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RESUMO

A exposicao precoce a dietas ricas em sacarose associada ao sedentarismo s&o
fatores de risco para o desenvolvimento de disturbios metabdlicos como obesidade.
Nesse contexto, o musculo esquelético pode sofrer perdas de massa, forca e
capacidade de recuperacdo e essas alteracbes podem decorrer da indugdo do
estresse do reticulo endoplasmatico (ERE) neste tecido. No entanto, ndo esta claro
se 0s mecanismos moleculares pelos quais o treinamento resistido atua envolve a
inibicdo do ERE no musculo. Assim, esse trabalho teve por objetivo avaliar o efeito
do treinamento resistido sobre o ERE no musculo esquelético de ratos machos
alimentados com dieta rica em sacarose. Para tanto, 28 ratos Wistar machos, recém-
desmamados foram randomizados em dois grupos: controle (CTR) e dieta rica em
sacarose (DRS, 25% de sacarose). Apos 16 semanas, cada grupo foi dividido em 2
novos grupos: CTR, CTR-T, DRS e DRS-T, onde T corresponde aos animais que
realizaram o protocolo de treinamento. Neste protocolo, os animais escalavam 5
vezes uma escada vertical, com 2 minutos de descanso entre as escaladas, e
levando 60% de sua carga maxima presa a cauda, 3 vezes por semana durante 4
semanas. O peso corporal, ingestdo alimentar, indice de Lee, resisténcia insulinica
(indice TyG) e perfil bioquimico sérico foram antes e apos o protocolo de
treinamento. Musculos soéleo, EDL e gastrocnémio, bem como os coxins adiposos
foram coletados para analise de morfometria e/ou expressao génica. Resultados: O
grupo DRS apresentou obesidade e desequilibrios morfométricos, metabdlicos e
aumento dos marcadores de ERE. O treinamento reduziu os coxins adiposos,
preveniu a perda de massa muscular, atenuou os parametros bioquimicos e reverteu
o ERE no musculo esquelético. Conclusado: A exposi¢cao precoce a dieta rica em
sacarose promoveu alteracbes morfométricas, metabdlicas e ativagcdo do ERE no
musculo esquelético. O treinamento resistido foi capaz de atenuar e/ou reverter os
disturbios morfométricos e metabodlicos causados pela dieta rica em sacarose e

reverteu o ERE no musculo esquelético.

Palavras-chave: Obesidade; sacarose; estresse do reticulo endoplasmatico.



ABSTRACT

The early exposure to high sucrose diets and sedentary lifestyle have been
associated to metabolic disorders such as obesity. In this context, the skeletal
muscle can suffer losses of mass, strength and recovery capacity and these changes
may be related to induction of endoplasmic reticulum stress in this tissue. It is
notorious that physical activity preserve and improve the lean mass. However, the
molecular mechanisms of exercise training on ER stress in muscle is unclear. Thus,
this work had the aim to evaluate the effect of resistance training (RT) on body
composition, glycolipid metabolism and ER stress in the SM of male rats fed high-
sucrose diet. Therefore, 28 weaned male Wistar rats were randomized into 2 groups:
Control (CTR) and High-Sucrose Diet (HSD, 25% sucrose). At 17 weeks of life, each
group was split into 2 new groups: CTR, CTR-T, HSD and HSD-T, where T means
animals that performed RT protocol. In this protocol, the animals climbed 5 times a
vertical ladder with 2 minutes rest between each climb and with 60% of the maximum
weight attached to the tail, 3 times per week for 4 weeks. Body weight, food intake,
Lee index, insulin resistance (TyG index) and the biochemical profile were assessed
before and after the resistance training protocol. Gastrocnemius, soleus and EDL
muscles and adipose tissues were collected to analyze of morphometry and/or gene
expression. Results: The HSD group presented obesity and morphometric, metabolic
imbalances, and increased ERE markers. The training reduced adipose tissue,
prevented loss of lean, attenuated the biochemical parameters and reversed the ERE
in the skeletal muscle. Conclusion: The early exposure to high sugar diet promoted
morphometric and metabolic changes, and activation of ESR in skeletal muscle.
Resistance training was able to attenuate and / or reverse the morphometric and
metabolic disorders caused by high sugar diet and reversed the ERE in the skeletal

muscle.

Key words: Obesity; sucrose; endoplasmic reticulum stress.
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1. INTRODUGAO

A obesidade € um relevante problema de saude publica, que se encontra
condicionado a um desequilibrio entre a ingestao calorica e o gasto energético. Pode
ser caracterizada pelo acumulo excessivo de gordura corporal em um nivel que
compromete a saude dos individuos, acarretando prejuizos tais como alteragdes
metabdlicas, respiratorias e de locomogao, além de constituir um dos principais
fatores de risco para o desenvolvimento de doengas cronicas nao-transmissiveis,
tais como doencas cardiovasculares, diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e alguns tipos de
céanceres (ANDERSON et al., 2015).

De acordo com um levantamento realizado pela Lancet (2016), a prevaléncia
da obesidade aumentou ao longo dos ultimos 40 anos, tanto entre homens quanto
entre mulheres, em niveis globais e regionais. Embora o aumento do indice de
massa corpoérea (IMC) esteja aumentando mais lentamente desde o ano 2000, em
virtude das politicas publicas contra obesidade e sobrepeso, o ultimo levantamento,
realizado em 2014, revelou que a populagdo mundial fica 1,5kg mais pesada a cada
década. Dito isto, caso ndo haja mudangas nos habitos alimentares e no nivel de
atividade fisica, as previsbes apontam que até 2025 a obesidade atingira 18% dos
homens e 21% das mulheres (LANCET, 2016).

A obesidade esta associada a exacerbagcdo de um quadro inflamatdrio
cronico de baixo grau no tecido adiposo, especialmente nos depdsitos de gordura
visceral (AKHMEDOV, et. al, 2013; KHAN, et. al, 2014). Em condi¢des como essa,
pode ser observado um aumento no tamanho dos adipécitos nas regides
subcutaneas e viscerais, além da elevacao nos niveis de acidos graxos circulantes.
Pode-se observar ainda, sobrecarga lipidica do musculo esquelético e aumento da
sintese e exportagdo de lipoproteinas de baixa densidade (VLDL) pelo figado (DE
LUCA et al., 2008; AKHMEDOV et al., 2013). Além disso, afeta a resposta a insulina
em varios 6rgaos, como figado, tecido adiposo e musculo esquelético, estando
frequentemente associada a resisténcia insulinica (Rl) (BOULINGUIEZ et al., 2017).

Diversos estudos tém demostrado que o consumo sustentado de dietas ricas
em sacarose pode ser apontado como um fator de risco para o desenvolvimento de

disturbios metabdlicos como a obesidade, dislipidemias, DM2 e doencgas
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cardiovasculares, que juntos levam a sindrome metabdlica (SM) (BRAY et al., 2004
TAPPY et al., 2014). Esse padrao alimentar, marcado pelo consumo de refrigerantes
e alimentos ultra-processados, € um dos principais responsaveis pelo aumento da
incidéncia de SM, dislipidemias aterogénicas e Rl na populagdo jovem e adulta
(ANGELOPOULOS et al., 2009; BRAY et al., 2010).

Evidéncias na literatura tém demonstrado a importancia da atividade fisica
como estratégia ndo farmacologica para a prevencado e tratamento de doengas
cronico-degenerativas associadas ao sedentarismo e obesidade (HASKELL et al.,
2007). Nesse contexto, tanto o exercicio aerdbio, caracterizado pela execugédo de
exercicios de alta frequéncia (repeticdo) e baixa poténcia, quanto o treinamento
resistido, caracterizado por exercicios executados de forma repetitiva, com
progressivo aumento de carga e com curtos intervalos de descanso entre cada série,
sao indicados para a prevencao da hipertensao arterial, doencas cardiovasculares,
obesidade e DM2 (DE SOUZA, et al. 2008; EGAN, et al., 2013).

Tradicionalmente, o treinamento aerdbio tem sido o0 modelo experimental de
exercicio mais utilizado para estudo da interagao da pratica de atividade fisica com
morbidades associadas ao sedentarismo e obesidade, uma vez que ja foi
demonstrado que ele é eficiente para melhora da homeostase da glicose e aumento
da sensibilidade a insulina (KIM et al., 2014). Por outro lado, estudos com protocolos
de treinamento resistido tém demonstrado uma série de beneficios metabdlicos, tais
como aumento do gasto energético (DENZER e YOUNG, 2003), reducdo da
adiposidade intra-abdominal (HUNTER et al., 2002), melhoria de sensibilidade a
insulina (IBANEZ et al., 2005) e controle de dislipidemias (ELLIOTT et al., 2002).

Disturbios associados a obesidade como a RI, lipotoxicidade e o estresse
oxidativo podem contribuir para perturbacdo da homeostase do reticulo
endoplasmatico no musculo esquelético, comprometendo o enovelamento proteico e
podendo levar a um quadro de estresse do reticulo endoplasmatico (ERE)
(MORALES et al., 2017). O ERE prejudica a formagao de proteinas essenciais para
funcionamento do tecido, o que pode resultar na redu¢cdo da massa magra, forga
muscular, capacidade de recuperagao e envelhecimento precoce (CORNEJO et al.,
2013). Para controlar os danos associados ao ERE, a célula inicia um processo

adaptativo conhecido como resposta a proteinas mal enoveladas (Unfolded protein
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response - UPR), na tentativa de preservar a integridade celular e restaurar a
homeostase do reticulo endoplasmatico (HETZ et al.,, 2013). Em condi¢cdes de
estresse severo e/ou prolongado no reticulo, a UPR nao consegue controlar os
efeitos deletérios e passa a realizar uma sinalizagao pro-apoptética que ira promover
a morte celular precoce (TABAS et al., 2011).

Estudos em animais tém demonstrado que o treinamento aerdbio, como
corrida e natagao, executado em intensidades moderada e alta, s&o capazes de
ativar as vias da UPR, apds uma sessao aguda de treinamento. Além disso, animais
alimentados com dietas ricas em gordura também mostraram aumento da expresséo
de marcadores relacionados com as vias da UPR (DELDIQUE et al., 2011; KIM et
al., 2014). No entanto, ainda sdo escassos 0s estudos que associem as implicagoes
do treinamento resistido sobre 0 ERE no musculo esquelético. Sendo assim, pouco
se conhece a respeito dos mecanismos moleculares pelos quais o treinamento
resistido atua sobre o ERE no musculo. Dessa forma, no presente estudo,
esperamos contribuir para o entendimento da influéncia do treinamento resistido no
quadro de ERE no tecido muscular esquelético de ratos obesos, através da

avaliagao da expressido de marcadores moleculares envolvidos na via da UPR.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.10besidade: conceito e epidemiologia

A obesidade é uma doenga multifatorial que figura entre os principais
problemas de saude publica da atualidade (JOHNSON et al., 2017). Pode ser
definida como um desequilibrio metabdlico que resulta no aumento de gordura
corporal e pode levar ao desenvolvimento de diversas comorbidades como
dislipidemias, Rl e doengas cardiovasculares (TURNBAUGH et al. 2006).

Dados divulgados pela Lancet (2016) apontam que, em 2014, cerca de 266
milhées de homens e 375 milhdes de mulheres adultos eram obesos. Essa condi¢cao
esta intrinsecamente relacionada com a manutengdo de habitos de vida nao
saudaveis, como o elevado consumo de dietas ricas em agucares simples, como a
frutose (BRAY et al., 2004). No Brasil, levantamentos apontam que 50% da
populacdo apresenta sobrepeso, encontrando-se em uma situacédo de risco para o
desenvolvimento de obesidade (IBGE, 2015). Os casos de obesidade,
especialmente a infantil, mais que duplicaram nos ultimos 34 anos, impactando
diretamente sobre o aumento da incidéncia de outras comorbidades associadas a
ela, tais como a SM, dislipidemia, RI, além de desequilibrios musculoesqueléticos e
cardiovasculares (OESTREICH et al., 2017).

Desde a década de 80, o rapido crescimento econdmico e a globalizagao
tém impulsionado diversas mudancgas no padrao alimentar da populagdo mundial e o
aumento do consumo de alimentos industrializados e ricos em agucares simples,
tem representado um fator importante para o crescimento da incidéncia de
obesidade. Em comunidades menos favorecidas economicamente, existe um maior
consumo de dietas com elevado valor calorico: ricas em carboidratos, 6leos vegetais
e gorduras, sendo menor a frequéncia de consumo de alimentos frescos, ou de
maior teor proteico e fibras, o que favorece a instauracdo do quadro de obesidade
(BHUROSY, 2014).

Essa perspectiva tem impulsionado diversos estudos na area metabdlica, na
tentativa de esclarecer as vias envolvidas no processo de obesidade, bem como
definir estratégias para erradica-la (BROWN et al.,, 2018). Diversos estudos tem

demonstrado que, apesar dos avancos nos ramos farmacoterapéutico e cirurgico, a
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pratica de atividade fisica regular e o consumo de uma dieta saudavel ainda s&o as
medidas mais eficazes para o controle e prevengao da obesidade e do sobrepeso
(SHALITIN et al., 2016; SHARMA et al., 2016).

2.2 Fisiopatologia da obesidade

Na obesidade, o aumento de gordura corporal, especialmente na regido do
abdome pode resultar em mudangas prejudiciais no tecido adiposo, tais como
hiperplasia e hipertrofia dos adipécitos e menor secrecdo de adiponectina, o que
pode comprometer a sensibilidade dos tecidos a insulina (BADIMON et al., 2017). As
células adiposas desempenham um papel importante na reserva energética, uma
vez que sao responsaveis pelo armazenamento de lipideos na forma de triacilglicerol
(TAG) e pelo fornecimento de acidos graxos livres (AGL) e glicerol que irdo atender
as demandas metabdlicas dos 6rgdos e tecidos. Esse processo € mediado pela
lipdlise de TAG no tecido adiposo e pode resultar na liberagdo de AGL no plasma ou
na sua reesterificagcao intracelular nos adipécitos (LANGIN et al, 2005).

A sintese e degradagao de lipideos no tecido adiposo s&o reguladas pela
agao da insulina, que suprime a agao da lipolise e estimula a captacdo de glicose.
Em condigdes pds-prandiais, a insulina produzida por células B pancreaticas é
secretada no sangue e liga-se no receptor de insulina, ativando subsequentemente a
exocitose de canais GLUT-4, e promovendo o transporte de glicose para os tecidos
alvos, como o musculo esquelético e tecido adiposo (MCCRACKEN et al, 2018). A
insulina regula a homeostase da glicose, reduzindo a produgao de glicose hepatica
por duas vias principais: pela diminuigdo da biossintese de glicose (gliconeogénese)
e pelo aumento da degradacdo de glicogénio (glicogendlise), o que provoca
aumento da taxa de captacao de glicose, principalmente no musculo esquelético e
tecido adiposo (POSTIC e GIRARD, 2008). No entanto, em condigbes em que 0s
niveis séricos de glicose se encontram frequentemente aumentados, como é o caso
da obesidade, ocorre uma hipersecrecdo de insulina que pode acarretar em R,
hiperinsulinemia e aumento da lipdlise no tecido adiposo (KOPELMAN et al, 2000).
Com isso, a elevagao nos niveis de AGL circulantes promove deposicdo desses
componentes em outros tecidos, tais como figado e musculo esquelético (Figura 1)
(GUILHERME et al.., 2008).
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Figura 1. Obesidade e desenvolvimento de Rl. Em condi¢des pds prandiais, a ingestao de
carboidratos leva ao aumento dos niveis séricos de glicose e promove a secrecao de
insulina pelas células B pancreaticas. No musculo esquelético, a insulina estimula o aumento
o transporte de glicose e a sintese de glicogénio. No figado, ela promove a sintese de
glicogénio e a lipogénese de novo, além de inibir a gliconeogénese. No tecido adiposo, a
insulina estimula a lipogénese mediante supresséo da lipdlise. Fonte: Samuel e Shulman,
2012.

No figado, a deposicdo de AGL pode acontecer mediante absorgéo
plasmatica ou pela captagdo de quilomicrons derivados do intestino. Em seguida,
apos reesterificagdo, os TAG sao armazenados como goticulas lipidicas dentro dos
hepatdcitos ou secretadas no sangue como VLDL. Paralelamente, em virtude da
hiperglicemia e hiperinsulinemia, o figado estimula a sintese de novo de lipideos e a
B-oxidagao, contribuindo para o desenvolvimento de esteatose hepatica. (POSTIC e
GIRARD, 2008).

No musculo esquelético, durante o estado pds-absortivo, a capacidade de
captacao de glicose fica bastante reduzida em virtude das baixas concentragdes de
insulina plasmatica, o que contribui para que, em condigdes de jejum, os AGL, sejam

a principal fonte energética utilizada. No estado pds-prandial, o aumento da
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secrecao de insulina pelas células B pancreaticas, diminui as concentracoes
plasmaticas de AGL, em virtude da supressdo da lipolise no tecido adiposo, e
estimula a captagdo de glicose no musculo esquelético via GLU-4 (SAMUEL et al,
2010). Quando isso acontece, a glicose sofre fosforilagdo pela hexoquianse e, a
glicose fosforilada é convertida e armazenada como glicogénio ou entra na via
oxidativa. No entanto, em condicdes de obesidade, onde as concentracbes
plasmaticas de AGL se encontram cronicamente elevadas, ocorre deposi¢cao desses
componentes nos miocitos, o que leva a lipotoxicidade e instauragcdo da RI no
musculo (figura 2) (ABDUL-GHANI e DEFRONZO, 2009; NAGLE et al, 2009;).

Lean Obese

Lipotoxicity

Intramuscular imLD Excess Intramuscular ExcessimLD
adipocyte adipocyte

U

Insulin resistance

Figura 2. Deposicao de lipideos no musculo esquelético. Em condigdes fisioldgicas, o
musculo esquelético apresenta uma quantidade fisiolégica de lipidios armazenados em
adipdcitos intramiocelulares localizados entre as fibras musculares e em goticulas lipidicas
intramiocelulares (imLD). No entanto, em condi¢des de obesidade ha um acumulo excessivo
no musculo esquelético, levando a lipotoxicidade e resisténcia a insulina. Fonte: Adaptado
de Abdul-Ghani e Defronzo, 2009.

A literatura tem tentado estabelecer uma relagdo entre as concentragdes
séricas de AGL e a inibicdo da sinalizacdo insulinica no musculo esquelético
(BELFORT et al, 2005). Estudos de bidpsia muscular demonstraram aumento do
conteudo de TAG no tecido muscular esquelético de individuos obesos em



23

comparagao com individuos magros e uma relagao inversamente proporcional entre
a sensibilidade a insulina muscular e o conteudo de lipideos intramiocelulares (PAN
et al, 1997; SCHRAUWEN , 2007). Por outro lado, em individuos saudaveis, o
aumento da concentracdo de AGL, tanto em condigdes agudas quando crbnicas, é
capaz de prejudicar a sinalizagdo insulinica e pode levar a Rl no musculo
(DEFRONZO et al, 1978; GRIFFIN et al, 1999).

2.3 Etiologia da Obesidade

Existem diversas condigcdes que podem contribuir para obesidade, uma vez
que, por se tratar de uma doenga multifatorial, esta sujeita a influéncia de diversas
condicbes e pode levar a impactos tanto na composi¢do corporal quanto no
metabolismo lipidico e glicEmico (WYATT et al., 20016). Influéncias genéticas, como
variagdes alélicas no gene do receptor da leptina e em receptores de melanocortinas
tipos 4 e 3, por exemplo, parecem aumentar a susceptibilidade de desenvolvimento
do fenodtipo obesogénico independentemente dos habitos de vida (MUST et al,
1999).

Fatores culturais e ambientais também sao responsaveis pela modulagao da
composi¢ao corporal dos individuos. Em paises mais desenvolvidos, ha uma maior
prevaléncia de sobrepeso e obesidade, principalmente, na parcela populacional com
menor escolaridade e baixa renda. Essa condigdo esta muito relacionada com o
padrao alimentar de populacbes menos favorecidas economicamente, marcado pelo
consumo de alimentos ricos em carboidratos simples e gorduras e pela menor
incidéncia de pratica de atividade fisica. (POTI et al, 2017). Nesse contexto, o
exercicio fisico e um adequado padrao nutricional sdo fatores cruciais que podem
influenciar diretamente no equilibrio entre ingestao e gasto energético e representam
as condutas mais eficazes para o controle e prevencdo da obesidade e do
sobrepeso (MUST et al, 1999; SHALITIN et al., 2016).

As mudancgas no padrdo alimentar, iniciadas com a revolugao industrial,
também representam grande importancia no aumento da incidéncia de obesidade na
populacdo mundial. A diminuicdo da variabilidade alimentar e o aumento do

consumo de alimentos processados, como bebidas e sobremesas agucaradas,
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comumente encontrados nas redes de fast food sao condi¢gdes importantes para o
desenvolvimento de obesidade e sobrepeso (GROSS et al., 2004).

Evidéncias, tanto em humanos quanto em animais, demonstram que o
aumento dos niveis de glicose sanguinea mediante o consumo de dietas ricas em
carboidratos, levam a prejuizos no metabolismo lipidico (KANAREK e ORTHEN-
GAMBILL, 1982; ROSADO et al., 2001). Ja foi bem estabelecido pela comunidade
cientifica que dietas ndo saudaveis, como as ricas em sacarose, tem um papel

importante na instauragao dessa condigcédo (POTI et al, 2017).

2.3.1 Obesidade e dieta rica em sacarose

Ao longo dos anos, tem sido possivel observar grandes mudangas nos
habitos alimentares da populagdo mundial. O aumento do consumo de carboidratos
e alimentos processados € um fator determinante para entender os disturbios
metabdlicos observados atualmente: em uma dieta de 2000 calorias diarias, cerca
de 800 sdo provenientes de acgucares (Quadro 1) (KOPELMAN et al, 2000;
DINICOLANTONIO, et al, 2016).

Como a dieta rica em aglcares promove obesidade
através da deplegio de energia/nutrientes

» Desloca alimentos nutricionalmente superiores

* Diminui o apetite por alimentos mais nutritivos

» Degrada os nutrientes advindos de outros alimentos

» Fornece nutricdo zero

» O consumo de acglcares em excesso causa resisténcia
insulinica. Isso resulta em diminuicdo do uso de glicose para
energia, e prejudica a oxidacdo de acidos graxos. Exigéncias
energeticas também aumentam devido a niveis elevados de
insulina.

»* Diminui a absor¢do de nutrientes devido a irritagdo / dano
intestinal

» Aumenta a excrecdo de nutrientes causada pela ma absorcdo
de frutose, levando a diarreia

» Danifica as mitocéndrias

» Produz desejos anormais de consumo de agucares, levando a
um ciclo vicioso de consumo continuo e deplecdo adicional de
nutrientes

Quadro 1. Efeito dos acucares de adicido no metabolismo. Fonte: Adaptado de

Dinicolantonio, et al, 2016.

A sacarose, presente na maioria das bebidas e sobremesas industrializadas,

€ um dissacarideo originado a partir da ligacdo de duas moléculas: uma de glicose e
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uma de frutose. Esta presente em diversos alimentos processados e o consumo a
longo prazo é, comprovadamente, causador de hipertrigliceridemia, Rl e outras
perturbagdes metabdlicas (ROSINI et al, 2012; TAPPY et al, 2018).

A sacarose além de aumentar as necessidades nutricionais, contribui para a
degradagao das reservas de nutrientes provenientes de outros alimentos, diminuindo
a sensagao de saciedade. Além disso, provoca alteracbes na microbiota
gastrointestinal que podem levar a danos intestinais que influenciam a
permeabilidade intestinal, promovendo aumento da absor¢ao de endotoxinas através
de transporte facilitado por quilomicrons e estimulando o desenvolvimento de
inflamagéo e Rl (VERDAM et al, 2013; DINICOLANTONIO, et al, 2016).

A digestdo da sacarose se inicia nos enterocitos por agdao da enzima
sacarase, que cliva o agucar em glicose e frutose, que serao levadas até o figado
pela circulagdo sanguinea. A elevagao dos niveis séricos de glicose, ativa a via da
glicogénese que armazena este monossacarideo na forma de glicogénio e aumenta
a sintese e secregao de insulina, que por sua vez estimula a lipogénese no tecido
adiposo e promove a sintese de acidos graxos. A cascata de sinalizagao insulinica &
regulada pela proteina quinase B (Akt), que permite que a insulina regule a
homeostade da glicose sistémica ao promover o transporte de glicose para dentro
de adipécitos e musculos via GLUT4. Além disso, ela leva a inibicdo da
gliconeogénese hepatica e estimula a lipogénese no figado (TIETCHENELL et al..,
2016).

O aumento na produgdo de AGL pode levar ao acumulo de TAG no figado
que, em condi¢des sustentadas, pode agravar o quadro de RI (WONG et al.., 2016).
Por sua vez, a frutose ingressa na via glicolitica produzindo piruvato, glicerol e acil-
glicerol sem sofrer agao da fostofrutocinase e influencia negativamente na acéo da
insulina (THRESHER et al.,, 2000; BASCIANO et al.., 2005). Essa condicao,
provavelmente, esta relacionada com o aumento da producdo de acido Urico,
lipotoxicidade e pela instauragéo do quadro de ERE (TAPPY e Le, 2010).

Trabalhos conduzidos em humanos e animais alimentados com dietas ricas
em sacarose, mesmo com variagao de tempo e vias de administracdo, demonstram
que a sacarose pode levar ao desenvolvimento de RI, aumento de acidos graxos
livres e hipertrigliceridemia (KANAREK e ORTHEN-GAMBILL, 1982; KANAZAWA at
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al., 2003; BASCIANO et al., 2005; DE MOURA et al., 2009; BOTEZELLI et al., 2012;
MATIAS, et al. 2018). Trabalhos realizados pelo nosso grupo de pesquisa ja
demonstraram que ratos recém desmamados (21 dias de vida) expostos a dieta
enriquecida com 25% de sacarose até os 90 dias de idade, desenvolveram um
quadro de SM, marcado por obesidade central, hiperglicemia e hipertrigliceridemia,
além de apresentarem alteragdes comportamentais e prejuizos motores associados
a condicdo de ERE em nivel hipocampal (PINTO et al., 2016). Em camundongos, a
mesma dieta foi capaz de induzir perturbacdes da sintese de novo de lipideos e
favorecer o ERE em hepatocitos, levando ao desenvolvimento de esteatose
(FLISTER et al., 2018).

2.4 Papel do ERE no musculo esquelético
2.4.1 Caracterizagcao do musculo esquelético

O musculo esquelético € um tecido altamente dinamico que representa
aproximadamente 40% do peso corporal total e desempenha diversas fungdes,
como manutencgao postural, respiragcéo, locomog¢ao, além de ser um reservatoério de
aminoacidos que pode apoiar a sintese de proteinas ou a produg¢do de energia em
tecidos durante a fome ou deficiéncias extremas de energia (BOFF et al, 2018).

Anatomicamente, o tecido muscular esquelético pode ser caracterizado
como uma estrutura constituida por fibras musculares revestidas por uma camada
de tecido conjuntivo fibroso, também conhecido como endomisio, que se encontram
agrupadas em feixes de até 150 fibras. Cada feixe de fibras constitui um fasciculo, o
qual é recoberto pelo epimisio que, conjuntamente, forma o tecido muscular. Em
nivel microscopico, € importante destacar trés estruturas principais: o sarcolema,
que representa a membrama plasmatica da célula muscular; as células satélites,
responsaveis pela regeneracdo do musculo; e o sarcoplasma, que representa o
citoplasma muscular e é onde se localiza o reticulo sarcoplasmatico, responsavel
pela armazenamento de Ca* e pela sintese proteica no tecido muscular (FLUCK et
al, 2003).

Embora apresentem aspectos morfologicos e celulares muito semelhantes,
as fibras musculares apresentam respostas fisioldgicas e bioquimicas muito distintas

entre si, que variam de acordo com suas caracteristicas metabdlicas. Dessa
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maneira, as fibras musculares podem ser classificadas por sete parametros distintos:
coloragdo, bioquimica, histoquimica, fisiologia, metabolismo, limiar de fadiga e
imunohistoquimica (MINAMOTO et al, 2004) (Tabela 1).

Tabela 1: Classificagao das fibras musculares

Métodos de Classificacio Terminologia drﬁ lfslzzfgf::sagéo das fibras
Coloragao Vermelha Branca
Bioquimica Oxidativas Mistas/Glicoliticas

Histoquimica Tipo | Tipo Il
Fisiologia Contragao lenta Contracao rapida
Metabolismo Oxidativo Glicolitico
Limiar de Fadiga Alta resisténcia Baixa resisténcia
Imunohistoquimica MHCI MHCII

Fonte: Adaptado de MINAMOTO et al, 2004. MHCI — cadeia pesada da miosina tipo | e

MHCII — cadeia pesada da miosina tipo Il.

Inicialmente, as fibras foram classificadas de acordo com sua quantidade de
mioglobina e capacidade vascular, sendo caracterizadas como brancas ou
vermelhas. Posteriormente, a partir da analise da reagao da fibra com a enzima
succinato desidrogenase, elas foram classificadas como oxidativas ou glicoliticas,
observando também o limiar de fadiga de cada uma delas. Mediante a utilizacdo de
métodos histoquimicos, foi possivel classifica-las como tipos | ou Il, com seus
diversos subtipos, e a partir de métodos bioquimicos, investigou-se a distribuicdo
das enzimas oxidativas ou glicoliticas nas fibras dos tipos | e Il, que foram entao
classificadas em: FG (fibras de contracao rapida, com metabolismo glicolitico); FOG
(fibras de contragdo mista, com metabolismo glicolitico e oxidativo) e SO (fibras de
contragdo lenta, com metabolismo oxidativo). Finalmente, também podem ser
classificadas como de contracao rapida ou lenta, mediante a analise das isoformas
da cadeia pesada da miosina (MHC), que determinam a velocidade da reacao das
pontes cruzadas da miosina com os filamentos de actina e, consequentemente, a
velocidade de contragédo muscular (FLUCK et al, 2003; MINAMOTO et al, 2004).
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De maneira geral, podemos classificar as fibras musculares como fibras
oxidativas ou dlicoliticas. As fibras oxidativas, como € o caso do musculo soéleo,
apresentam um maior numero de mitocondrias, geram energia mediante a utilizagao
do metabolismo aerdbio, possuem maior vascularizagdo e niveis altos de
mioglobina. Além disso, por apresentarem metabolismo oxidativo, possuem maior
quantidade da isoforma MHC-I, sdo mais resistentes a fadiga, e apresentam menor
velocidade de encurtamento da fibra muscular. Esse tipo de fibra também é
caracterizada por receber uma maior vascularizagdo e por conter niveis altos de
enzimas oxidativas, como a citrato sintetase, além de apresentar capacidade
reduzida de aumento de forgca e baixa velocidade de contragdo, motivo pelo qual
também sao conhecidas como de fibras de contracao lenta (BOFF et al, 2018).

Ja nos musculos marcados pela presenca de fibras glicoliticas, como é o
caso do musculo EDL, o padrdo metabdlico é bastante diferente. S&o fibras
caracterizadas pela utilizagdo do metabolismo anaerdbio e por possuirem numero
reduzido de mitocondrias, além de apresentarem maior quantidade da isoforma
MHC-IIb, o que as tornam menos resistentes a fadiga, visto que a velocidade de
encurtamento da fibra muscular € maior, fazendo com que a contragdo e
relaxamento ocorram rapidamente. Apresentam baixa capilarizacdo e ha o
predominio de enzimas glicoliticas como a lactato desidrogenase (MINAMOTO, et al,
2005).

Diversas condigdes podem modular as respostas celulares no musculo
esquelético, e.g. fatores neuronais, dieta, idade, sexo e o nivel de atividade fisica. As
adaptagdes musculares mediadas pelo exercicio se encontram diretamente
associadas com o metabolismo de cada fibra muscular e desencadeiam uma série
de mudangas, como o0 aumento do numero de mitocdndrias e capilares, bem como
alteracdes na sintese proteica e mudanca no metabolismo da fibra. Assim, embora
0s musculos apresentem uma constituicio mista, o tipo de fibra muscular
predominante vai depender dos estimulos aos quais sdo expostos (GORSKI et al,
1992).

No treinamento aerdbio, por exemplo, onde o trabalho muscular é executado
por um longo periodo de tempo sem apresentar consideraveis sinais de fadiga, ha

maior recrutamento de fibras do tipo | e prevaléncia do metabolismo oxidativo
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(GRUNEWALD E WOLLZENMULLER, 1984) Por outro lado, no treinamento
resistido, onde o exercicio é realizado com a utilizagdo de cargas, de maneira
repetitiva e com curtos intervalos de descanso entre cada série, ha maior
recrutamento de fibras do tipo I, ou glicoliticas (DE SOUZA, et al. 2008). Esta
modalidade de exercicio tem demonstrado influenciar de maneira positiva a
composi¢cdo corporal, a manutencdo de massa magra, o metabolismo lipidico,
diminui¢ao de riscos cardiovasculares e no musculo, promove adaptagdes teciduais
como aumento de sintese proteica e biogénese mitocondrial (STARON et al, 2000;
OKADA et al, 2004; LEBRASSEUR et al, 2010; GRANS et al, 2014).

242 ERE: respostas pro-adaptativas e pro-apoptéticas no musculo
esquelético

O musculo esquelético de pacientes obesos ou diabéticos, como
anteriormente mencionado, apresenta diminuicdo da sensibilidade a insulina,
diminuicdo do conteudo mitocondrial e da oxidagao de AGL, causando acumulo de
TAG (KELLEY et al ,1999). Em conjunto, estes fatores promovem perturbagdes na
homeostase do reticulo sarcoplasmatico, prejudicando o armazenamento de ions
calcio, bem como a sintese e enovelamento proteico no musculo esquelético,
acarretando em um acumulo de proteinas mal enoveladas e afuncionais no lumen
do reticulo, condicéo esta, definida como ERE (OZCAN et al, 2004).

Com o objetivo de controlar esta perturbacdo e restaurar as fungdes
celulares, a célula, seja muscular ou de outros tipos, desencadeia uma série de
eventos adaptativos, conhecidos como resposta a proteinas mal enoveladas (UPR),
que se inicia a partir da ativacao de trés proteinas sensoras: Protein kinase RNA-like
endoplasmic reticulum kinase (PERK), fator de transcricdo ativador 6 (ATF6) e
proteina cinase dependente de inositol 1 (IRE1a) (OYADOMARI et al, 2004). Em
condigdes normais, essas proteinas encontram-se ligadas a proteina regulada pela
glicose de 78 KDa (GRP78) ou BiP, que, em situagdes de estresse, se dissocia das
sensoras, para promover o correto enovelamento proteico, e ativa vias de
sinalizagcdo da PERK, ATF6 e IRE1a. As respostas provenientes dessa ativacao

podem ser pré-adaptativas ou pro-apoptéticas, dependendo da duracdo e da
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intensidade do estresse ao qual a célula foi submetida (Figura 3) (WU et al., 2011;
MEMME et al., 2016).
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Figura 3. Sinalizagdo da UPR. O comprometimento do dobramento de proteinas no lumen
do reticulo endoplasmatico promove o acumulo de proteinas mal enoveladas, uma condigcio
designada como ERE. Para restabelecer a homeostase do reticulo endoplasmatico, uma
cascata de processos adaptativos € simultaneamente ativada. A primeira linha de defesa é o
chaperonamento de proteinas aberrantes pela GRP78 e encaminhamento para a
degradagéao associada ao ERE (ERAD), um mecanismo pelo qual as proteinas desdobradas
sdo translocadas para o citosol (canal Sec61), poli-ubiquitinadas e lisadas pelos
proteossomas 26S. Em paralelo, a resposta a proteinas mal enoveladas é disparada para o
limen do ER com a ativagdo de trés proteinas sensoras: IRE1a, PERK e ATF6. Apds a
liberagdo do GRP78, o ATF6 é traficado para o complexo de Golgi e clivado pelas proteases
site-1 e site-2 (S1P e S2P, respectivamente), para liberar um fragmento (ATF6f) que entra
no nucleo para induzir a expressao de genes alvo. Da mesma forma, o IRE-1 sofre
dimerizagdo e autofosforilacdo, desencadeando sua atividade RNase, que processa o
splicing de mRNA e codifica a proteina de ligagdo XBP1 para produzir um fator de
transcricdo ativo, o XBP1s, que migra para o nucleo. Além disso, o IRE-1 também degrada
mRNAs aberrantes através da atividade da IRE1a regulada (RIDD). Por fim, apés ativacao,
a PERK fosforila o elF2a, que atenua a tradugéo global da proteina e codifica o fator de
transcricdo ATF4. Independente do elF2a, a PERK também pode fosforilar o fator nuclear 2

relacionado ao fator eritréide 2 (NRF2). Juntos, os fatores de transcricao ATF6f, XBP1s,
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NRF2 e ATF4 aumentam a expressdo de genes adaptativos que codificam chaperonas,
componentes ERAD, melhoram o controle de qualidade de enovelamento proteico,
autofagia, defesa antioxidante, sintese lipidica, metabolismo de aminoacidos e secrecéo de

proteinas garantindo a homeostase celular. Fonte: Pinto et al, 2019.

Durante a UPR, a PERK ativada vai promover a fosforilagdo do fator de
iniciacdo da traducédo eucaridtica 2a (elF2a), aumentar a tradugcdo do fator de
transcrigdo ativadora 4 (ATF4) ou promover a expressao de genes relacionados com
0 estresse, como proteina homoéloga C/EBP (CHOP). A proteina IRE1a ativada
estimula o splicing da XBP1 (X-box binding protein), gerando o fator de transcrigéo
XBP1 spliced (XBP1s) ou promover a ativacao das vias JNK e NFkB. O ATF6 ap6s
clivagem no aparelho de Golgi € levado para o nucleo onde juntamente com XBP1s
ird estimular a expressao génica de proteinas que auxiliem na redugédo do estresse
(Figura 3) (AFROZE et al., 2017).

Evidéncias demonstram o envolvimento do ERE na modulagdo do
funcionamento de células musculares, promovendo efeitos benéficos ou deletérios
dependendo da condigédo subjacente (Figura 4) (AFROZE et al., 2017). Por exempilo,
o ERE em curto periodo de tempo e/ou baixa intensidade atua na manutencéo das
células satélites no musculo, favorecendo a miogénese (WU et al., 2011). Enquanto
que a manutencdo do ERE por longos periodos e/ou alta intensidade regula
negativamente a sintese proteica, diminui a sensibilidade do tecido a insulina,
promove inflamagdo e morte celular, além de outros disturbios metabdlicos e
doencas degenerativas musculares (PEREIRA, et al. 2016). Embora existam varios
estudos sugerindo que as vias de stress e UPR sao perturbadas em condi¢bes de
atrofia e hipertrofia, mais estudos sao necessarios para compreender como essas
vias sao reguladas.

Corroborando as informagdes acima mencionadas, a modulagdo da UPR
pode melhorar a sensibilidade a insulina e captagdo de glicose no musculo
esquelético mediadas, especialmente, pelo aumento da expressao do coativador 1a
do receptor y ativado por proliferador de peroxissomo (PGC1a), que parece regular
positivamente o ganho de massa magra e a capacidade de recuperagao do musculo
(WU et al., 2011). De maneira semelhante, evidéncias na literatura apontam que o

braco da PERK tem funcdo importante na manutencdo da massa muscular e na
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recuperacéo das fibras em condi¢des de injuria, mediante a estimulagcédo das células
satélite (XIONG et al, 2017). Além disso, a expressao de ATF6 é essencial para
estimular a apoptose seletiva durante o desenvolvimento muscular (NAHANISHI et
al, 2005). Por outro lado, o ERE em alto grau, observado em ratos com obesidade
induzida por dieta rica em gordura por um periodo de 6 semanas, promoveu
aumento da expressdo Génica de GRP78, IRE1a e PERK no musculo séleo e ATF4
e CHOP no tibial anterior, evidenciando que a obesidade é capaz de ativar a UPR no
musculo esquelético (DELDICQUE et al., 2010).

‘ Exercicio | | Envelhecimento | | Fome ‘ | Queimadura |
Desenvolvimento Cancer Dieta rica
do masculo esquelético Caquexia Desnervagédo em gordura

Acumulo de proteinas mal enoveladas
Perturbacéo da homeostase do Ca*

|

| Estresse do reticulo |

!

Resposta a proteina mal enovelada ‘

(UPR)

! !

UPR - adaptagtes desfavoraveis

UPR - adaptactes favoraveis |

Atrofia do misculo esquelético
Ativagio do sistema proteolitico
Resisténcia insulinica e diabetes tipo 2
Inflamagao

Inibigio da sintese proteica

- Aumento da miogénese

- Manutengio da massa muscular
- Aumento do metabolismo

- Homeostase do Ca*

- Resposta adaptativa ao exercicio

Figura 4: ERE e remodelamento muscular. A ativacdo da UPR no musculo esquelético
pode ser mediada por condigdes fisioldgicas ou por estados de doenga. Dessa maneira, 0s
desfechos dessa ativacdo podem ser pro-adaptativos ou pré-apoptoticos, dependendo da
intensidade e duracdo do estimulo. As respostas adaptativas estdo associadas com a
miogénese, melhora do quadro metabdlico e manutengdo da massa muscular esquelética
durante o exercicio e outras perturbag¢des. Por outro lado, em condi¢cdes crénicas, o ERE
pode levar a perda de massa 60ssea, diminuicdo da sintese protéica e exacerbacdo do
quadro de RI. Fonte: Adaptado de Afroze et al., 2017.

A literatura sugere que a modulagao das vias da UPR pode ter importancia

terapéutica para o musculo esquelético em diversas condigdes e estados de doenca.
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Entretanto, antes de usar moduladores farmacolégicos do ERE, abordagens mais
especificas usando terapias moleculares e genéticas sao necessarias para
desvendar os mecanismos pelos quais os componentes das vias da UPR alteraram
a homeostase do musculo esquelético (DELDICQUE, 2011). Dessa maneira,
existem diversas condigdes estressoras que podem estimular a resposta a proteina
mal enovelada no musculo esquelético, desde perturbagcbes metabdlicas, como a
obesidade, Rl e hipertrigliciridemia; até estressores fisiologicos como hipoxia,
desequilibrios na homeostase do calcio e exercicio fisico (MANDL, et al. 2009).

De maneira geral, a pratica de exercicios fisicos prolongados e de carater
exaustivo esta associada a uma maior atividade da cadeia respiratéria mitocondrial e
geracao de espécies reativas de oxigénio (ERO’s). O aumento da producdo de
ERO’s pode acarretar em uma pertubacdo do equilibrio entre fatores oxidantes e
antioxidantes resultando em uma condigdo pro-oxidativa denominada estresse
oxidativo, que em longo prazo e com estimulos intensos, pode levar a efeitos
deletérios em diversas estruturas celulares, além de exacerbar o estado de ERE no
musculo (HOPPS et al., 2010; DELDICQUE, 2011; SILVEIRA et al, 2011).

De forma isolada, é descrito que o aumento de sintese proteica esta
relacionado a uma sobrecarga da maquinaria do controle de qualidade do
enovelamento de proteinas, podendo levar ao ERE (Zhang et. al., 2006) e a
literatura ainda € bastante escassa no diz que respeito a influéncia do treinamento
resistido sobre o controle de qualidade da sintese proteica promovida por essa
organela, e especialmente, o impacto do ERE sobre as vias de sinalizagado
envolvidas nos mecanismos adaptativos promovidos pelo treinamento (BOHNERT et
al, 2018).

Ja é possivel estabelecer uma relagdo entre a intensidade do treino e as
respostas celulares, pois treinos de alta intensidade tendem a exacerbar o quadro
inflamatdrio e o ERE, levando a uma resposta pré-apoptética. Entretanto, protocolos
de intensidade moderada parecem responder mais favoravelmente, levando a
respostas pro-adaptativas (PEREIRA et al, 2016).

Em camundongos machos destreinados, submetidos a uma sessao de
treinamento aerdbio em esteira, foi possivel observar uma ativagéo significativa da

UPR imediatamente apos a realizagado do treino. Porém, quando comparados com
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roedores previamente treinados por 4 semanas, a ativagcao da UPR se da de uma
maneira diferente. Nos camundongos nao treinados € possivel observar a elevagao
de ATF4 e um aumento de CHOP quando comparado com os animais previamente
treinados. O que nos faz sugerir que o treinamento moderado pode levar a
adaptacdes capazes de proteger o musculo esquelético em condigbes de estresse
(WU et al., 2011).

Estudos realizados com ratos submetidos a protocolos em esteira de alta
intensidade mostram o aumento nos niveis de BiP, PERK e IRE1a no musculo séleo
mesmo apos 14 dias de recuperacdo, o que nos leva a acreditar que protocolos de
exercicio de alta intensidade ndo promovem adaptacbes favoraveis no musculo
esquelético em condigdes de ERE. Diferente dos protocolos de intensidade
moderada que tem um efeito protetor para condi¢des de estresse (PEREIRA, et al.
2016).

Entretanto, os estudos que associem treinamento resistido e suas
implicagdes no ERE no musculo esquelético ainda s&o escassos. Dessa maneira,
pouco se conhece a respeito dos mecanismos moleculares pelos quais o
treinamento resistido atua sobre o ERE no musculo. No presente estudo,
hipotetizamos que o treinamento resistido é capaz de regular negativamente os
marcadores da via da UPR em ratos com obesidade induzida por dieta rica em
sacarose. Sendo assim, esperamos esclarecer a influéncia do treinamento de forca
no quadro de ERE no tecido muscular esquelético de ratos obesos, através da
avaliagcdo da expressao de marcadores moleculares envolvidos no processo de
UPR.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
Avaliar a influéncia do treinamento resistido sobre o quadro de ERE
endoplasmatico no musculo esquelético de ratos Wistar com obesidade induzida por

dieta rica em sacarose.

3.2. Objetivos especificos

e Descrever as alteragcdes da composigao corporal e perfil bioquimico sérico de
ratos expostos a dieta rica em sacarose apos a realizagdo do treinamento
resistido.

e Avaliar o impacto do treinamento resistido sobre a expressao de marcadores

da UPR no tecido muscular esquelético de ratos obesos.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Dieta rica em sacarose

Neste estudo foram utilizados dois tipos de racdes, a ragado padrao para
roedores (Nuvilab®, Nuvital) e a ragcédo rica em sacarose manufaturada a partir da
adicdo de macronutrientes a ragao padréo pulverizada (Tabela 2). A mistura pastosa
foi entdo moldada para formar pellets semelhantes a racdo padrao e dessecada em
estufa (38 °C por 3 dias). A ragao produzida foi armazenada em geladeira por no
maximo 10 dias. As dietas foram planejadas para terem densidades energéticas
semelhantes e suas composi¢bes centesimais se encontram descritas abaixo
(Tabela 3) (Sousa et al., 2018).

Tabela 2: Quantidade relativa de componentes da dieta rica em sacarose

Composicao Quantidade
Ragao triturada (Nuvital®) 40%
Leite condensado Moca® (Nestle) 40%
Acucar 18,5%
Agua filtrada Qsp

Tabela 3. Composi¢oes centesimais das dietas padrao e rica em sacarose

Composicao Dieta rica em

Dieta Padrao

centesimal sacarose
Carboidratos 55,4% 65%

Sacarose 10% 25%
Proteinas 21% 12,3%
Lipideos 5,2% 4,3%

Valor energético

~ 350 Kcal/100g

~ 350 Kcal/100g
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4.2 Animais e grupos experimentais

Foram utilizados 28 ratos machos da espécie Rattus norvergicus var. Wistar
acompanhados a partir de seu desmame (21 dias de vida), oriundos doBiotério
Central da UFMA e mantidos no Biotério Setorial da Pds-graduagcédo da UFMA, em
gaiolas de polietileno forradas com xilana (no maximo 4 animais por gaiola) com
enriquecimento ambiental, a temperatura 22 £+ 2 °C, ciclo claro/escuro de 12 horas e
acesso livre a agua e ragao. Todos os protocolos experimentais que envolvam a
manipulacdo de animais foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais - CEUA/UFMA no parecer 23115.018725/2017-19 (em anexo).

Inicialmente os animais foram randomizados em dois grupos experimentais:
grupo controle, (CTR - que recebeu raco padrdo Nuvilab®, n=14) e grupo dieta rica
em sacarose, (DRS - que recebeu ragao rica em sacarose, n=14). Ambos grupos
foram acompanhados pelo periodo de 16 semanas. A partir deste periodo, os
animais foram subdivididos em quatro novos grupos: grupo CTR (animais que
continuaram recebendo apenas ragao padrao, n=7), grupo CTRT (que receberam
racao padrao e treinamento resistido, n=7), grupo DRS (continuaram recebendo
apenas dieta rica em sacarose, n=7), e grupo DRST (recebendo dieta rica em
sacarose e treinamento resistido, n=7). Estes novos grupos formados foram
acompanhados por mais 5 semanas. O fluxograma do desenho experimental se

encontra descrito abaixo (Figura 5).
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21 dias @ n=28

Semana 0 1 o~
Dieta controle Dieta rica em sacarose
4 semanas
Desenvolvimento ponderal
8 Consumo alimentar
semanas Avaliacdo de obesidade
Perfil bioquimico
12 semanas a
17 semanas I I I I
b| CTR CTRT (+Treino) DRS DRST (+Treino)
21 semanas

a - medidas de triglicerideos, glicemia, TyG, indece de Lee e circunferéncias toracica e abdominal.
b — intervengdo com treinamento resistido

Figura 5. Desenho experimental. Fonte: Autora.

4.3 Abordagem experimental

Durante todo o periodo de acompanhamento, os animais foram pesados trés
vezes por semana para avaliagdo do progresso ponderal e consumo alimentar;
mensalmente tiveram seus comprimentos naso-anais aferidos para o calculo do
indice de Lee e determinagcdo do desenvolvimento de obesidade; e mensalmente,
foram coletadas aliquotas de sangue periférico por se¢cao da cauda para avaliagao
da glicemia de jejum e do perfil lipidico. A partir destas dosagens foi determinada o
grau de RI (indice TyG).

Apds 16 semanas de acompanhamento, os animais foram redistribuidos nos
novos grupos experimentais descritos anteriormente e submetidos aos protocolos de
familiarizagao, determinagdo de carga maxima e sessdes do treinamento resistido.
48 horas ap0s a ultima sessdo de treinamento, os animais foram submetidos a jejum

por 8 horas, anestesiados (solucdo de cetamina/xilazina 40:10 mg/kg) e
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laparotomizados para coleta de 6rgdos e sangue via artéria mesentérica. O sangue
coletado foi utilizado para as determinacdes bioquimicas finais e foram coletados os
coxins adiposos (retroperitoneal, periepididimal e mesentérico) e musculos
esqueléticos (séleo, gastrocnémio e extensor longo dos dedos — EDL). Os tecidos
foram lavados em solugéo salina, dessecados, pesados e expressos em g/100g de
peso do animal. Por fim, aliquotas dos musculos séleo e EDL foram acondicionadas
em RNALater® para avaliagdo da expressado génica, enquanto que o gastrocnémio

foi imerso em formaldeido tamponado 10% para andlises histologicas futuras.

4.4 Avaliagao da obesidade
O desenvolvimento de obesidade foi determinado pelo calculo do indice de
Lee dado pelo quociente da raiz cubica do peso corporal (g), pelo comprimento

naso-anal (cm) (Bernardis e Patterson, 1968).

4.5 Perfil bioquimico

Para a determinacdo da glicemia de jejum foram coletadas aliquotas de
sangue periférico por se¢cdo da cauda dos animais apds jejum de 8 horas e
analisadas em glicosimetro Accu-chek Active® (Roche). Aliquotas do sangue
coletado foram submetidas a processo de coagulagéo e centrifugagéao (3500 rpm, 10
min) para obtencdo do soro, o qual foi utilizado para determinagdo das
concentracbes de parametros lipidicos (TAG e colesterol total) por métodos
colorimétricos utilizando kits laboratoriais (LABTEST®, Brasil). O soro também foi
utilizado para dosagem para avaliagdo colorimétrica de marcadores de danos
musculares (creatina quinase — CK e lactato desidrogenase — LDH), além de

proteinas totais, albumina e acido Urico (LABTEST®, Brasil).

4.6 Resisténcia Insulinica

Para avaliagao de RI periférica foi calculado o indice TyG dado pela equacéao
Ln [glicemia de jejum (mg/dL) x TAG em jejum (mg/dL) / 2]. (Guerrero-Romero et al.,
2010)
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4.7 Treinamento resistido
4.7.1 Familiarizagao

Inicialmente, os animais foram adaptados ao protocolo de treinamento de
forga que exige que estes subam em uma escada vertical (1,1 x 0,18 m, degraus de
2cm, inclinagéo de 80°) (Figura 6). Foram realizadas 3 sessdes de familiarizagdo em
dias consecutivos, onde os animais aprenderam a realizar a escalada. Quando
necessario, um estimulo foi aplicado na cauda do animal para iniciar o movimento.
No topo da escada, os ratos alcangam uma caixa de descanso, onde permaneceram
por 2 minutos. Este procedimento foi repetido até os animais conseguirem,
voluntariamente, realizar a escalada por trés vezes consecutivas e sem nenhum

estimulo (Hornberger Jr et al, 2004).

4.7.2 Teste de escada voluntaria para determinagdo da carga maxima de
carregamento

Apos a familiarizagao, foi realizado um teste para determinagao da carga de
carregamento maxima de cada animal, que consistiu na execucédo de 4 a 9
escaladas com cargas progressivamente mais pesadas. A escalada inicial foi
realizada com uma carga correspondente a 75% do peso corporal do animal. Para
cada escalada bem-sucedida, foi adicionado 30g a carga anterior, até a ocorréncia
de falha em escalar. A maior carga carregada por toda a escada até a caixa de
descanso foi considerada como a carga maxima de carregamento do rato para
aquela sessao de treinamento (Hornberger Jr et al, 2004). Apds um intervalo de 48h,
foi realizado o re-teste de forca maxima para confirmacdo da carga aferida na
primeira medida; foi considerada como carga maxima a maior carga entre os dois

testes.
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Figura 6. Escada de treinamento. Escada vertical utilizada para realizar o protocolo de

treinamento resistido em ratos. Fonte: Autora.

4.7.3 Sessoes de treinamento

Os grupos experimentais foram submetidos a trés sessdes de treinamento
por semana em dias alternados, com cargas correspondentes a 60% do teste de
forca maxima, pelo periodo de 30 dias (12 sessdes) (Figura 7). Para cada sessao
eram realizadas 5 escaladas consecutivas, com 2 minutos de intervalo entre cada

uma delas (Hornberger Jr et al, 2004).
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Maxima de Treino de treino
| | | | | |

| asn | a4sn | a4sn | 4 sem | 4sn |
[ Familiarizagéao ] Reteste 2
(3 sessoes) Forga
Maxima

a— 3 sessdes de treino por semana, em dias alternados.

Figura 7. Protocolo de treinamento. Etapas do protocolo de treinamento resistido

executado por ratos Wistar. Fonte: Autor.

4.8 Expressao génica

Os musculos mantidos em RNAlater® (Invitrogen) tiveram seus RNA’s
extraidos com Trizol® (Invitrogen) e convertidos em cDNA’s com SuperScript
Reverse Transcriptase 11° (Invitrogen) segundo os métodos descritos pelo fabricante.
As reacgdes de gPCR foram amplificadas na presenca de Platinum® SYBR® Green
gPCR SuperMix-UDG (Invitrogen). As reacdes ocorreram nos tempos respectivos de
2 minutos de holding stage a 50° C, seguidos de 2 minutos a 95° C. Em seguida
foram realizados 35 ciclos a 95° C, com duracdo de 10 segundos por ciclo (cicling
stage) e, finalmente, a incubagédo da curva de melting por 15 segundos a 95° C,
seguido de 1 minuto a 60° C e, novamente 15 segundos a 95° C. Os primers foram
desenhados utilizando o software Primer Express® (Applied Biosystems) e
customizados pela Invitrogen, Brasil. Foram utilizados primers para avaliagdo dos
genes precursores das proteinas de caracterizagdo do ERE (IRE1a, ATF6, PERK,
GRP78, NFR2, PGC1a e CHOP). A expressao génica foi determinada pelo calculo

dos valores de 2-*2°T tendo GAPDH como gene housekeeping.

4.9 Analise estatistica

A analise estatistica dos dados foi conduzida no software GraphPad Prism
7.0 (GraphPad Software Inc., USA). Os resultados foram expressos como média *
erro padrdo das médias. Os dados iniciais, referentes as primeiras 16 semanas de
acompanhamento, foram analisados por avaliagbes de normalidade (teste

Kolmogorov-Smirnov) e posteriormente submetidos ao teste de t de Student (ndo
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pareado e unicaudal). A partir da semana 17, foi realizada analise de varidncia —
ANOVA (pos-teste Newman Keuls). As diferencas foram consideradas significativas

quando p < 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O aumento do consumo de agucares de adicdo € considerado um dos
principais responsaveis pela epidemia de obesidade e SM no mundo (BRAY et al,,
2004; BRAY, 2010). Neste contexto, estudos tém demonstrado que a pratica regular
de atividade fisica pode ser eficaz na prevengao e tratamento ndo farmacoldgico
destas condig¢des clinicas (MALIK et al, 2013). Em vista disto, buscamos avaliar se o
treinamento resistido é capaz de atenuar os disturbios metabdlicos e muscular-
esqueléticos observados em ratos com obesidade induzida por dieta rica em
sacarose.

A exposicao de ratos recém desmamados a dieta contendo 25% do teor
calorico como sacarose resultou em aumento do peso corporal do grupo DRS, em
comparagéo ao grupo CTR, a partir da 14® semana de indugdo (435,2 + 8,1 vs.
407,6 £ 9,4 g; Figura 8A), embora o consumo energético do grupo DRS ja tenha sido
estatisticamente menor que aquele do grupo CRT desde a 4% semana (8,7 + 0,09 vs.
10,1 + 0,27 Kcal/100g/dia; Figura 8B). Na semana anterior ao inicio do treinamento
resistido (16° semana), o peso corporal médio do grupo DRS (441,7 £+ 9,2 g) era 7%
maior que do grupo CTR (412,4 + 9,3 g) (Figura 8C). Ao final da 20% semana de
inducao, esta diferenga foi ampliada para 12% (495,6 + 16,7 vs. 440,2 + 11,8 g;
Figura 8D). No entanto, a submissdo dos animais ao treinamento resistido preveniu
0 ganho de peso no grupo DRST (436,6 + 5,1 g), quando comparado ao grupo DRS
(495,6 + 16,7 g) (Figura 8D).

Estudos anteriores tém demostrado que animais submetidos a dieta rica em
sacarose apresentam maior ganho de peso, embora com ampla variagdo do tempo
necessario para inicio deste desfecho. Neste estudo, os animais DRS apresentaram
maior peso corporal a partir da 14® semana de exposicdo. No entanto, Sousa et al.
(2018) e Flister et al. (2018) descreveram aumento do ganho de peso ja a partir da
5% semana de exposigdo a DRS, enquanto Pinto et al. (2016) e De Queiroz et al.
(2014), ndo observaram diferenga de peso corporal entre animais CTR e DRS
mesmo apds exposicao de 9 ou 12 semanas, respectivamente.

Um dado curioso € que o consumo de sacarose em excesso parece estar

associado a uma diminuigdo da ingestao caldrica total, fato observado neste estudo
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(Figura 8B) e em trabalhos anteriores do nosso grupo de pesquisa (PINTO et al.,
2016; FLISTER et al., 2018; SOUSA et al., 2018). Estudos tem mostrado que tanto a
glicose quanto a frutose induzem a expresséao hipotalamica de malonil-CoA (LANE;
CHA, 2009). Com aumento dos niveis centrais de malonil-CoA, neurdnios do nucleo
arqueado sao ativados e respondem com supressao da sintese de neuropeptideos
orexigenos (NPY e do AgRP) e aumento da sintese daqueles anorexigenos (a«MSH
e CART) (WOLFGANG et al., 2007).
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Figura 8. Evolugao ponderal e consumo energético. A, acompanhamento ponderal (g);
B, consumo energético (kcal/100g/dia); C, peso (g) na 16° semana; D, peso (g) na 20°
semana. Medidas aferidas em ratos recém desmamados alimentados com ragdo padrao
(CTR, n=14) ou dieta rica em sacarose (DRS, n=14) por 20 semanas. A partir da 17°
semana, metade dos animais em cada grupo foram submetidos a protocolo de treinamento
resistido por 4 semanas (CTRT, n=7; DRST, n=7). Pontos e barras verticais representam
média + SEM, analisados por Teste t de Student ou ANOVA one-way com poés-teste de
Newman Keuls, para um nivel de signicancia p<0,05.
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Os dados apresentados na Tabela 4 mostram que, apesar da menor
ingestao caldrica, o grupo DRS tornou-se obeso em comparagdo ao grupo CTR,
desfecho verificando tanto pelo maior indice de Lee, quanto pelo aumento da massa
dos coxins adiposos mesentérico, periepididimal e retroperitoneal. O treinamento
resistido, por sua vez, atenuou a acumulo de tecido adiposo no coxim retroperitoneal
e restaurou a massa adiposa nos depositos mesentérico e periepididimal do grupo

DRS para valores semelhantes aos verificados no grupo CTR (Tabela 4).

Tabela 4. Parametros morfométricos.

Morfometria CTR CTRT DRS DRST
indice de Lee 310,80+1,76  313,40+1,17 322,042,972 314,40+1,60
G. Mesentérica 1,13+0,06 1,01 £ 0,03 1,46 + 0,14>°¢ 1,09 £ 0,1
G. Periepididimal 2,04+0,18 1,84 + 0,1 2,97 £0,24**%  2354+0,12
G. Retroperitoneal 2,15+0,14 1,87 + 0,04 3,31+0,2**  251+0,13°
M. Gastrocnémio 1.22+0,01 1,26 + 0,01 1,08 £ 0,04*°% 1,21+ 0,01
M. EDL 0,10+0,002 0,10 + 0,002 0,08 + 0,003**¢ 0,10 + 0,002
M. Séleo 0,090,001 0,10 £ 0,003%%¢ 0,08+ 0,003 0,08 + 0,002

Peso relativo (g/100g de peso) de gordura retroperitoneal, mesentérica e periepididimal e
musculos soleo, extensor longo dos dedos e gastrocnémio, onde a representa o grupo CTR,
b representa o grupo CTRT, ¢ representa o grupo DRS e d representa o grupo DRST.
Medidas aferidas apds a eutanasia de ratos alimentados com ragéo padréo (CTR, n=14) ou
dieta rica em sacarose (DRS, n=14) por 20 semanas. A partir da 17 semana, metade dos
animais em cada grupo foram submetidos a protocolo de treinamento resistido por 4
semanas (CTRT, n=7; DRST, n=7). Valores representam média + SEM, analisados por
ANOVA one-way com pés-teste de Newman Keuls, para um nivel de signicancia p<0,05.

Esse conjunto de dados sugere que a exposigao a dieta rica em sacarose
iniciada em fase precoce do desenvolvimento (desmame) e mantida por 20 semanas
induziu um conjunto de alteragbes morfométricas caracteristicas da obesidade, tais
como aumento do peso corporal, obesidade central e diminuicdo de massa
muscular. Corroborando nossos achados, diversos estudos demonstraram a
correlagdo entre o consumo de sacarose e o surgimento destas alteragbes, mesmo

com variagdes de concentracdes, formas de administracdo e tempos de exposi¢ao a
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sacarose (PINTO et al., 2016; SOUSA et al., 2018; RABEN et al., 2002;). E
importante lembrar que estas alteragbes ocorreram a despeito do menor consumo
caldérico dos animais DRS, fato que pode ser atribuido a grande capacidade
lipogénica e adipogénica da frutose (TAPPY, 2010). De fato, a frutose é captada
pelo figado e rapidamente convertida em acidos graxos que sdo utilizados na
sintese de TAG, secregdo de VLDL e hipertrofia adipocitaria (PARKS et al., 2008;
MASOQDI et al., 2015).

Corroborando com os achados morfométricos, os dados bioquimicos séricos
do grupo DRS também foram caracteristicos de um perfil obesogénico quando
comparado ao grupo CTR, com aumento dos niveis séricos de TAG (171,6 £ 24,5
vs. 76,81 £ 16,01 mg/dL; Figura 9B), Rl determinada pelo indice TyG (8,86 + 0,11 vs.
7,93 £ 0,22; Figura 9D) e intolerancia a glicose observada pela analise dos niveis
glicémicos no GTT (AUC 873,4 + 30,82 vs. 616,2 + 24,63; Figura 9F). Por outro lado,
os niveis de colesterol total (91,31 + 12,12 vs. 72,33 + 5,20 mg/dL; Figura 9C) e
glicemia de jejum (91,33 £ 3,38 vs. 83,50 £ 2,50 mg/dL Figura 9A) ndo se mostraram
alterados apés 20 semanas de exposicao a dieta rica em sacarose. O treinamento
resistido por quatro semanas atenuou tanto a hipertrigliceridemia quanto a Rl e a
intolerancia a glicose do grupo DRST (Figuras 9B, 9D e 9F), uma vez que, 0 grupo
DRST néo diferiu significativamente do grupo DRS, nem do grupo CTR.

Estudos anteriores conduzidos em animais recém-desmamados submetidos
a dieta rica em sacarose demostraram que a exposi¢cao sustentada a dieta em fases
iniciais da vida pode levar a desequilibrios no perfil lipidico, indices glicémicos e RI
(PINTO et al.,, 2016; SOUSA et al.,, 2018; FLISTER et al, 2018). Corroborando
nossos achados, Sousa et al. (2018) descreveu hipertrigliceridemia, Rl e intolerancia
a glicose apos 20 semanas de exposicao a direta rica em sacarose, enquanto Flister
et al. (2018) e Pinto et al. (2016) observaram essas alteragdes ja a partir da 92
semana de intervencao dietética. De maneira diferente ao que observamos nos
nossos resultados, estudos anteriores descreveram hipercolesterolemia e
hiperglicemia de jejum em animais alimentados com dieta rica em sacarose por 9
semanas (PINTO et al.,, 2016; FLISTER et al, 2018), enquanto De Queiroz et al.
(2014) observaram diminuicdo dos niveis de colesterol apos 12 semanas de

€exXposi¢ao a sacarose.
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Figura 9. Pardmetros bioquimicos. A, glicemia de jejum (mg/dL); B, niveis de TAG
(mg/dL); C, niveis de colesterol total (mg/dL); D, indice TyG. Dosagens realizadas em ratos
alimentados com ragéo padrao (CTR, n=14) ou dieta rica em sacarose (DRS, n=14) por 20
semanas. A partir da 172 semana, metade dos animais de cada grupo foram submetidos a
protocolo de treinamento resistido por 4 semanas (CTRT, n=7; DRST, n=7). Pontos e barras
verticais representam média + SEM, analisados por ANOVA one-way com pos-teste de
Newman Keuls, para um nivel de signicancia p<0,05.
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As disfungdes do metabolismo lipidico apresentadas pelo grupo DRS séao
atribuidas aos monossacarideos glicose e frutose, que possuem rotas de
metabolizacdo e desfechos fisioldgicos diferentes (TAPPY ela t, 2010). A frutose é
rapidamente captada para o figado (via GLUT-2) e, de forma independente da
insulina, estimula fatores lipogénicos e a sintese de novo de lipideos, elevando a
sintese de TAG e a exportagao de VLDL pelo figado (TAPPY et al, 2018). A glicose,
quando mantida em altas concentracbes, desencadeia os mesmos desfechos da
frutose, além de estimular secregcdo de insulina, causando hiperinsulinemia,
glicotoxicidade e RI (TAPPY et al, 2018). Estes desfechos metabdlicos sao
potencializados quando glicose e frutose séo ingeridas concomitantemente, como é
0 caso da sacarose (KOLDERUP e SVIHUS, 2015). Em trabalho recente, nosso
grupo demonstrou a relagao temporal entre o consumo de DRS e a ativacdo da
lipogénese de novo, caracterizando a hipertrigliceridemia como o desfecho

bioquimico mais precoce nas dietas ricas em sacarose (FLISTER et al, 2018).

Estudos experimentais tém demostrado também que dependendo do padrao
metabdlico da fibra muscular, a resposta do musculo esquelético frente as dietas
ricas em sacarose podera variar (CHANSEAUME et al, 2006; SHORTREED et al,
2009). O grupo DRS apresentou redugcdo no peso dos musculos gastrocnémio e
EDL quando comparados aos demais grupos (Tabela 4). No que diz respeito ao
treinamento resistido, € seguro afirmar que o protocolo exerceu um papel protetor do
musculo esquelético, visto que, apesar de nao ter havido aumento de massa
muscular no grupo DRST, em relagdo ao CTR, observou-se uma preservagao do
peso daqueles musculos quando comparado a perda verificada no grupo DRS
(Tabela 4). Interessante notar que o musculo séleo, embora nao tenha apresentado
reducao de peso nos grupos DRS e DRST, estava significativamente aumentado no
grupo CTRT, em comparagdo ao CTR, sugerindo que a resposta hipertrofica ao

treinamento resistido é prejudicada pela maior ingestdo de sacarose (Tabela 4).

Cada tipo de fibra muscular apresenta uma isoforma tipica da cadeia pesada
de miosina (MHC), que determina como irdo responder a estimulos como exercicio
ou dieta (BLANCO et al., 1992). Assim, fibras com HMC-I ou oxidativas, como é o
caso do musculo soleo, apresentam um maior numero de mitocondrias, geram

energia mediante a utilizagdo do metabolismo aerdbio e sdo mais resistentes a



50

fadiga devido a sua maior capacidade oxidativa. Esse tipo de fibra também possui
maior vascularizagdo e niveis altos de mioglobina (BOFF et al, 2018). Trabalhos
realizados com ratos expostos a dietas ricas em sacarose, demostraram que esse
tipo de fibra sofreu pouca ou nenhuma influéncia da dieta (CHANSEAUME, et al,
2006; GORSKI et al, 1992). No entanto, nossos dados mostram que apesar dos
animais DRS nao terem apresentado reducédo do peso do musculo séleo, os DRST
também n&o apresentaram o aumento de massa observado nos CTRT. Isto nos
permite sugerir que a exposicdo a uma dieta rica em sacarose compromete a
resposta fisioldégica normal do musculo séleo ao exercicio resistido.

Por outro lado, fibras marcadas pela maior presencga da isoforma MHC-IIb ou
glicoliticas, como € o caso do musculo EDL, apresentam um padrdo metabdlico
bastante diferente. Sao fibras caracterizadas pela utilizagdo do metabolismo
anaerobio com predominio de enzimas glicoliticas, como a lactato desidrogenase, e
numero reduzido de mitocéndrias, o que as tornam menos resistentes a fadiga
(BOFF et al, 2018). Estudos anteriores demostraram que dietas ricas em sacarose
podem afetar diretamente o metabolismo dessas fibras, causando perda de massa
muscular e provocando desequilibrios metabdlicos como Rl (GORSKI et al, 1992;
CHANSEAUME, et al, 2006; BENETTI et al, 2013). Estes dados sdo semelhantes
aos encontrados no nosso trabalho, no qual além do musculo EDL também se
observou redugcédo do peso do musculo gastrocnémio nos animais HSD, o qual é
caracterizado pela presenca da isoforma MHC-lla e MHC-2b e um padrao
metabdlico misto (BOFF et al, 2018).

O treinamento fisico é geralmente recomendado como uma forma ideal de
manutencdo de um peso corporal saudavel, especialmente os exercicios de
resisténcia (HUNTER et al, 2008) .No entanto, a capacidade do exercicio resistido
de atenuar ou reverter os efeitos deletérios da obesidade sobre o musculo
esquelético tem sido menos estudada e gerado resultado controversos. Souza e cols
(2014), mostraram que 12 semanas de treinamento em escada vertical (3x por
semana), nao produziu qualquer efeito sobre o peso relativo dos musculos biceps e
gastrocnénio de ratos alimentados com uma dieta rica em gordura. De maneira
semelhante ao nosso trabalho, Tang e cols (2016) observaram que o mesmo

protocolo de treinamento por 8 semanas reverteu a perda de peso do quadriceps e
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peitoral de ratos alimentados com uma dieta rica em gordura, sem ganho adicional
de massa em relacdo aos animais controle ndo treinados. Estes dois grupos
musculares apresentam padrao metabodlico semelhante ao gastrocnémio e EDL,
respectivamente, os quais foram analisados em nosso estudo. Por outro lado,
encontramos aumento de peso no musculo soleo dos animais CTRT, embora ja
tenha sido demonstrado que 8 semanas de treinamento em escada vertical (5 x por
semana) nao altera a propor¢cao entre os tipos de fibra nesta musculatura
(ANTONIO-SANTOS et al., 2016).

Adicionalmente, avaliamos marcadores séricos de dano muscular e
verificamos que, corroborando os resultados morfométricos, o grupo DRS duplicou
os niveis de CK, em comparacdo ao CTR (869,5 £ 280,7 vs. 1825 £ 226,3 UI/L;
Figura 10D), os quais foram efetivamente revertidos pelo treinamento resistido (1073
+ 161,0 U/L; Figura 10D). Embora ndo tenha havido diferencga significativa dos niveis
de LDH entre os grupos (Figura 10B), o grupo DRS apresentou aumento dos niveis
séricos de proteinas totais (6,74 £ 0,4 vs. 5,47 £ 0,06 mg/dL; Figura 10C) e albumina
(2,9 £0,2 vs. 2,12 £ 0,08 mg/dL; Figura 10D) quando comparado com o grupo CTR.
Estas alteracdes foram igualmente revertidas pelo treinamento resistido (Figura 10C
e 11D). Segundo relatos de Foschini e col. (2007) e Brancaccio e col. (2008), a
modulagdo dos niveis séricos de CK e LDH podem ser influenciadas tanto por
condigcbes fisioldgicas, como o exercicio agudo realizado por individuos néao
treinados, quanto por condigdes patoldgicas, sendo considerados os principais
marcadores indiretos de dano muscular.

Como forma de avaliar diretamente os danos da dieta rica em sacarose, bem
como o impacto do treinamento resistido, sobre o musculo esquelético, realizamos a
analise da expressao génica de marcadores envolvidos no ERE. Sabe-se que o ERE
pode ativar diferentes vias de sinalizacdo celular, dependendo da natureza e
duracdo do estimulo/insulto, que resultam em respostas pro-adaptativas ou pro-
apoptoticas (AFROZE et al, 2017). Desta maneira, verificamos os niveis
transcricionais dos sensores da UPR (Perk, Ire1a e Atf6), de marcadores pro-
adaptativos (Nrf2 e Pgc1a) e pro-apoptético (Chop) nos musculos EDL, de padréo

glicolitico e séleo, de padrao oxidativo.
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Figura 10. Marcadores de dano muscular. A, creatina quinase (U/L); B, desidrogenase
lactea (U/L); C, proteinas totais (mg/dL); e D, albumina. Dosagens realizadas em ratos
alimentados com ragéo padrao (CTR, n=14) ou dieta rica em sacarose (DRS, n=14) por 20
semanas. A partir da 17% semana, metade dos animais em cada grupo foram submetidos a
protocolo de treinamento resistido por 4 semanas (CTRT, n=7; DRST, n=7). Barras verticais
representam média £+ SEM, analisados por ANOVA one-way com pos-teste de Newman

Keuls, para um nivel de signicancia p<0,05.

A exposi¢cao dos animais a DRS por 20 semanas resultou em aumento da
expressao de proteinas sensores da UPR em ambos os musculos. No musculo EDL,
observou-se elevacao da expressao de Perk, Ire1a e Atf6 (FC 7,72 £ 0,6; 5,74 £ 0,6
e 3,8 £ 0,7, respectivamente), em comparagdao com o grupo CTR (Figura 11A).
Enquanto no musculo séleo, o grupo DRS mostrou apenas aumento da expressao
de Atf6 (FC 1,53 + 0,1) em relagédo CTR (Figura 11D). Quando verificamos o efeito

isolado do treinamento resistido, observamos no EDL do grupo CTRT a elevagao
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estatisticamente significativa da expressao de Perk e Ire1a (FC 3,82 £ 0,44 ¢ 3,83
0,43, respectivamente), porém limitrofe de Atf6 (FC 2,30 + 0,66) (Figura 11A). Por
outro lado, no musculo séleo, a expressao de todos os sensores da UPR estava
consistentemente aumentada (Perk FC 2,02 + 0,36; Ire1a FC 3,87 £ 0,25 e Atf6 FC
2,34 £ 0,31) em relagéo a todos os grupos (Figura 11D). Surpreendentemente, no
grupo DRST né&o verificamos nenhuma alteragdo de expressao génica, quando
comparado ao grupo CTR, em nenhuma das musculaturas estudadas.

Apesar da expressao das proteinas sensoras da UPR ter sido elevada tanto
pelo treinamento resistido (grupo CTRT), quanto pela ingestdo de sacarose (grupo
DRS), isoladamente, o padrao de resposta subsequente diferiu nestes grupos. No
grupo CTRT, ambos os musculos EDL e séleo apresentaram aumento da expressao
de Nrf2 (EDL: FC 1,45 + 0,1; séleo: FC 1,57 + 0,19) e Pgc1a (EDL: FC 1,9 £ 0,2;
séleo: FC 3,47 + 0,33), caracterizando um padrao de resposta pro-adaptativo em
comparacgao a todos os outros grupos (Figura 11B e 12E). Por outro lado, o grupo
DRS apresentou aumento da expressao de Chop (FC 4,06 + 0,61) no musculo EDL,
sugerindo uma resposta pro-apoptotica (Figura 11C), a qual nao foi observada no
musculo séleo (Figura 11F). Estes dados s&o corroborados pelo fato do grupo DRS
nao ter apresentado reducao de peso do musculo séleo, diferentemente do EDL e
gastrocnémio. Assim, podemos sugerir que o padrdo metabdlico oxidativo do
musculo soéleo Ihe confere uma maior resisténcia ao ERE induzido pela dieta rica em
sacarose, enquanto parece ter favorecido a resposta deste musculo ao treinamento
resistido, pois levou resposta pro-adaptativa com aumento de peso no grupo CTRT.

A literatura é escassa em estudos que avaliem o impacto do treinamento
resistido e/ou dieta rica em sacarose sobre marcadores do ERE no musculo
esquelético. Considerando o exercicio aerdbio, Wu e col (2011) observaram ativagao
das vias IRE1a e PERK no quadriceps de camundongos machos submetidos a 4
semanas de treinamento em esteira (1h, 5x por semana). Por outro lado, Deldicque
e col (2013) verificaram que a exposi¢gdo de camundongos machos a uma dieta rica
em gordura (72% da carga caldrica) aumentou a expressao proteica de IRE1a e
PERK tanto no musculo séleo quanto no tibial anterior. Entretanto, diferentemente
do nosso estudo, 6 semanas de treinamento aerébio em esteira (1h, 5x por semana)
nao foram capazes de atenuar esse quadro de ERE.
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Figura 11: Expressao Génica nos musculos extensor longo dos dedos e séleo. A, expressao génica de sensores da UPR no musculo
EDL; B, expressao génica de marcadores pré-adaptativos no musculo EDL; C, expressao génica de marcadores pro-aptéticos no musculo
EDL; D, expressao génica de sensores da UPR no musculo sdleo; E, expressao génica de marcadores pré-adaptativos no musculo séleo e F,
expressao génica de marcadores pro-aptéticos no musculo séleo. Dosagens realizadas em ratos alimentados com ragédo padrao (CTR, n=14)
ou dieta rica em sacarose (DRS, n=14) por 20 semanas. A partir da 17 semana, metade dos animais em cada grupo foram submetidos a

protocolo de treinamento resistido por 4 semanas (CTRT, n=7; DRST, n=7). Barras verticais representam média + SEM, analisados por
ANOVA one-way com pos-teste de Newman Keuls, para um nivel de signicancia p<0,05.
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Estudo conduzido em camundongos com nocaute seletivo das proteinas
sensoras da UPR mostrou que a via da PERK, mas ndo a via IRE1a/XBP1, é
essencial para a regeneracdo muscular apos injuria (XIONG et al, 2017).
Dependendo do seu sitio de fosforilagcdo, a p-PERK conduz a ativacdo da
transcricdo de ATF4, via elF2a, ou a fosforilagdo do NRF2 (AMERI et al, 2008).
Enquanto as agdes do NRF2 estdo relacionadas a uma resposta pro-adaptativa
através da expressao de enzimas antioxidantes, as agdes do ATF4 incluem a
ativacdo de autofagia e apoptose em condigdes de estresse celular prolongado
(HARDING et al, 2000). Além disso, a PGC1a desempenha um papel essencial
nessas alteragdes, uma vez que, ela estimula a biogénese mitocondrial e torna as
fibras musculares mais resistentes a fadiga, protegendo-as contra atrofia muscular
(CIVITARESE et al, 2006).

Sob ERE prolongado, o ATF4 em conjunto com ATF6 ativam a expressao de
CHOP, um importante marcador de apoptose (MCCULLOUGH, et al, 2001). De fato,
camundongos knockout para CHOP apresentaram menor fadiga, aumentaram a
distancia percorrida durante o exercicio e diminuiram as concentragcdes séricas de
CK, sugerindo que a delecdo de CHOP protege contra danos no musculo
esquelético apos a realizacao do exercicio (WU et al, 2011). Ja foi demonstrado que
a via do ATF6 é essencial para a apoptose seletiva durante o desenvolvimento do
musculo esquelético (NAKANISH, 2005).

Diferentemente do que observamos em nossos resultados, estudos
anteriores conduzidos em animais € humanos néo conseguiram observar aumento
da expressdo de marcadores da UPR mediado pelo exercicio no musculo
esquelético (CHAPADOS e LAVOIE, 2010; DELDICQUE et al, 2013; KIM et al, 2014;
HULMI et a., 2016). Tampouco, ha consisténcia de dados sobre a capacidade do
exercicio, seja aerdébio ou resistido, em atenuar o ERE induzido por dietas
obesogénicas. Este cenario torna-se ainda mais confuso com a nossa observacgao
de que a associagdo entre dieta rica em sacarose e exercicio resistido nao
promoveu qualquer ativacdo de vias da UPR/ERE nos tecidos estudados (Figura
11). Os dados morfométricos e metabdlicos verificados no grupo DRST apoiam a
eficacia do treinamento resistido em atenuar a SM induzida pelo consumo excessivo

de sacarose. Porém, a auséncia de resposta do RE muscular esquelético a
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associacao destes dois insultos nao condiz com as respostas verificadas para cada
um separadamente (grupos CTRT e DRS).

Por outro lado, de forma absolutamente especulativa, € valido mencionar
que o musculo esquelético tem sido alvo de estudos recentes acerca da sua
capacidade de resposta hormética. A hormese € um conceito biolégico segundo o
qual a exposi¢ao prolongada a um determinado agente nocivo ou téxico pode levar a
resultados benéficos ou inibicdo de resultados maléficos observados em exposicoes
de menor intensidade ou duracdo (CALABRESE et al, 2013). Em revisao recente, Ji
e col. (2016) propuseram que vias de sinalizagao redox, que envolvam mediadores
como NFkB, MAPK, and PGC1a, constituem os mais importantes mecanismos
moleculares envolvidos nas hormese induzida pelo exercicio. Disto, perguntamos: E
possivel que as vias de sinalizagdo associadas ao ERE respondam de maneira
semelhante? Trabalhos futuros precisarao abordar de forma especifica esta questao.

Em conclusédo, nosso trabalho mostrou de forma original que tanto o
treinamento resistido, quando a exposi¢ao a dieta rica em sacarose, promovem
ativacdo das vias sensoras da UPR no musculo esquelético. No entanto, os
desfechos observados a partir desta ativagdo variam de acordo com o tipo de
estresse e com os padrées metabdlicos das fibras, se glicoliticas ou oxidativas.
Dessa forma, o treinamento resistido ativa vias pré-adaptativas, benéficas ao
musculo esquelético, enquanto o consumo excessivo de sacarose ativa via pro-
apoptatica. Por ultimo, mas ndo menos importante, o treinamento resistido por 4
semanas foi capaz de atenuar ou reverter diferentes pardmetros morfométricos,
metabdlicos e moleculares associados a SM induzida pelo consumo a longo prazo

de uma dieta rica em sacarose.
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6. CONCLUSOES

A partir da avaliagdo dos nossos resultados, é possivel afirmar que a dieta
rica em sacarose conseguiu induzir um quadro de SM, bastante caracteristico
(obesidade central, hipertrigliceridemia e RI). Coletivamente, os dados apresentados
em nosso estudo reforgam os conceitos de programagao metabdlica, que
estabelecem que insultos em fases iniciais da vida (po6s-desmame, por exemplo)
impactam sobre o gendtipo do individuo, aumentando a predisposicdo para o
desenvolvimento e/ou agravamento tardio de doengas crénicas nao-transmissiveis,
como a SM.

Além disso, a exposicdo a dieta rica em sacarose também foi capaz de
induzir alteragbes metabdlicas importantes no musculo esquelético, evidenciadas
pelo aumento de marcadores de dano muscular, como a cretina quinase e pela
perda significativa de massa magra nos musculos posteriores das patas. Somado a
isso, a dieta também favoreceu a ativacdo do ERE no musculo esquelético pelo
aumento da expresséao de Perk, Atf-6, Ire1a e Chop no musculo EDL, demonstrando
que a exposic¢ao continuada a dieta ricas em agucares € uma condigao que favorece
o desenvolvimento de dano muscular e consequente perda de massa magra.

Em contrapartida, o treinamento resistido se mostrou uma ferramenta muito
eficaz na reversao da obesidade central, evidenciada pela diminuicdo do indice de
Lee e reducdo de todos os coxins adiposos analisados. Além disso, o treinamento
conseguiu atenuar a hipertrigliceridemia e a Rl e exerceu um papel protetor no
musculo, visto que evitou a perda de massa magra e reverteu a expressao de
marcadores da via de ERE no musculo esquelético do grupo DRST.

Em adigdo a isso, o aumento da expressédo de Pgc1a e Nrf2 sugere que,
apesar do consumo da dieta rica em sacarose, 0s animais submetidos ao protocolo
de treinamento resistido apresentaram adaptacdes importantes que levaram a
protecao do musculo esquelético aos danos ocasionados pela dieta. Dessa maneira,
pode-se afirmar que o treinamento foi capaz de reverter e/ou atenuar os disturbios
metabdlicos causados pela dieta rica em sacarose e pode ser eficaz para reverter os
danos causados pelo estresse no musculo esquelético. A analise posterior dos
resultados referentes a histologia do musculo gastrocnémio e expressao proteica

dos musculos EDL e séleo para os marcadores da via de ativagao da UPR serao
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importantes para podermos reafirmar os dados relacionados a lesdo muscular,
hipertrofia e ERE no musculo esquelético.

Em conjunto, esses resultados sao importantes para compreender os
diferentes padrées de respostas no musculo esquelético, frente a estimulos como
dieta e exercicio. Embora esteja claro que ambas as condigdes levem a ativagdo da
UPR, fica evidente que o treinamento resistido modula respostas pré-adaptativas,
enquanto a dieta rica em sacarose ocasiona danos no musculo esquelético.
Estabelecer as diferencas de resposta frente essas condigbes € de suma
importancia para compreender os prejuizos que dietas ricas em agucares simples
podem acarretar na musculatura esquelética, e que essas condi¢cdes de base podem
prejudicar as adaptagdes mediadas pelo exercicio. Dessa maneira, compreendemos
que, apesar de o treinamento resistido exercer um efeito protetor no musculo
esquelético em condi¢cdes de estresse, atenuando os efeitos deletérios da dieta; as
respostas favoraveis, e.g. aumento de massa muscular e ativacdo de vias pro-
adaptativas sao perturbadas pela agcao da dieta rica em sacarose, o que reforca a

importancia da manutencao de habitos alimentares saudaveis.
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Certificamos que a proposta intitulada “Impacto do treinamento resistido sobre o
desenvolvimento de estresse do reticulo endoplasmatico no tecido muscular
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