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Treinamento resistido reduz
inflamacdo em musculo esquelético
e melhora a sensibilidade &

insulina periférica em ratos obesos
induzidos por dieta hiperlipidica

Resistive training reduces inflammation in skeletal
muscle and improves the peripheral insulin sensitivity
in obese rats induced by hyperlipidic diet

Ana Carolina Panveloski-Costa', Danilo Anténio Correa Pinto Janior,
Bruna Brasil Branddo’, Rafael Junges Moreira’,
Ubiratan Fabres Machado?, Patricia Monteiro Seraphim?

RESUMO
Investigar em ratos obesos o efeito da pratica de exercicio resistido sobre a sensibilida- ' Departamento de Fisioterapia,
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eainsulina e sobre a expressao de citocinas pro-inflamatérias e de transportador de glicose em N -
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musculo solear. Ratos Wistar alimentados com dieta hiperlipidica (grupos o de Mesquita Filho (Unesp),

obesos) foram submetidos ao protocolo de exercicio tipo jump squat. A sensibilidade a insulina ~ Campus Presidente Prudente,
e a expressao génica de Tnf-o, SOCS3 e GLUT4 foram comparadas entre 0s grupos obesos se- - rcsidente Prudente, SF Brasi
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zidos no OE. O conteudo proteico e de RNAm de GLUT4 nao diferiu entre os grupos.

O exercicio resistido reverte o quadro de resisténcia a insulina periférica e de inflamagao
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ABSTRACT
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did not change among the groups. Peripheral insulin sensitivity has increased in the OE compa-  acgito em 7/Fev/2011
red to OS group. The resistive exercise reverses the peripheral insulin resistance
and the inflammatory state in skeletal muscle from diet-induced obese rats. Arq Bras Endocrinol Metab.
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Exercicio resistido reduz inflamagao

INTRODUGAO
q obesidade ¢ considerada uma epidemia mundial

resente em paises desenvolvidos e em desenvolvi-
mento. Embora os mecanismos precisos que correlacio-
nam a obesidade com a resisténcia a insulina ¢ diabetes
melito tipo 2 ainda n3o estejam definidos, provavel-
mente se relacionam a produgio de viérios fatores deri-
vados dos adipdcitos que atuam no figado, no masculo
ou no proprio tecido adiposo, comprometendo a ag¢ido
da insulina (1).

Em modelos de obesidade, a resisténcia a insulina
estd associada a redu¢do da expressio de transportador
de glicose (GLUT4) e/ou prejuizo na via de sinaliza-
¢do da insulina em musculo esquelético e tecido adipo-
so (2), o que estd associado a um quadro de inflama-
¢do subclinica caracteristico da obesidade, resultante da
maior circulagio de fatores pré-inflamatérios como o
fator de necrose tumoral (Tnf-a), interleucina-1b (IL-
-1b), entre outros (3).

A relagio entre o aumento da expressio de Tnf-a
e os prejuizos na sensibilidade a insulina no musculo
esquelético ja foi demonstrada em animais ¢ vitro (4) e
i vivo (5) ¢ em humanos iz vivo (6). O Tnf-a reduz a
sinalizag¢do da insulina e promove fosforilagio do subs-
trato do receptor de insulina (IRS-1) em residuos de
serina e treonina, prejudicando a propagag¢io do sinal
da insulina para captacio de glicose em tecidos insuli-
no-dependentes (7).

Além disso, o aumento da expressio de Tnf-a pode
levar a resisténcia a insulina por indugdo da expressio de
proteina supressora de sinalizagdo de citocinas (SOCS)
(8). A proteina SOCS ¢ induzida por diversas citoci-
nas, em varios tecidos, de maneira tecido-especifica e
citocina-especifica.

Embora a SOCS seja uma proteina originalmente
pertencente a via de sinalizagdo de citocinas, foi mostra-
do recentemente que ela também pertence ao circuito
de sinalizagio da insulina (9). Quando expressa, a Socs3
localiza-se no citoplasma em condig¢des basais. Apds o
tratamento com insulina, foi observado seu desloca-
mento para a membrana plasmadtica, onde pode intera-
gir com o receptor da insulina, atuando negativamente
na sinaliza¢io do hormonio (9).

O treinamento resistido (TR), assim como o trei-
namento aerébio, também estd associado a redugio do
risco de doengas relacionadas a baixo grau de inflama-
£ ¢do, tais como aterosclerose, obesidade ¢ resisténcia a
5 insulina (10).
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O regulamento de adapta¢io do musculo esquelé-
tico ao exercicio resistido é orquestrado por uma com-
plexa rede de cinases e fosfatases sujeitas a um elevado
grau de regula¢io por retroalimentagio, cruzamento
de vias de sinalizagdo e ativagdo transitoria (11).

Em longo prazo, o TR pode diminuir os niveis ba-
sais de citocinas que desempenham papel negativo no
metabolismo da glicose (12). No entanto, dados da li-
teratura ainda ndo sdo conclusivos quanto ao efeito do
exercicio sobre as concentra¢oes plasmdticas ¢ muscu-
loesqueléticas de citocinas (13).

A maioria dos relatos dos efeitos do exercicio na
modulagdo de citocinas sio provenientes de estudos
envolvendo treinamento aerébio (14,15). Em contras-
te, as provas sobre a rela¢do entre exercicio resistido e
inflamag¢io sio mais limitadas (16). As respostas fisiolo-
gicas ¢ o padrio de citocinas liberadas pelo masculo no
exercicio aerébio sio diferentes dos obtidos em exerci-
cio resistido (17).

A literatura aponta um efeito redutor na expressio
de Tnf-a em tecido muscular esquelético em resposta
aguda (18) ou crénica (19) a atividade fisica resistida.
No entanto, os efeitos do TR no contetido de Tnf-a
dependem do compartimento em que a mensuragio é
realizada: no plasma ou no tecido muscular (proteina
ou expressio de RNAm) (20).

Relatos da literatura s3o controversos quanto ao
efeito do TR sobre o Tnf-a. Alguns estudos mostram
auséncia (21-23), outros, diminui¢io (19) ou aumento
(24) na concentra¢io plasmdtica e /ou expressio génica
dessa proteina.

No entanto, estudos que avaliem o efeito do TR na
modula¢do de marcadores inflamatérios envolvidos no
prejuizo da cascata de sinalizagdo da insulina em tecido
muscular esquelético sio escassos na literatura. Nesse
contexto, este estudo pretende identificar os efeitos que
o exercicio fisico resistido exerce sobre a expressao de
citocinas pré-inflamatérias em musculo esquelético so-
lear envolvidas no prejuizo da sensibilidade a insulina
decorrente da obesidade.

MATERIAIS E METODOS

Animais

Ratos Wistar com 2 meses de idade (180-200 g), pro-
venientes do Biotério Central da Unesp — Campus Bo-
tucatu, foram utilizados neste estudo. Os animais foram
mantidos no biotério de experimenta¢do na Unesp —
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Campus Presidente Prudente, sob condigdes padroni-
zadas de temperatura (22 + 2°C) e ciclo claro/escuro
(12/12 horas didrias).

Os procedimentos experimentais utilizados no pre-
sente estudo foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimenta¢io Animal da Unesp — Campus Presiden-
te Prudente, processo n°® 15,/2009.

Desenho experimental

Os animais foram distribuidos em quatro grupos: con-
trole sedentario (CS), controle exercitado (CE), obeso
sedentario (OS) e obeso exercitado (OE).

Os animais controles foram alimentados com rag¢io-
-padrao (marca SUPRA LAB - Alisul Ind. Alimentos
Ltda., Sao Leopoldo/RS; com composi¢io de 25% de
proteinas, 3% de lipideos, 18% de fibras, 11% de material
mineral, 2% de calcio ¢ 0,5% de fosforo) e dgua forneci-
da ad libitum. Os grupos OS e OE foram alimentados
com uma dieta hiperlipidica adaptada de Lamas e cols.
(2004), composta por: bacon, mortadela, salsicha, bo-
lacha, refrigerante e rag¢do-padrio, numa propor¢io de
aproximadamente 2:2:2:1:1:1, respectivamente, numa
composi¢io de 28% de carboidratos, 13% de proteinas
¢ 59% de lipideos, a partir do segundo més de vida (25).
O peso corpéreo (PC) dos animais foi registrado sema-
nalmente.

Apbs dois meses de dieta hiperlipidica, com 4 me-
ses de idade, os animais dos grupos exercitados (CE e
OE) foram submetidos a um protocolo de treinamen-
to resistido. Os animais passaram por uma semana de
adaptagdo antes do inicio do protocolo de treinamento
resistido € os animais que resistiram a atividade foram
distribuidos nos grupos sedentarios (CS ¢ OS). O trei-
namento resistido foi realizado seguindo o modelo de
for¢a proposto por Tetsuro Tamaki e cols. (26), com
algumas adaptagdes. O aparelho foi projetado de ma-
neira que o animal ficava imobilizado por um colete
adaptado sobre uma plataforma metdlica. A estimula-
¢do elétrica foi realizada utilizando clipe metalico que
envolvia a extremidade da cauda do animal e estava li-
gado a um eletroestimulador do tipo Dualpex 961, da
Quarker, calibrado pelo Inmetro (Instituto Nacional
de Metrologia, Normalizagio e Qualidade Industrial).
Os parametros utilizados foram: frequéncia de 1 Hz,
durag¢io de 0,3 s com intervalo de 2 s entre cada esti-
mulagio elétrica, e a intensidade foi ajustada de maneira
que o animal executasse 0 movimento, variando de 3
a 6 mA. Esses parametros foram adotados por serem
pulsos bidirecionais de média nula, nio apresentando
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efeitos eletroliticos, permitindo aplicagdes de longa du-
ragdo sem risco de lesdo dos tecidos.

Com essa estimulacio, o rato realizou o movimen-
to de extensdo completa da pata (joelho e tornozelo),
levantando uma carga que era posicionada na parte
posterior do colete. Os animais realizaram trés séries
de 12 repeti¢oes, trés vezes por semana, durante seis
semanas. Foram realizadas trés sessoes de adaptagdo ao
treinamento na primeira semana sem incremento de
carga: uma, duas ¢ trés séries de 12 repeti¢des do pri-
meiro ao terceiro dia, respectivamente. Nas primeiras
duas semanas, os animais realizaram o treinamento sem
incremento de carga. A partir da terceira semana, uma
carga equivalente a 50% do PC foi imposta até o final
do protocolo de treinamento resistido. A carga foi ajus-
tada semanalmente de acordo com as varia¢oes do PC.

Teste de tolerancia a insulina (ITT)

Para a avalia¢do da sensibilidade a insulina, os animais
foram submetidos ao teste de tolerancia a insulina
vivo. Nesse teste foi administrada insulina na dose de
50 nU/100 g de peso corpdreo na veia peniana e foi
analisada a concentra¢io de glicose sérica em diferentes
tempos de coleta de sangue (0 — tempo basal a 16 mi-
nutos) apos a administra¢io da insulina.

Esse teste foi realizado uma semana antes do sacri-
ficio, sendo utilizados quatro ratos de cada grupo, os
quais foram anestesiados com xilasina e quetamina (0,3
mg/kg de peso corpéreo). A glicemia foi determinada
por glicosimetro (Biocheck, Brasil).

Coleta do material

Ap6s 24 horas da ultima sessdao de treinamento, os ani-
mais foram submetidos a duas horas de jejum e foram
sacrificados por meio de anestésico (mistura de xilasi-
na ¢ quetamina — 60 mg/kg do peso corporal de cada
componente) por via intraperitoneal. Em seguida, fo-
ram retirados o masculo esquelético séleo ¢ o tecido
adiposo branco periepididimal (TA).

Quantificacao do RNA

O RNA total das amostras do musculo séleo foi isolado .
com Brazol (LGCBio Biotecnologia, Brasil), seguindo =
as recomendagdes do fabricante. As concentragoes de -
RNA foram determinadas pela absorbancia a 260 nm. :

A pureza do RNA foi determinada mediante o cilculo
da relag¢io de absorbéncia a 260 ¢ 280 nm, bem como
por coloragio por brometo de etidio.
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Para transcri¢io reversa, 5 ng de RNA total foram
submetidos as reagdo de transcrigdo reversa com primers
randomicos para a sintese de uma fita de DNA comple-
mentar a0 mRNA (cDNA). Posteriormente, foi realiza-
da a amplifica¢io dos fragmentos dos genes do GLUT4
(Slc2a4) (sense 5> — CCCCTCCAGGGCAAAGGAT -
3’ antisense: 5’ - TCCTGGAGGGGAACAAGAA - 3),
da SOCS3 (sense: 5’ - CCTTTGAGGTTCAGGAGCAG
— 3% antisense: 5° GTAGCCACGTTGGAGGAGAG -
3’) e do Tuf-a (sense: 5> — AAGATGTCTCAGGCC-
TCC - 3’; antisense: 5> - AGACAGCTTCCCAACGAT
— 3’) por meio da rea¢io de polimerizagio em cadeia
(PCR). Os produtos amplificados foram entdo subme-
tidos a eletroforese em gel de agarose (EtBr) e visuali-
zados com ilumina¢ao UV (Kodak Molecular Imaging
Software Version 4.0, 2-User ¢ Eletronic UV Transillu-
minator Ultra. Lum. Inc.). Para a analise densitométrica
das bandas obtidas, foi utilizado o software Scion Image
(Scion Corporation, Frederick, Maryland, USA), apro-
priado para esse fim. A expressio do RNAm para o gene
GLUT4 foi normalizada pela expressio da beta-actina
(Actb) (sense 5> — ATGAAGATCCTGACG AGCGTG
— 3’ ¢ antisense 5° — CTTGCTGATCCACA TCTGC-
TGG - 3’), calculada pela razao dos valores densitomé-
tricos de cada amostra para o gene GLUT4 ¢ o gene
constitutivo.

Quantificacao de proteinas

Para a técnica de Western Blotting, foi realizado o pro-
cesso de obtengdo da fra¢io de membranas totais (MT).
Para isso, o tecido muscular solear foi homogeneizado
em tampdo TRIS HCI 10 mM, EDTA 1 mM, saca-
rose 250 mM, pH 7,4, usando-se Polytron PT 3000
Kinematica® (Brinkman). Em seguida, foi submetido a
uma centrifugacio a 1.000 g durante 10 minutos, 4°C.
O sobrenadante foi guardado e o precipitado ressus-
penso em mesmo tampao (1/3 do volume inicial) e
submetido novamente a centrifugagio (1.000 g) por 10
minutos, a 4°C. Os dois sobrenadantes foram somados
¢ entdo submetidos a ultracentrifuga¢io a 150.000 g,
durante 75 minutos, a 4°C. O sedimento correspon-
dente a fragio de membranas totais (MT) foi ressuspen-
so em 600 pL de tampio de homogeneizagio e estoca-
do a -20°C até a utilizagio.

A concentragio de proteina total da fragio de
membranas totais foi avaliada por meio do método
de Lowry. Apds 30 minutos de incubagio a 37°C, a
concentragio de proteina foi avaliada por leitura em espec-
trofotbmetro (670 nm), utilizando-se uma curva de calibra-
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¢do de albumina bovina sérica (BSA) de 0,05 a 1,0 mg/mL..
Os valores de concentragio proteica das amostras de fragio
de membranas totais foram aferidos nesta curva de calibragio.
A deteccao das quantidades de proteinas GLUT4
no musculo soleo foi realizada utilizando-se eletrofore-
se em gel de poliacrilamida, com a utilizagio de %t de
quimiluminescéncia (ECL) para detecgio das bandas.
Resumidamente, o método consistiu em: quantidades
iguais de proteinas foram solubilizadas em tampdo de
Laemmli, separadas de acordo com o peso molecular
em SDS-PAGE (10%) ¢ entdo transferidas eletrofore-
ticamente para membrana de nitrocelulose Hybond-C
Super (GE Healthcare, Amersham Biosciences, UK).
Ap6s bloqueio com albumina sérica bovina em PBS a
8% durante 1 hora, as membranas foram incubadas com
anticorpo antiGLUT4 (Chemicon) (diluigio 1:3000
em PBS), durante 3 horas a 37°C. Posteriormente, foi
realizada uma incubag¢do com os anticorpos secundarios
anti-IgG, marcados com peroxidase (HRP), diluidos em
1:10.000, em solu¢io bloqueadora BSA a 1%, durante 1
hora. As membranas foram lavadas vigorosamente com
tampdo PBS e colocadas em contato com 3 mL de rea-
gente de detecgdo n® 1, acrescidos de 3 mL de reagente
de detecgdo n°® 2 do kit ECLTM — Western Blotting
Detection Reagents (GE Healthcare, Amersham Bios-
ciences, UK) por 2 minutos e expostas a Hyperfilm®
(IGF - Corporation, New Jersey, USA) por periodos de
2,4, 6 ¢ 8 minutos, para detecgdo das bandas resultan-
tes. As bandas identificadas na autorradiografia foram
quantificadas por meio de densitometria éptica pelo
programa Scion Image Software (ScionCorp, Frederick,
MD). O anticorpo antiGLUT4 utilizado foi obtido na
Chemicon International, Temecula, Califérnia.

Analise estatistica

A avaliagdo estatistica dos resultados foi realizada por
meio do programa Instat versio 3.01. Os valores sio
expressos em média e erro-padrio da média (EPM).
O teste Kolmogorov-Smirnov revelou que os resulta-
dos dos experimentos apresentam distribui¢ao normal.
A comparagdo entre os grupos foi realizada usando o
teste ANOVA one-way com post-hoc de Tukey. As dife-
rengas entre os grupos foram consideradas significantes
quando o valor de P foi menor que 0,05.

RESULTADOS

Para induzir a obesidade nos animais, foi ofertada uma
dieta hiperlipidica composta por alimentos hipercalori-
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cos a partir do segundo més de idade. A partir da tercei-
ra semana de oferta, observou-se aumento significante
no peso corpéreo dos animais que receberam a dieta
hiperlipidica (OS e OE), quando comparados aos ani-
mais que receberam dieta-padrio (CS e CE). O TR ndo
influenciou no peso corpéreo dos animais que recebe-
ram dieta hiperlipidica ou padrio (Figura 1).

A tabela 1 ilustra as caracteristicas de composi¢io
corporal dos animais. Os valores apresentados na se-
gunda coluna mostram que os animais sedentdrios sub-
metidos a dieta hiperlipidica (OS ¢ OE) apresentaram
aumento estatisticamente significante na porcentagem
de ganho de peso corporeo ao longo do periodo de
estudo, quando comparados aos grupos controles (CS
e CE). No entanto, quando submetido ao protocolo de
treinamento, o grupo OE apresentou redugdo nesse va-
lor, comparado ao grupo OS, evidenciando a eficiéncia
do treinamento resistido imposto. Além disso, verifi-
cou-se aumento expressivo da massa adiposa periepidi-
dimal nos animais submetidos a dieta hiperlipidica de
49% no grupo OS (P < 0,001) e de 42% no grupo OE
(P < 0,01), quando comparados aos grupos controles
CS e CE, respectivamente. No entanto, quando sub-
metido ao treinamento resistido (OE), o tecido adipo-
so periepididimal apresentou redugao de 27% compara-
do ao grupo OS (P < 0,01). Os valores de peso relativo
de massa muscular solear nio apresentaram diferengas
entre 0s grupos.

Em rela¢io a sensibilidade a insulina, observou-
-se que os ratos submetidos a dieta hiperlipidica por
um periodo de quatro meses apresentaram redu¢io na
constante de decaimento da glicose (kITT) calculada
(Tabela 1). Em contrapartida, o treinamento resistido
imposto aumentou a resposta ao estimulo da insulina,
indicando maior capacidade de depuragio de glicose
durante o ITT nos animais do grupo OE, quando com-
parados aos animais do grupo OS (P< 0,01).

Na figura 2, sio ilustrados os valores densitométri-
cos em unidades arbitrarias (UA) referentes a expres-

Tabela 1. Composicdo corporal e constante de decaimento da glicemia (KITT)
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sio de RNAm de GLUT4, Socs3 ¢ Tnf-oo no musculo
séleo. A dieta hiperlipidica causou aumento de 26%
(P<0,05)ede 33% (P<0,001)do contetido de RNAm
de Socs3 e Tnf-o, respectivamente, no grupo OS, quan-
do comparado ao grupo CS. No entanto, quando
submetidos ao treinamento resistido (OE), houve re-
dugdo de 22% tanto na expressio de RNAm de Socs3
(P < 0,05) quanto de Tnf-o (P < 0,05) em relagio ao
grupo OS. O treinamento per se nos animais do grupo
CE nio alterou o contetdo de RNAm desses genes em
relagio ao grupo CS. Embora nio houvesse diferenca
estatistica no conteido de RNAm do GLUT4, conco-
mitantemente ao aumento na expressio de RNAm de
Socs3 ¢ Tuf-a, o grupo sedentirio submetido a dieta
hiperlipidica (OS) apresentou redugdo de aproximada-
mente 28% no conteido de RNAm de GLUT4. Em
contrapartida, os animais do grupo OE apresentaram

—=—(CS —o—CE 4« 0S —v OE

Peso corpéreo (g)

el w w

(S o o

o o o
| T |

Inicio SEM3 SEM6 SEM9 SEM 12 SEM15 FIM

Figura 1. Grafico representativo da evolugdo do peso corpdreo nos grupos
controle sedentdrio (CS), controle exercitado (CE), obeso sedentario (0S)
g obeso exercitado (OE). Valores expressos em gramas (g) como média +
EPM (n =7 a 10 animais por grupo). Na abscissa, 0 “inicio” representa o

tempo inicial da oferta da dieta hiperlipidica. *P < 0,01 vs. CS; ** P<0,001
CS; # P <0,01 vs. CE; # P<0,001 vs. CE.

Grupos Peso corporeo (%) Peso relativo do TA Peso relativo do M. Soleo KITT

CS 192+7,54 10,6 £ 0,91 (10%) 0,46 + 0,02 (10) 5,76 + 0,36
CE 163+ 3,76 8,79+ 0,67 (109) 0,56 + 0,03 (10°) 6,63 + 0,45
0S 283+ 12,07 20,83+ 0,17 (10%)"# 0,44+ 0,59 (10°) 3,60+ 0,62
OE 250+ 6,437 ##& 15,21 £ 0,75 (10°%) #& 0,48+ 0,21 (10%) 7,07 £ 0,47%

Porcentagem de ganho do peso corpéreo ao longo do tratamento expresso em percentual (% de peso corpdreo); peso relativo do tecido adiposo periepididimal (peso relativo do TA) e peso relativo do
musculo séleo (peso relativo do masculo séleo) expressos em g de tecido/g de peso corpéreo; constante de decaimento da glicemia (kITT) expressa em percentual de decaimento da glicemia por
minuto. Valores expressos como média + EPM (n = 7 a 10 animais por grupo). Simbolos estatisticos: * P < 0,05 vs. CS, ** P < 0,001 vs. CS, #P < 0,01 vs. CE, P < 0,001 vs. CE, P < 0,05 vs. OS,
&P < 0,001 vs. 0S. Grupos experimentais: controle sedentério (CS), controle exercitado (CE), obeso sedentério (OS) e obeso exercitado (OE).
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aumento de aproximadamente 33% no contetdo de
RNAm desse gene em relag¢io ao grupo OS.

Na figura 3, ¢ apresentado o contetido de protei-
na GLUT4 expresso por grama de tecido. Embora nio
se observe diferenga estatistica entre os grupos, hou-
ve uma importante reduc¢io de aproximadamente 30%
no grupo OS comparado aos demais grupos, o que se
correlacionou com o contetido de RNAm. J4 o grupo
exercitado OFE apresentou aumento de 36% no contet-
do de proteina GLUT4 no musculo séleo em relagio
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Figura 2. Gréfico representativo do contetido de RNAm do GLUT4, Socs3 e
TNF-a corrigidos pelo RNAm de beta-actina obtidos em ensaios de RT-PCR
no tecido muscular solear dos grupos controle (CS), controle exercitado
(CE), obeso sedentdrio (OS) e obeso exercitado (OE). Valores expressos em
unidades arbitrarias (UA) como média + EPM (n =7 a 10 animais por grupo).
*P<0,05 vs. CS, ** P<0,001 vs. CS, “P<0,05 vs. CE, ¢ P< 0,05 vs. OS.
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Figura 3. Grafico representativo do contetido total de proteina GLUT4 por
grama de tecido obtido em ensaio de Western Blotting. Grupos: controle
sedentario (CS), controle exercitado (CE), obeso sedentario (0S) & obeso
exercitado (OF). Valores expressos em unidades arbitrérias por grama de

. tecido (UA/g de tecido) como média + EPM (n = 7 a 10 animais por grupo
em diferentes ensaios experimentais).
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aos animais OS, indicando provavel melhora na expres-
sdo dessa proteina com a pratica do exercicio resistido.

DISCUSSAQ

Diversos estudos demonstraram que a ingestdo de dieta
hipercaldrica estd associada a resisténcia a insulina em
humanos (27) e em animais (28). Tal altera¢io decorre
do aumento expressivo da massa adiposa que induz uma
elevagio da produgio e liberagio de proteinas que pre-
judicam a sinaliza¢3ao da insulina e a expressao de trans-
portadores de glicose em tecidos insulino-sensiveis (2).
No presente estudo, observou-se aumento expressi-
VO no peso corpéreo e no ganho de massa adiposa pe-
riepididimal dos animais submetidos a dieta hiperlipidi-
ca em relagdo aos animais que receberam dieta-padrio.
A partir desses resultados, pode-se inferir que a dieta
hiperlipidica foi eficiente em gerar obesidade em ratos
machos Wistar, a qual parece estar bem instalada na 12°
semana, a partir da qual nio se observou aumento da
massa corporal ao longo do desenvolvimento dos ani-
mais, mas se manteve maior até o final do estudo.
Diversos mecanismos adaptativos que regulam o
metabolismo lipidico no mitsculo esquelético dao ori-
gem a condi¢gdes metabolicas que parecem melhorar
ou, por outro lado, piorar a agdo da insulina (29). De
acordo com essa afirmagdo, no presente estudo ocor-
reu redugdo na sensibilidade a insulina nos animais se-
dentirios submetidos a dieta hiperlipidica durante 14
semanas (OS). Os eventos metabdlicos que associam a
exposi¢do cronica a dieta hiperlipidica aos prejuizos na
sinaliza¢do da insulina promovidos por serinas cinases,
tais como a proteina cinase C (PKC), a proteina cinase
ativada por mitogénio p-38 (MAPK p-38), subunida-
de catalitica B da proteina cinase IkB (IKK-B) e cinase
c-Jun N-terminal (JNK), ainda ndo sio precisos. Mas
uma teoria sugere que a resisténcia a insulina decorre de
prejuizos da betaoxidagdo mitocondrial dos acidos gra-
x0s ¢ consequente acimulo de metabdlitos de lipideos
que ativam algumas cinases como a PKC e a JNK. Essas
cinases, por sua vez, promovem transcri¢io de citocinas
com efeitos pro-inflamatérios tal como o Tnf-a (30).
Goodpaster ¢ Kelley (2002) verificaram aumento
na sensibilidade a insulina em tecidos musculares em
individuos treinados associado a niveis elevados de tria-
cilglicerol (TAG), tal como encontrado na obesidade
ou no diabetes melito (31). Da mesma forma, tanto
o estoque de TAG quanto a sensibilidade a insulina siao
maiores em musculos com fibras predominantemente do
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tipo I do que nos que possuem mais fibras do tipo II (31).
Dessa forma, a capacidade oxidativa muscular mostra-
-se melhor preditor da sensibilidade a insulina do que o
contetido de TAG (32).

Estudos em animais roedores t¢m mostrado que a
estimulagdo elétrica em musculos isolados, com pul-
sos de baixa frequéncia, por periodos prolongados
(mimetizando treinamento aerébio) (33), ou de alta
frequéncia, por curtos perfodos (mimetizando treina-
mento anaerdbio) (34), ativa seletivamente cascatas de
sinaliza¢do associadas a biogénese mitocondrial, como a
proteina cinase ativada por AMP (AMPK).

Dessa forma, pode-se inferir que a melhora da sensi-
bilidade a insulina nos animais exercitados submetidos
a dieta hiperlipidica do presente estudo provavelmente
esteja associada, em parte, a melhora da capacidade oxi-
dativa muscular.

Yaspelkis ¢ cols. (35) observaram que os componen-
tes da via pré-inflamatéria sio ativados em musculos
esqueléticos de animais alimentados com dieta hiper-
calérica. Em concordincia com essas observacoes, os
achados do presente estudo mostram que a expressio
de RNAm de Soes3 ¢ Tuf-oo aumentou em musculo es-
quelético oxidativo de ratos submetidos a dieta hiperli-
pidica (OS) de maneira significativa.

Uma das vias pela qual o Tnf-a induz a resisténcia
a insulina ¢ o estimulo da lipélise no tecido adiposo,
gerando aumento da concentra¢ao plasmdtica de acidos
graxos livres, que eventualmente contribui para o de-
senvolvimento desse fendtipo resistente a insulina (36).
Além disso, o Tnf-a pode inibir o estimulo da insuli-
na por meio da fosforilagio do substrato do receptor
de insulina (IRS-1) em serina (7). Adicionalmente, os
efeitos da proteina SOCS3 na sensibilidade a insulina
decorrem da sua colocalizagio nas subunidades beta do
receptor de insulina (IR-f) e IRS-1, que resulta no im-
pedimento da interagio do IRS-1 com as IR-f, ocor-
rendo redugio da atividade da PI3-kinase (9).

Os mecanismos moleculares que induzem a expres-
sdo da proteina SOCS3 em resposta a dieta hiperlipidica
ainda ndo foram completamente esclarecidos. Normal-
mente, a transcrigdio de SOCS3 por meio de citocinas
¢ induzida por meio da ativagio dos fatores de trans-
cri¢do da familia de proteina ativadora da transcrigio e
sinaliza¢do da transdugdo (STAT) (37).

Recentemente, estudos mostraram o efeito do exer-
cicio fisico aerébio agudo (38) ou cronico (15) na
modulagdo de marcadores inflamatérios. Rosa Neto ¢
cols. (2009) observaram melhora da relagio 1L-10/
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Tnf-a em tecidos musculares esqueléticos de ratos Wis-
tar submetidos a uma sessdao aguda de exercicio fisico
exaustivo (38). E Yaspelkis e cols. observaram redugio
de RNAm de SOCS3 associado ao aumento de prote-
inas envolvidas na cascata de sinalizagdo de insulina de
animais obesos exercitados (15).

Estudos relacionados a modula¢io de citocinas no
tecido muscular em resposta ao treinamento resistido
ainda ¢ escasso na literatura. Recentemente, Karagounis
e cols. (2010) mostraram que o TR realizado por inter-
valos de 48 horas entre cada sessio promove redu¢io
do contetdo de Tnf-o no quadriceps de ratos treinados
a 75% da RM apds 24 ¢ 48 horas da quinta sessio de
treinamento (39). No entanto, os efeitos do treinamen-
to resistido sobre a expressio de SOCS3 muscular ainda
ndo foram elucidados.

No presente estudo, a redugdo da expressao de cito-
cinas pré-inflamatérias no musculo solear foi acompa-
nhada pela melhora da sensibilidade a insulina periférica
nos animais submetidos ao TR ¢ a dieta hiperlipidica.
Essa resposta ao treinamento resistido, provavelmente,
pode ter sido promovida por adaptagdes positivas na
capacidade oxidativa do musculo séleo e, dessa forma,
pode ter aumentado a metabolizagio de lipideos, que,
por sua vez, causa redugido de fatores de transcrigio de
citocinas pré-inflamatérias, melhorando a sensibilidade
a insulina (30). Porém, nio se pode descartar o fato de
que, no presente estudo, o tecido avaliado foi o mus-
culo solear e que o TR pode, adicionalmente, surtir
efeitos anti-inflamatérios em outros érgios, tais como
o tecido adiposo, o hipotilamo ¢ o figado (14). Adicio-
nalmente, houve importante redugio de massa adiposa
periepididimal no grupo OE. Portanto, considerando
que a avaliagdo da sensibilidade a insulina por meio do
KITT ndo reflete apenas a agao do hormonio na muscu-
latura, pode-se sugerir que a melhora da sensibilidade a
insulina em resposta ao TR também pode ter ocorrido
como consequéncia da redu¢io de gordura corporal,
bem como da melhora do quadro inflamatério em teci-
dos nio musculares, como hepitico ¢ hipotalimico, os
quais ndo foram avaliados no presente estudo.

A expressio da proteina GLUTH4, tal como a trans-
locagdo para a membrana plasmatica induzida por esti-

mulo de insulina, é reduzida pela dieta de alto teor de =

gordura (28,29). Contrariamente a essas observagoes,
no presente estudo, a dieta hiperlipidica ndo surtiu efei-
to significante na expressio de RNAm de GLUT4 nem
no conteado proteico, porém se observou importante
tendéncia a redu¢io (30%) no grupo OS, quando com-

parado ao CS. Esse achado foi similar ao encontrado .
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por Brandt e cols. (2010), no qual nio houve alteragoes
do contetdo proteico da proteina transportadora de
glicose no musculo gastrocnémio de ratos submetidos
a dieta hipercalérica (40).

Embora varios estudos mostrem aumento no con-
teado de GLUT4 ap6s treinamento aerdbio, inespera-
damente, neste modelo de treinamento, nio ocorreu
aumento significativo de proteina GLUT4, porém se
observou forte tendéncia a um aumento apenas nos
animais obesos treinados. Isso sugere que a eficiéncia na
redu¢io da massa adiposa ap0s seis semanas de treina-
mento resistido foi o suficiente para ativar mecanismos
que podem contribuir para melhora da sensibilidade a
insulina e que ndo se reflete em contetido de transpor-
tador de glicose, tais como a ativagio da AMPK, que,
por sua vez, aumenta a captacio de glicose ¢ a redugio
da expressdo de citocinas pro-inflamatérias, como evi-
denciado no presente estudo.

Além disso, a expressio de GLUT4 no musculo s6-
leo pouco se correlacionou com a sensibilidade a insuli-
na, no presente estudo. Nesse aspecto, duas considera-
¢Oes sdo necessarias: primeiramente, o kKI'TT ndo reflete
apenas a sensibilidade a insulina no tecido muscular,
como ji mencionado anteriormente, ¢ um segundo
aspecto ¢ o fato de que a utiliza¢io de anticorpos fos-
forilados como pIR, pIRS1 e pAkt, bem como a ava-
liagio de expressio de proteina GLUT4 em fragio de
membranas celulares, inclusive ap6s estimulo por exer-
cicio ou insulinico, ¢ a metodologia mais adequada para
avaliagdo da sensibilidade a insulina nesse tecido (40).
No presente estudo, foi avaliada a expressdo de proteina
GLUT4 em fragdo de membranas totais e, portanto,
pode ter sido uma limita¢do em relagio a observagio
dessa correlagio.

Apesar dessas consideracoes, de maneira geral,
em relagdo a modulag¢io da expressio de GLUT4 na
obesidade e no treinamento fisico, observou-se estrei-
ta correlagio entre contetidos de RNAm e de protei-
na GLUT4, evidenciando regulagio transcricional do
gene dessa proteina nos modelos estudados.

Portanto, a dieta hiperlipidica foi eficiente para pro-

. mover aumento da expressdo de citocinas pré-inflama-
- torias locais, representadas pela SOCS3 e pelo Tnf-a,
- somada a redugdo da sensibilidade a insulina. E o trei-
- namento resistido foi eficiente para promover redugio

da expressao dos marcadores inflamatérios locais e ade-
quagdo na sensibilidade a insulina, com retorno a valo-
res proximos dos animais dos grupos controles.
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Conclui-se, portanto, que a dieta hiperlipidica in-
duz obesidade com ganho da massa adiposa e aumento
de RNAm de marcadores inflamatérios na musculatu-
ra oxidativa e que o treinamento resistido nos animais
obesos ¢é eficaz para reverter as altera¢des tanto na ex-
pressio de RNAm de Socs3 e Tnf-a quanto na sensi-
bilidade a insulina, o que ndo envolve modula¢io do
contetdo de RNAm e de proteina GLUT4.
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