
treinamento no grupo Tre-HFD. Os dados referentes a insulina apresentaram o mesmo
comportamento que a resisténcia a insulina. Esses resultados sugerem que o treinamento foi
capaz de reverter a hiperinsulinemia e a resisténcia a insulina causada pela dieta

hiperlipidica.

Tabela 4 — Glicemia, concentracio sérica de insulina e HOMA-IR.
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Grupo Glicemia (mg/dL) Insulina (ng/mL) HOMA-IR
Sed-Chow 118,0+11,9 1,3740,31 1,00+0,24
Tre-Chow 118,3+12,0 1,3740,16 1,0240,13
Sed-HFD 150,8422,7* 2,70+1,12% 2,59+1,34*
Tre-HFD 158+13,1% 1,75+0,37° 1,69+0,36°

Dados em média + desvio padrdo. Sed-Chow = sedentario alimentado com ra¢do (n=12), Tre-Chow = treinado
alimentado com racdo comercial (n=12), Sed-HFD = sedentario alimentado com dieta hiperlipidica (n=12),
Tre-HFD = treinado alimentado com dieta hiperlipidica (n=12), HOMA-IR = modelo homeostatico de
avaliagdo da resisténcia a insulina. *p<0,05 vs Sed-Chow; *p<0,05 vs Tre-Chow; *p<0,05 vs Sed-HFD.

5.3 Atividade da citrato sintase

O treinamento aumentou a atividade da citrato sintase no tecido muscular no grupo
Tre-Chow em comparacao ao Sed-Chow e no grupo Tre-HFD em comparacao ao grupo Sed-
HFD. No entanto, a dieta hiperlipidica atenuou o aumento da atividade da citrato sintase

causado pelo treinamento.
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Figura 6: Atividade citrato sintase em tecido muscular gliiteo maximo. Sed-Chow = sedentario alimentado com
racdo (n=8), Tre-Chow = treinado alimentado com ragdo comercial (n=5), Sed-HFD = sedentario alimentado
com dieta hiperlipidica (n=7), Tre-HFD = treinado alimentado com dieta hiperlipidica (n=8). Dados em média
+ desvio padrio. *p<0,05 vs Sed-Chow; *p<0,05 vs Tre-Chow; *p<0,05 vs Sed-HFD.

Nao foram identificados efeitos do estado de treinamento sobre a atividade da citrato
sintase na gordura epididimal, embora tenhamos observado efeito da dieta em reduzir a

atividade dessa enzima (p<0,05) (figura 7).
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Figura 7: Atividade citrato sintase em tecido adiposo epididimal. Sed-Chow = sedentario alimentado com rag¢éo
(n=9), Tre-Chow = treinado alimentado com ragdo comercial (n=6), Sed-HFD = sedentario alimentado com
dieta hiperlipidica (n=11), Tre-HFD = treinado alimentado com dieta hiperlipidica (n=7). Dados em média +
desvio padrdo. + p<0,05 vs Chow.

5.3 Concentracao de glicogénio muscular
O grupo Tre-Chow apresentou concentracdo muscular de glicogénio mais baixa que

os demais grupos. Nao foram observadas outras diferencas (figura 8).

] Sed M@ Tre
0.6-
? | o T
2 04- '
L
=
<«
0.2
()
=
Q
0.0 T T
Chow HFD

Figura 8: Concentragdo de glicogénio no musculo gastrocnémio. Sed-Chow = sedentario alimentado com ragao
(n=10), Tre-Chow = treinado alimentado com ra¢do comercial (n=11), Sed-HFD = sedentario alimentado com
dieta hiperlipidica (n=10), Tre-HFD = treinado alimentado com dieta hiperlipidica (n=8). Dados em média +
desvio padrdo.  p<0,05 vs demais grupos.

5.4 Analise de proteinas do tecido muscular gastrocnémio

Na figura 9 estdo representados os dados referentes ao contetido de p-Akt no tecido
muscular gastrocnémio. Houve um aumento nao significativo (p=0,12) na fosforilagdo da
Akt induzida pela insulina no grupo Tre-Chow em comparagao ao grupo Sed-Chow. Houve

uma reducdo nao significativa (p=0,14) na fosforilagdo da Akt induzida pela insulina no
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grupo Sed-HFD em comparacao ao grupo Sed-Chow. Houve uma maior fosforilagdo da Akt

induzida pela insulina no grupo Tre-HFD em comparagao ao grupo Sed-HFD.
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Figura 9: Blots representativos (A) e conteudo de p-Akt no misculo gastrocnémio (B). Sed-Chow = sedentario
alimentado com rac¢do (n=5), Tre-Chow = treinado alimentado com ragdo comercial (n=4), Sed-HFD =
sedentario alimentado com dieta hiperlipidica (n=3), Tre-HFD = treinado alimentado com dieta hiperlipidica
(n=3). Dados em média + desvio padrio. $p<0,05 vs Sed-HFD.

Na figura 10 estao representados os dados referentes ao contetido de Hsp72 no tecido
muscular gastrocnémio. A dieta hiperlipidica levou a redugdo do contetido de Hsp72 no

grupo Sed-HFD e o treinamento foi eficaz em reverter essa diminui¢do no grupo Tre-HFD.
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Figura 10: Blots representativos(A) e contetido de Hsp 72 em tecido muscular gastrocnémio (B). Sed-Chow =
sedentario alimentado com racao (n=6), Tre-Chow = treinado alimentado com rag¢do comercial (n=6), Sed-
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HFD = sedentario alimentado com dieta hiperlipidica (n=7), Tre-HFD = treinado alimentado com dieta
hiperlipidica (n=7). Dados em média + desvio padrio. *p<0,05 vs Sed-Chow; *p<0,05 vs Sed-HFD.
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6 DISCUSSAO

Este estudo avaliou os efeitos de um protocolo de treinamento de forca em escada
para camundongos alimentados com dieta hiperlipidica sobre parametros bioquimicos e
moleculares que estdo envolvidos na resisténcia a insulina relacionada a obesidade. O
principal achado deste estudo ¢ que o treinamento de forga em escada foi suficiente para
reverter parcialmente a hiperinsulinemia e a resisténcia a insulina causada pela dieta
hiperlipidica. Além disso, aumentou a atividade citrato sintase nos grupos treinados em
relacdo aos sedentarios, diminuiu os niveis de glicogénio muscular no grupo treinado nao
alimentado com dieta hiperlipidica, aumentou a fosforilacdo da Akt induzida pela insulina e
reverteu a diminui¢ao da expressdao de Hsp72 no grupo alimentado com dieta hiperlipidica.

Em nosso estudo o treinamento de for¢a em escada amenizou os efeitos da dieta,
sendo capaz de reverter a hiperinsulinemia e a resisténcia a insulina causada pela dieta
hiperlipidica. Utilizamos no presente estudo o indice (HOMA-IR) para avaliar a resisténcia
a insulina. Esse indice ¢ um modelo matematico desenvolvido por Matthews et al. (1985)
que inclui interagdes entre a concentracdo de insulina e glicose plasmatica em jejum.
Investigacdes sobre a utilizacdo do indice HOMA1-IR diagnosticaram que esse teste ¢ um
importante meio de identificagao da sensibilidade periférica a insulina (EMOTO et al., 1999;
BONORA et al., 2000). Nossos resultados se aproximam de varios estudos com exercicio
fisico, dentre eles Marinho et al. (2014) e Oliveira et al. (2016) que demonstram melhoras
no metabolismo da glicose com a pratica de exercicios. Outros trabalhos com treinamento
de for¢a, obtiveram resultados semelhantes ao nosso estudo. Recentemente Guedes et al.
(2020) utilizaram um protocolo de subida em escada para camundongos Swiss alimentados
com dieta hiperlipidica, com 3 formas de treinamento, treinamento para hipertrofia,
treinamento para resisténcia muscular e treinamento de for¢a. Como resultado, identificaram
que os protocolos foram igualmente apropriados na reducdo do peso corporal, no indice de
adiposidade, na area dos adipocitos, na inflamacao cronica e ainda foram eficazes na melhora
da resisténcia a insulina. Em humanos, Ismail ef al. (2019) investigaram os efeitos de 6
semanas de treinamento de for¢ca em homens com sobrepeso, realizados a 80% de 1RM,
apenas uma unica série até a falha. Foi identificado que o exercicio realizado foi eficaz em
promover a melhora da acao da insulina em corpo inteiro. Portanto, esses estudos € nossos
resultados evidenciam que o treinamento de forca melhora o metabolismo de glicose no

contexto da obesidade por meio do aumento da sensibilidade a insulina.
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Estudos mostraram menor expressdo de genes mitocondriais em individuos
resistentes a insulina (HEILBRONN etz al., 2007) e diminui¢do da atividade destas enzimas
como a citrato sintase em obesos e diabéticos (HULVER et al., 2002), evidenciando o papel
das mitocondrias na resisténcia a insulina e DM2. O treinamento de forga tem sido sugerido
como meio eficaz em estimular a sinalizacdo de mecanismos presentes no musculo
esquelético para geracdo da biogénese mitocondrial (WILKINSON et al., 2008; VISSING
et al., 2013). Como revisado por Hawley et al. (2018), o treinamento de for¢ca promove
agudamente a expressao de mRNA de varios genes envolvidos no metabolismo e no
processo de biogénese. Nesse sentido, Lee et al. (2018) mostraram que o treinamento de
subida em escada em ratos aumentou a fun¢do e biogé€nese mitocondrial. Sendo a andlise da
atividade da enzima citrato sintase utilizada como marcador do metabolismo oxidativo e do
contetdo mitocondrial (HOOD et al., 2016), nosso estudo avaliou a atividade desta enzima
em tecido muscular gluteo maximo e nossos resultados demonstram aumento da atividade
da citrato sintase induzida pelo treinamento de for¢a no tecido muscular. Nossos resultados
estdo de acordo com os de Tang, Hartman e Phillips (2006) que encontraram aumento da
atividade da enzima citrato sintase em musculo de humanos submetidos a 12 semanas de
treinamento de forca, € com os de Braith et al. (2005) que identificaram aumento da atividade
da citrato sintase em musculo esquelético de pacientes cardiacos transplantados, apos 6
meses de treinamento de forca. Em conjunto, esses resultados sugerem que o exercicio de
forca ¢é capaz de aumentar a fungdo mitocondrial medida pela atividade da citrato sintase, o
que pode ajudar a explicar a melhora da resisténcia a insulina que observamos no presente
estudo.

No presente estudo a atividade da citrato sintase no tecido adiposo epididimal foi
reduzida pela dieta hiperlipidica, mas nao foi alterada pelo estado de treinamento. A redugado
da atividade da citrato sintase no tecido adiposo em resposta a dieta hiperlipidica evidencia
que a atividade mitocondrial nesse tecido também ¢ afetada pela sobrecarga lipidica, e que
essa redugdo na atividade mitocondrial no tecido adiposo participa na patogénese da
resisténcia a insulina (HEINONEN et al., 2015; KUSMINSKI; SCHERER 2012). Em sua
maioria, os estudos relacionados a esta enzima ¢ o treinamento de forca sdo realizados em
homogenatos de tecido muscular esquelético (LEE et al., 2018; TANG, HARTMAN,;
PHILLIPS, 2006; TESCH; THORSSON; COLLIANDER, 1990; WANG et al, 1993;
WILKINSON et al., 2008; PORTER et al., 2015), e ndo encontramos na literatura estudo

que tenha investigado a atividade da citrato sintase em tecido adiposo em resposta ao
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treinamento de forca. Portanto, nossos resultados sdo originais na literatura e auxiliam no
esclarecimento do papel do treino de for¢a sobre o metabolismo mitocondrial no tecido
adiposo.

A resisténcia a insulina interfere diretamente na captacao de glicose pelo musculo, o
que poderia se traduzir em redugdo da sintese de glicogénio (LOWELL; SHULMAN, 2005).
Por outro lado, o treinamento de forca aumenta as concentragdes de glicogénio, como
demonstra o estudo de Castaneda et al. (2002) no qual individuos idosos com DM2 foram
submetidos a 16 semanas de treinamento de forca e foi identificado aumento de 31% no
armazenamento do glicogénio muscular. Portanto, no contexto da resisténcia a insulina, o
treinamento de for¢a poderia reverter ou atenuar a reducao do glicogénio no tecido muscular.
Diante desse modelo, esperdvamos que houvesse aumento das concentragdes de glicogénio
no grupo Tre-Chow, redugdo do glicogénio no Sed-HFD e reversdo ou atenuagdo dessa
redu¢do no grupo Tre-HFD. No entanto, ndo houve reducdo no grupo Sed-HFD.
Provavelmente este contexto se deu pelo fato de o quadro de resisténcia a insulina instalado
nos camundongos do nosso estudo nao ter sido suficiente para causar reducdo da captagdo
de glicose, pois embora o tecido muscular estivesse resistente a acdo da insulina, ele ainda
era capaz de captar glicose, embora para isso necessitasse de maior concentracao de insulina
agindo sobre o musculo. Além disso, ndo observamos aumento da concentra¢do de
glicogénio muscular com o treinamento de forca no grupo Tre-chow. Nossos resultados
foram similares ao estudo de Ferraresi et al. (2014) onde, apos o treinamento de forca em
escada em camundongos Balb/c, ndo foi observado aumento nos niveis de glicogénio
muscular no grupo treinado se comparado ao grupo sedentdrio. Portanto, embora fosse
esperado o aumento como observado em humanos por Castaneda et al. (2002), em estudo
com a mesma linhagem animal, protocolo de subida em escada similar ao nosso e 0 mesmo
método para avaliar o glicogénio nao foi observado aumento. Finalmente, no presente estudo
observamos que o grupo Tre-Chow apresentou concentracdo muscular de glicogénio mais
baixa que os demais grupos, diferentemente do esperado. Esses resultados estdo de acordo
com o estudo de Ferraresi et al. (2014), no qual, embora ndo tenha havido diferenca
estatistica, houve uma diferenca relativamente grande entre os dados do grupo treinado e o
grupo sedentario, sendo observada uma reducgdo percentual de 48%, no mesmo sentido dos
nossos dados em que observamos uma redugao de 22%, ou seja, o grupo treinado apresentou
uma redugdo do glicogénio. Esse achado foi inesperado e ndo temos uma hipdtese para

explicar tal redugao do glicogénio no grupo Tre-Chow. Talvez essa varia¢do esteja dentro
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de uma faixa biologica, dentro da qual ndo ha diferenca funcional para camundongos Balb/c,
embora essa hipdtese necessite ser testada.

No presente estudo foi observada melhora na resisténcia a insulina e aumento da
atividade mitocondrial nos animais alimentados com dieta hiperlipidica e submetidos ao
treinamento de forga. No estudo de Costa (2018) foi observada melhora na tolerancia a
glicose nesses mesmos animais. Portanto, foram investigadas as alteragdes proporcionadas
pelo treinamento de for¢a em escada relacionadas a via de sinalizagao da insulina a partir da
fosforilagao da Akt, proteina central nesta via. Observamos um aumento na fosforilagao da
Akt induzida pela insulina no tecido muscular gastrocnémio nos animais Tre-HFD em
comparag¢do ao grupo Sed-HFD. Ainda que ndo significativo, o grupo Tre-Chow demonstrou
uma tendéncia ao aumento da fosforilagdo da Akt em comparacdo ao Sed-Chow. Esses
achados estdo de acordo com os de Tang et al. (2014) que também observaram em resposta
ao treinamento de forca em escada em ratos, aumento da fosforilagdo da Akt, além de
aumento conteudo de Glut4. Recentemente, Cui et al. (2020) também demonstraram a
eficacia do treinamento de for¢ca em camundongos a partir do aumento da fosforilacdo da
Akt e maior translocacgao de Glut4, promovendo melhor captagdo de glicose no corpo inteiro
e aumento da sensibilidade a insulina no musculo esquelético. Todos esses resultados
sugerem que o treinamento de forga ¢ capaz de melhorar a resisténcia a insulina,
provavelmente por aumentar a ativa¢do da via de sinalizagdo da insulina no musculo
esquelético.

Em nosso estudo observamos uma reducdo do conteido da proteina de choque
térmico Hsp72 ocasionada pelo consumo de dieta hiperlipidica, no entanto o treinamento de
forga em escada foi eficaz em reverter essa reducao. Apesar de estudos que relacionem o
treinamento de forca e a expressdo da Hsp72 sejam pouco encontrados na literatura, alguns
estudos tém sugerido o papel benéfico desta relagdo. No estudo de Steinacker et al. (2004)
foi identificado que o exercicio ¢ um estressor capaz de induzir a sintese de proteinas de
choque térmico, tornando a célula mais resistente a futuros estressores prejudiciais. Em
humanos o treinamento de forca tem demonstrado ser eficaz em aumentar a expressao de
Hsp 70 no musculo esquelético, como avaliado por Reichsman et al. (1991) que observaram
niveis elevados no musculo esquelético de humanos submetidos a protocolos de treinamento
de forga.

Alguns estudos buscaram elucidar os efeitos das proteinas de choque térmico Hsp72

no controle da obesidade e da melhora da resisténcia a insulina. Chung et al. (2008)
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investigaram a interferéncia da expressdo da Hsp72 no musculo esquelético na redugdo da
resisténcia a insulina. No estudo, a expressao da Hsp72 foi induzida no musculo esquelético
de animais obesos resistentes a insulina por diferentes meios: exposi¢ao ao calor (41.5°C de
temperatura interna, uma vez por semana, durante 16 semanas), inducao farmacologica da
Hsp72 (administragdo do derivado de hidroxilamina, BGP-15, durante 15 dias) ou
superexpressdo génica da Hsp72. O aumento na expressdo de Hsp72 protegeu os
camundongos contra a resisténcia a insulina, além de impedir alteragdes na gordura corporal
dos animais alimentados com dieta hiperlipidica. Portanto, ¢ possivel que no presente estudo
a dieta hiperlipidica tenha contribuido para a reducdo da Hsp72, o que favoreceu o acumulo
de gordura e o desenvolvimento da resisténcia a insulina. O treinamento de for¢a aumentou
o conteuado de Hsp72, o que pode ter auxiliado, ao menos parcialmente, para reverter a

resisténcia a insulina nesses animais.
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7 CONCLUSAO
Concluimos que o treinamento de forca em camundongos Balb/c alimentados com
dieta hiperlipidica promoveu diminui¢do da resisténcia a insulina a partir da modulagdo da
via de sinalizacdo da insulina e do conteido de Hsp72, além da melhora na fungao

mitocondrial no tecido muscular.
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ANEXO A - COMPOSICAO DA DIETA HIPERLIPIDICA

A tabela 1 a seguir mostra a composi¢ao e o contetido nutricional da dieta utilizada

Tabela 1 — Composicao das dietas experimentais (Costa, 2018) e ragao padrao

Racao padrao Dieta

Nutriente Quantidade Quantidade
%VCT* %VCT*

(g/100 g) (g/100 g)
Carboidratos 54,0 63,5 438 39,0
Proteinas 22,0 259 21,6 19,3
Gorduras totais 4,0 10,6 20,8 41,7
Valor energético total (kcal/100g) 340 kcal = 1422 kJ 449 kcal = 1878 Kj

* 0% do valor calorico total

Tabela 2 — Proporcao de ingredientes da dieta experimental.

Ingrediente Quantidade (g)
Racao padrao 200
Banha de porco 200
Xarope de milho 100
Leite em p6 desnatado 500

TOTAL 1000







